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RESUMO 

Fatores de crescimento fibroblástico (FGFs) regulam o desenvolvimento 

folicular e a maturação oocitária através de ligação aos seus receptores 

(FGFRs). Os RNAm que codificam o FGFR2c e o FGFR3c foram detectados 

em folículos antrais bovinos. Com o objetivo de identificar FGFs que poderiam 

regular a foliculogênese por meios desses, investigou-se os padrões de 

expressão do FGF16 e FGF20 em folículos antrais bovinos, bem como os 

níveis de RNAm desses FGFs e seus receptores (FGFR2c e FGFR3c) durante 

a maturação in vitro de complexos cumulus-oócito (COCs). Além disso, dados 

preliminares do nosso laboratório indicativos de que a expressão do FGF17 em 

oócitos é regulada ao longo da maturação oocitária motivaram a investigação 

da função dessa proteína na maturação de COCs in vitro. Sendo assim, 

avaliou-se o efeito do FGF17 na expansão do cumulus e no controle da 

transcrição de fatores EGF-like [ampiregulina (AREG), epiregulina (EREG) e 

betacelulina (BTC)] e outros genes reguladores da expansão [cicloxigenase 2 

(COX2), hialurona sintase 2 (HAS 2), pentraxina 3 (PTX3), proteína indutora do 

fator de necrose tumoral 6 (TSG6)]. Os RNAm dos FGF16 e FGF20 e as 

respectivas proteínas foram detectados no ovário bovino. A abundância de 

RNAm de FGF16 e FGF20 foi maior em células da granulosa e da teca de 

folículos atrésicos comparados a folículos saudáveis ou transicionais. O 

tratamento com FSH diminuiu a abundância de RNAm para FGF16 e FGF20 e 

o IGF1 inibiu FGF16 em células da granulosa cultivadas in vitro. Ao longo da 

maturação a expressão do FGF16 e do FGF20 foi estável no oócito, enquanto 

que a expressão dos receptores FGFR2c e FGFR3c foi estimulada nas células 

do cumulus pelo FSH. A proteína FGF16 foi localizada no oócito, células do 

cumulus e da teca e o FGF20 em oócitos, células do cumulus, da granulosa e 

da teca. O FGF17 aumentou a proporção de COCs totalmente expandidos, 

mas não alterou a abundância relativa de COX2, HAS2, PTX3, TSG6, AREG, 

EREG e BTC ao longo da MIV. Em conclusão, o FGF17 potencializou a 

expansão do cumulus de bovinos in vitro e os mecanismos não incluem o 

controle transcricional de fatores EGF-like ou genes indutores de expansão. 

Adicionalmente, o padrão de expressão do FGF16 e FGF20 em folículos 
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antrais bovinos sugerem seu envolvimento no controle da atresia e na 

interação oócito-cumulus.  

PALAVRAS CHAVE: FGF, folículo ovariano, maturação oocitária, células do 

cumulus, expansão do cumulus, bovino. 

 

ABSTRACT 

Fibroblast growth factors (FGFs) regulate follicular development and oocyte 

maturation. Messenger RNA encoding receptors FGFR3c and FGFR2c have 

been detected in bovine antral follicles. Aiming to identify FGFs that can 

potentially regulate folliculogenesis through these receptors, the expression 

patterns of FGF16 and FGF20 were assessed in bovine antral follicles. 

Messenger RNA expression of these FGFs and their receptors (FGFR2c and 

FGFR3c) was also assessed in oocytes and cumulus cells, respectively, during 

in vitro maturation. In addition, previous data suggesting that FGF17 mRNA 

expression is regulated in the oocyte led us to investigate the effects of FGF17 

on cumulus expansion and on the expression of EGF-like factors [amphiregulin 

(AREG), epiregulin (EREG) and betacelullin (BTC)] and other genes that 

regulate expansion [cyclooxygenase 2 (COX2), hyaluronan synthase 2 (HAS 2), 

pentraxin 3 (PTX3), protein-inducing tumor necrosis factor 6 (TSG6)]. FGF16 

and FGF20 mRNA and proteins were detected in the bovine ovary. Messenger 

RNA abundance of FGF16 and FGF20 was higher in granulosa and theca cells 

from atretic follicles compared with healthy or transitional follicles. Treatment 

with FSH decreased mRNA expression of FGF16 and FGF20 and IGF1 

inhibited FGF16 mRNA abundance in cultured granulosa cells. During 

maturation, mRNA expression of FGF16 and FGF20 was stable in the oocyte, 

while FGFR2c and FGFR3c were stimulated in cumulus cells by FSH. FGF16 

protein was localized to the oocyte, cumulus and theca cells, and FGF20 was 

detected in the oocyte, cumulus, granulosa and theca cells. Supplementation of 

maturation medium with FGF17 increased the proportion of fully expanded 

COCs, but did not alter mRNA expression of COX2, HAS2, PTX3, TSG6, 

AREG, EREG and BTC in cumulus cells during in vitro maturation. In 

conclusion, FGF17 enhances bovine cumulus expansion in vitro and the 
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mechanisms involved do not appear to include transcriptional regulation of 

EGF-like factors or downstream expansion-inducing genes. Additionally, FGF16 

and FGF20 expression patterns in bovine antral follicles suggest their 

involvement in the control of follicle atresia and in the interaction oocyte-

cumulus cells. 

KEY WORDS: FGF, ovarian follicle, gene expression, oocyte maturation, 

cumulus cells, cumulus expansion, bovine. 

 

INTRODUÇÃO 

O conhecimento dos mecanismos controladores do desenvolvimento 

folicular ainda não foi completamente atingido e tem sido foco de investigações 

devido à sua importância para a melhoria de técnicas que visam o 

aproveitamento do potencial reprodutivo de fêmeas com genótipos de destaque 

ou de espécies ameaçadas de extinção.  

Sabe-se que fatores de crescimento produzidos localmente participam do 

controle do desenvolvimento folicular, mas há necessidade de uma melhor 

caracterização das funções que desempenham. Nesse sentido, a expressão do 

FGF-8 e seus respectivos receptores FGFR3c, FGFR4 e FGFR2c foi detectada 

em folículos antrais bovinos (Buratini et al., 2005; Berisha et al., 2004). 

Evidências de regulação da expressão gênica do FGFR3c e FGFR4 ao longo 

do desenvolvimento folicular em células da granulosa e da teca, 

respectivamente, indicam fortemente a participação destes receptores no 

controle deste processo. Contudo, pouco se conhece sobre a expressão 

ovariana de outros FGFs capazes de ativar os receptores supracitados.  

Membros da subfamília do FGF9 compartilham a capacidade de ativar os 

receptores FGFR3c e FGFR2c (Zhang et al, 2006;. Itoh & Ornitz 2004). O 

FGF9, presente no ovário de ratos, estimula a esteroidogênese em células da 

granulosa cultivadas na presença de FSH (Beverdam & Koopman, 2006; 

Drummond et al., 2007) e parece desempenhar um papel importante na 

determinação do sexo e no desenvolvimento das gônadas (Bowles et al, 2010; 

Chi et al, 2006).  
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A natureza seletiva do desenvolvimento folicular acarreta em grande 

desperdício de células germinativas femininas que podem ser melhor 

aproveitadas pelo emprego de biotécnicas como a maturação e fertilização in 

vitro de oócitos obtidos por aspiração folicular. Apesar do grande avanço na 

produção in vitro de embriões bovinos, os resultados de maturação oocitária em 

condições de cultivo são insatisfatórios quando comparados à maturação in 

vivo (Rizos et al., 2002; Farin et al., 2007). Portanto, além da foliculogênese, 

outro mecanismo que necessita elucidação é a maturação oocitária. Esta, 

constitui etapa fundamental para a produçao in vitro de embriões (PIV) e é 

importante tanto para o aperfeiçoamento da PIV quanto para biotécnicas 

modernas que emergiram na última década como clonagem e transgenia.  

A comunicação entre as células do cumulus e o oócito é bidirecional e 

essencial para a maturação nuclear e citoplasmática e, conseqüentemente, 

para aquisição da competência do oócito para a fertilização e geração de um 

embrião com alto potencial de desenvolvimento (Tanghe et al., 2002; Fair, 

2003). Sendo assim, o aprofundamento dos conhecimentos sobre as interações 

entre as células somáticas e germinativas que formam o complexo cumulus-

oócito (COC) e suas exigências é necessário para a melhoria da eficiência da 

maturação oocitária in vitro (MIV). Compreendendo-se melhor essas interações, 

os meios de cultivo poderiam ser aprimorados de forma a minimizar o impacto 

da perda da unidade folicular durante o cultivo.  

Dentre os fatores produzidos pelas células da granulosa murais e do 

cumulus que regulam a maturação oocitária, destacam-se os membros da 

família dos fatores semelhantes aos fatores de crescimento epidermal (EGF-

like), incluindo a ampiregulina (AREG), a epiregulina (EREG) e a betacelulina 

(BTC). Essas moléculas são importantes mediadores intraovarianos que 

estimulam a expressão de genes críticos para a remodelagem da matriz 

extracelular tais como a cicloxigenase 2 (COX2), fator estimulador de necrose 

tumoral 6 (TSG6), hialurona sintase 2 (HAS2) e pentraxina 3 (PTX3), 

melhorando assim a expansão das células do cumulus (Park et al., 2004; 

Richards et al., 2002). Além disso, os fatores EGF-like mimetizam os efeitos do 

LH promovendo a maturação oocitária nuclear e citoplasmática in vitro (Downs, 

1989; Downs et al., 1988; Dekel & Sherizly, 1985; Smitz et al., 1998; De La 
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Fuente et al., 1999). 

Por outro lado, o oócito também participa ativamente dos mecanismos 

reguladores da maturação do COC via secreção de fatores parácrinos que 

controlam a diferenciação das células somáticas adjacentes e, indiretamente, 

dele próprio (Eppig, 2001; McNatty et al., 2004, Gilchrist et al., 2008). Os FGFs 

estão envolvidos nesse controle, já que foi demonstrado que o FGF-8 oocitário 

atua em sinergismo com a proteína morfogênica óssea 15 (BMP15) para 

estimular a expressão e atividade de enzimas glicolíticas nas células do 

cumulus de camundongos (Sugiura et al., 2007). Além disso, o FGF10 melhora 

a maturação oocitária e a expansão do cumulus em bovinos (Zhang et al., 

2010; Caixeta et al., 2011) 

Dados publicados recentemente indicam a participação de outro membro 

da subfamília do FGF8 no controle da foliculogênese bovina. O FGF17 foi 

detectado predominantemente em células da granulosa e em oócitos (Machado 

et al., 2009). Curiosamente, a expressão do FGF17 mostrou-se maior em 

oócitos imaturos em comparação com maturados in vivo, além de ter sido 

ausente em oócitos maturados in vitro (Machado et al., 2008). A regulação da 

expressão oocitária do FGF17 e a similaridade entre o FGF8 e o FGF17 quanto 

à estrutura e afinidade pelos mesmos receptores reforçam a hipótese de que 

ele esteja envolvido no controle da diferenciação das células do cumulus e 

motivam sua investigação. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Desenvolvimento folicular 

 

Durante o desenvolvimento folicular antral, ondas de crescimento 

folicular emergem sob o controle das gonadotrofinas (FSH e LH), hormônios 

esteróides ovarianos (estradiol e progesterona) e fatores ovarianos de ação 

endócrina e parácrina (Fortune, 1994; Gong et al., 1996; Webb et al., 2003). O 

aumento das concentrações de FSH induz o recrutamento folicular (Adams et 

al., 1992; Fortune, 1994) que em bovinos, envolve a seleção de apenas um 

folículo e este, passa a exercer dominância sobre os demais que compõem a 

onda folicular (Ginther et al., 1996). Através da secreção de estradiol e inibina, 

o folículo dominante causa redução dos níveis circulantes de FSH, que se 

tornam insuficientes para a manutenção do crescimento dos folículos 

subordinados (Ginther et al., 1996). A maioria dos folículos recrutados 

interrompe o seu crescimento durante o declínio das concentrações 

plasmáticas de FSH (Mihm et al., 2003). Esta fase é definida como desvio 

folicular, a partir da qual o folículo dominante continua a crescer, enquanto que 

os folículos subordinados iniciam o processo de atresia (Fortune et al., 1991; 

Ginther et al., 2001). 

Evidências demonstram que os fatores ovarianos parácrinos participam 

da mediação e modulação da ação das gonadotrofinas (Campbell et al.,1999). 

Contudo, os mecanismos na seleção e regressão folicular ainda não estão 

completamente esclarecidos. Trabalhos recentes têm sugerido a participação 

dos FGFs como agentes antiesteroidogênicos e pró regressão folicular (Buratini 

et al., 2007; Machado et al., 2009; Portela et al., 2010). 

O crescimento e a diferenciação do oócito e das células somáticas nos 

folículos ovarianos dependem de uma comunicação bidirecional essencial para 

o desenvolvimento dos dois tipos celulares e são orquestrados de forma 

coordenada e mutuamente dependente (Eppig, 2001). As células da granulosa 

de folículos pré-antrais são diferenciadas em duas distintas populações durante 

a transição para a fase antral: as células do cumulus, que estão diretamente 

associadas ao oócito e as células da granulosa murais, que circundam a 

parede folicular. Apesar da similaridade desses dois tipos celulares, existem 
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diferenças na produção de transcritos e proteínas (Latham et al., 1999). As 

células do cumulus parecem ser especializadas em oferecer suporte nutricional 

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

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

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

para a regulação da função ovariana (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2004; 

McNatty et al., 2004). A competência adquirida durante a foliculogênese 

através dessa comunicação, torna o oócito capaz de completar a meiose, ser 

fecundado, passar pela transição materno-zigótica e prosseguir seu 

desenvolvimento (Coticchio et al., 2004).  

A comunicação entre o oócito e as células do cumulus é proporcionada 

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

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

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

de íons, metabólitos, aminoácidos e pequenas moléculas reguladoras (Albertini 

et al., 2001). Interessantemente, este tipo de comunicação, em murinos, parece 

ser regulado durante o desenvolvimento, uma vez que as TZPs retraem 

quando o folículo atinge o estágio antral, o que se acredita ser, pelo menos em 

parte, um efeito da ação do FSH (Albertini et al., 2001). Já em bovinos, o FSH 

e o LH estimulam a expressão das junções do tipo gap em células da 

granulosa de folículos antrais pequenos e em células da teca de folículos 

antrais grandes, respectivamente, contribuindo para o desenvolvimento e 

manutenção dos folículos ovarianos (Jonhson et al., 2002). 

A comunicação intercelular também ocorre por sinalização parácrina. 

Dentre os vários fatores de crescimento produzidos pelo oócito e células da 

granulosa, o fator de células tronco (SCF; também conhecido como kit-ligante) 

e membros da família dos fatores de crescimento transformantes-β (TGF-β), 

têm recebido a maior parte da atenção (Webb et al., 2003). Sabe-se que os 

membros da família TGF-β, tais como o fator de crescimento e diferenciação 9 

(GDF-9) e a proteína morfogênica óssea 15 (BMP-15), secretados pelo oócito, 

são importantes reguladores de funções celulares como proliferação e 

diferenciação celular, esteroidogênese, apoptose e expansão das células do 

cumulus e melhoram a competência de desenvolvimento do oócito (Eppig, 

2001; Matzuk et al., 2002; Gilchrist et al., 2004; Hussein et al., 2005). A 
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expressão alterada ou nula desses fatores pode causar danos severos sobre à 

função ovariana e à fertilidade (McNatty et al., 2004; Gilchrist et al., 2004). 

Outras moléculas, como os FGFs, também agem sob sinalização parácrina e 

são secretadas pelo oócito (Buratini et al., 2005; Buratini et al., 2007).  

 

2. Fatores de crescimento fibroblástico (FGFs) 

 

Os FGF compõem uma família de 23 membros descritos em mamíferos 

(Itoh & Ornitz, 2004). Tais fatores apresentam padrões de expressão temporais 

e espaciais específicos e estão envolvidos no desenvolvimento embrionário e 

processos fisiológicos como angiogênese, cicatrização e oncogênese (Basílico 

et al., 1992). Além da habilidade de estimular a proliferação de uma grande 

variedade de células, os FGF apresentam potentes atividades neurotróficas e 

angiogênicas. Essas moléculas estão expressas em estágios iniciais e tardios 

do desenvolvimento e também em tecidos adultos, o que indica que elas 

desempenham papel importante como fatores de crescimento e diferenciação 

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

Os eventos celulares mediados pelos FGFs acontecem via ativação dos 

principais receptores, FGFR1 a FGFR4, que localizam-se na membrana 

plasmática e têm atividade intracelular tirosina quinase. Estruturalmente esses 

receptores são caracterizados por uma porção extracelular, um domínio 

transmembrana e um domínio intracelular responsável pela ativação e 

fosforilação de tirosinas, quando estimulados por FGFs. A porção extracelular é 

dividida em três domínios semelhantes à imunoglobulina (domínios Ig-like); D1, 

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

É no domínio D3, que “splicing” alternativo dos genes FGFR1, 2 e 3 gera as 

isoformas funcionais dos tipos b e c (Figura 1; revisado por Eswarakumar et al., 

2005). 

 



 24

 

Figura 1. Estrutura dos FGFRs e “splicing” alternativo no domínio extracelular 

D3 gerando as isoformas b e c dos receptores FGFR1, 2 e 3. (domínio PTK = 

domínio intracelular tirosina quinase; TM = porção transmembrana; Adaptado 

de Eswarakumar et al., 2005). 

 

Os FGFs ligam-se a ectodomínios dos receptores promovendo 

dimerização e ativação do receptor tirosina quinase que por sua vez induz a 

ativação preferencial da via de sinalização SHP2/Ras/ERK (Figura 2). Os 

mecanismos de ação incluem internalização dos complexos ligante-receptor 

levando ao acúmulo de receptor ou ligante no compartimento intracelular. 

Como consequência, ocorre a liberação de FGFs em sítios internos onde 

podem interagir com moléculas alvo para desencadear respostas biológicas 

que incluem crescimento celular, diferenciação e morfogênese (revisado por 

Goldfarb, 2001). Também é sugerido que os receptores podem translocar para 

o núcleo para promover respostas biológicas (Maher, 1996). 
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Figura 2. Via de sinalização dos receptores de FGF. A Cascata intracelular de 

ativação dos receptores de FGF induz a fosforilação (círculos pretos) de 

tirosina do receptor estimulando a proteína ligadora do receptor (Grb2) que por 

sua vez induz o recrutamento outros fatores como o fator de troca de 

nucleotídeo (SOS) e a fosfatase homóloga a Src 2 (SHP2). Esses eventos 

iniciais promovem a ativação da cascata Ras e ERK que levam a mudanças na 

trancrição gênica (Adaptado de Goldfarb, 2001). 

 

2.1. Subfamília FGF8 

 

O FGF17 e o FGF18 pertencem à subfamília do FGF8, conhecida como 

família oncogênica fetal (Nezu, 2005). Membros dessa subfamília apresentam 

semelhantes seqüências de aminoácidos (Hoshikawa et al., 1998; Maruoka et 

al., 1998; Xu et al., 1999), características bioquímicas incluindo afinidade pelos 

mesmos FGFRs (Itoh & Ornitz, 2004) e padrões espaciais de expressão (Xu et 

al., 2000; Maruoka et al., 1998). Assim como o FGF8, o FGF17 e o FGF18 
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ativam preferencialmente os receptores FGFR3c e FGFR4, apresentando ainda 

afinidade moderada pelo FGFR2c (Xu et al., 2000; Ford-Perriss et al., 2001; 

Zhang et al., 2006).  

O FGF8 foi primeiramente descrito como um fator sinalizador crucial 

para o desenvolvimento embrionário e oncogênese (Tanaka et al., 1992; 

Crossley & Martin, 1995) e ativa preferencialmente o FGFR4 e o subtipo ‘c’ do 

FGFR3 (Ornitz et al., 1996). A expressão gênica do FGF8 foi detectada em 

oócitos, células da granulosa e células da teca de folículos antrais bovinos 

(Buratini et al., 2005b). Em relação aos seus receptores, destaca-se a 

expressão do FGFR3c em células da teca e da granulosa, e do FGFR4 

exclusivamente em células da teca de folículos antrais bovinos. A expressão do 

FGFR3c mostrou-se aumentada em células da granulosa de folículos grandes 

e estrogênicos, enquanto que a expressão do FGFR4 mostrou-se maior em 

folículos antrais pequenos, o que sugere que esses receptores mediam ações 

específicas em tipos celulares distintos no controle de fases avançadas ou 

iniciais do desenvolvimento folicular antral (Buratini et al., 2005). 

O FGF17 foi clonado e identificado em humanos a partir do 

seqüenciamento de uma biblioteca de cDNA construída a partir de ovários com 

câncer (Greene et al., 1998) e, posteriormente, detectado por PCR em 

embriões de ratos (Hoshikawa et al., 1998) e camundongos (Xu et al., 1999). 

Tanto a expressão do RNAm quanto da proteína FGF17 foi detectada em 

oócitos, células da granulosa e células da teca de folículos antrais bovinos 

(Machado et al., 2009). Além disso, a expressão do RNAm do FGF17 mostrou-

se aumentada em células da granulosa e da teca de folículos atrésicos em 

relação a folículos saudáveis e transicionais e foi inibida pelo FSH e IGF1 em 

células da granulosa cultivadas (Machado et al., 2009). Curiosamente, a 

expressão do FGF17 mostrou-se maior em oócitos imaturos em comparação 

com maturados in vivo, além de ter se mostrado ausente em oócitos maturados 

in vitro (Machado et al., 2008). A regulação da expressão oocitária do FGF17 

na maturação e sua supressão durante a maturação in vitro, motivam a 

investigação de suas funções na interação oócito-cumulus.  
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3.2. Subfamília FGF9 

 

Os FGFs 9, 16 e 20 foram agrupados na mesma subfamília de FGFs a 

partir de análise filogenética e apresentam cerca de 70% de similaridade em 

suas seqüências de nucleotídeos (Kirikoshi et al., 2000). Esses genes 

apresentam seqüência sinalizadora não clivável, sendo a proteína produzida a 

partir de um peptídeo sinalizador na região n-terminal (Miyamoto et al., 1993; 

Jeffers et al., 2001). Análise por hibridização in situ revelou padrões de 

expressão distintos para os membros dessa subfamília durante o 

desenvolvimento embrionário de ratos (Ohmachi et al., 2000).  

O cDNA do FGF16 foi primeiramente clonado a partir do coração de 

ratos através de PCR baseado na homologia entre outros FGFs (Myiake et al., 

1998). Este gene codifica uma proteína de 207 aminoácidos, com uma região 

de 120 aminoácidos conservada entre os membros da mesma subfamília de 

FGFs (Danilenko et al., 1999). A seqüência de aminoácidos apresenta 73% de 

identidade em relação à seqüência do FGF9 (Miyamoto et al., 1993) e é 

altamente conservada entre humanos, ratos e camundongos (Sontag & Cattini, 

2003). 

O FGF16 é predominantemente expresso no tecido adiposo marrom em 

embriões de ratos, onde desempenha importante ação proliferativa (Myiake et 

al., 1998). Sua atividade mitogênica é mediada pela ligação ao receptor FGFR4 

na membrana plasmática em adipócitos primários (Konishi, 2000). Além disso, 

o FGF16 participa do controle do desenvolvimento do ouvido interno em 

embriões murinos (Wright, 2003). 

Dentre os tecidos adultos estudados em ratos, o RNAm do FGF16 

mostrou-se mais intensamente expresso no coração, embora também tenha 

sido detectado no estômago, intestino delgado, baço, tecido adiposo marrom e 

testículo (Myiake et al., 1998). Em camundongos, o FGF16 induziu proliferação 

hepatocelular e de oligodendrócitos in vitro. Os efeitos sobre a atividade 

proliferativa de oligodendrócitos foram similares mas não idênticos aos do seu 

homólogo, o FGF9, o que foi interpretado como decorrência de ativação 

preferencial do FGFR3c pelo FGF16 nesse tipo celular (Danilenko et al., 1999). 

Já o FGF20 foi isolado a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro de 

rato por PCR de homologia de bases (Ohmachi et al., 2000) e codifica um 
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polipeptídeo com 211 aminoácidos (Kirikoshi, 2000). Mais tarde, o FGF20 foi 

clonado a partir de uma linhagem de células de câncer de cólon e 

caracterizado como um novo oncogene em humanos (Jeffers et al., 2001). O 

RNAm do FGF20 foi expresso exclusivamente no cérebro de rato e aumenta a 

sobrevivência de neurônios dopaminérgicos, sendo considerado um novo fator 

neurotrófico (Ohmachi et al., 2000). Esse fator induz atividade proliferativa em 

fibroblastos e células epiteliais (Jeffers et al., 2001) e parece ter função 

importante no reparo do epitélio intestinal (Jeffers et al., 2002). Sobre sua 

interação com os receptores, o FGF20 parece ser capaz de ativar diversos 

subtipos de FGFRs, mas tem maior afinidade pelo FGFR2c e FGFR3c (Jeffers 

et al., 2001). 

Resultados não publicados de nosso laboratório indicam que o FGF9 

não é transcrito em oócitos, células da teca ou da granulosa de folículos antrais 

bovinos. Contudo, até o presente momento, a literatura não dispõe de dados 

sobre a expressão dos FGF16 e FGF20 no ovário ou em qualquer outro tecido 

reprodutivo.  

 

3. Maturação oocitária 

 

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

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

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

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

controlam a atividade e a diferenciação das células somáticas adjacentes 

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

determinada pela quebra da vesícula germinativa e retomada da meiose. 

Embora na maioria dos oócitos bovinos ocorra maturação nuclear espontânea 

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

são frequentemente adicionadas aos meios de maturação para induzir a 

maturação citoplasmática e expansão das células do cumulus, além de 

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

Izadyar et al., 1998). 

Durante o processo de ovulação as células do cumulus secretam 

hialurona (HA), que se acumula entre as células formando uma matriz 
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gelatinosa, o que constitui o processo conhecido como expansão do cumulus 

(Eppig, 1979; Hess et al., 1999). O sucesso da fertilização está diretamente 

relacionado à composição e capacidade funcional da matriz do cumulus, como 

demonstrado por estudos em animais knockout para os genes COX2, TSG6 e 

PTX3 e também outras abordagens que inibiram a expansão, organização e 

funcionalidade das proteínas da matriz do cumulus (Lim et al., 1997; Davis et 

al., 1999; Fulop et al., 2003; Varani et al., 2002). Dentre as proteínas críticas 

para o processo de expansão da matriz estão a COX2, enzima fundamental 

para a formação de prostaglandinas, bem como genes que codificam os 

componentes da matriz, incluindo a HAS2 (enzima que sintetiza o esqueleto de 

hialurona da matriz) e proteínas de ligação à hialurona, como a TSG6 e a 

PTX3.  

A expansão das células do cumulus e a maturação do oócito são 

induzidas pelo pico pré-ovulatório de LH in vivo (Diaz et al., 2006) e pelo FSH 

em COCs isolados in vitro (Su et al., 2002). Contudo, as ações do LH na 

maturação oocitária parecem ser indiretas, uma vez que o seu receptor (LHR) 

tem expressão restrita no folículo ovariano. Em bovinos, o RNAm do LHR não 

foi detectado em células do cumulus e oócitos, mas mostrou-se presente em 

células da granulosa murais de folículos pré-ovulatórios (van Tol et al., 1996), 

indicando que fatores parácrinos mediadores devem ser liberados por este tipo 

celular em resposta ao LH para promover a expansão das células do cumulus e 

a maturação do oócito (Peng et al., 1991; revisado por Conti, 2006). Dentre os 

fatores parácrinos, destaca-se o fator de crescimento epidermal (EGF), uma 

vez que o mesmo mostrou-se capaz de induzir a expansão das células do 

cumulus, acelerar a retomada da meiose in vitro e melhorar a maturação 

citoplasmática oocitária (Dekel & Sherizly, 1985; Downs et al., 1988; Prochazka 

et al., 2000). Posteriormente, outros estudos demonstraram efeito positivo do 

EGF na maturação in vitro de COCs em ratos (Downs, 1989; Harper & Bracket, 

1993; Lonergan et al., 1996; Lorenzo et al., 1996), camundongos (Das et al., 

1992) e bovinos (Kobayashi et al., 1994; Lorenzo et al., 1994; Lonergan et al., 

1996; Rieger et al., 1998). Sakaguchi et al. (2000) observaram aceleração da 

retomada da meiose em COCs bovinos cultivados na presença de EGF, o que 

não ocorreu em oócitos desnudos, sugerindo que o EGF também participa do 



 30

controle da maturação nuclear de forma indireta via células do cumulus 

(Lonergan et al., 1996). 

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

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

(LHR), em células do cumulus e da granulosa de folículos de pequeno a médio 

tamanho, os quais são utilizados na produção in vitro de embriões (van Tol et 

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

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

expansão das células do cumulus, a fertilização e o desenvolvimento 

embrionário inicial (Calder et al., 2003). Curiosamente, o FSH estimula a 

expansão do cumulus bovinos e suínos na ausência de oócitos, em contraste 

com dados observados em murinos, demonstrando que mecanismos de 

sinalização distintos são requeridos para a expansão das células do cumulus 

entre as diferentes espécies de mamíferos (Ralph et al., 1995). 

Contudo, pouco se conhece sobre os mecanismos que controlam a 

maturação oocitária de bovinos. Sabe-se que a comunicação entre o oócito e 

as células do cumulus é fundamental para esse processo e que fatores 

liberados pelos oócitos melhoram a expansão das células do cumulus, a 

maturação e a competência de desenvolvimento do oócito (revisado por 

Gilchrist et al., 2008). Portanto, conhecer os fatores secretados pelo oócito que 

influenciam nos processos acima descritos é fundamental para melhorar os 

resultados das técnicas de produção in vitro de embriões. 

 

3.1. Família dos fatores de crescimento semelhante ao fator de 

crescimento epidermal (EGF-like) 

 

O fator de crescimento epidermal (EGF) é membro de um grupo de 

proteínas que inclui o fator de crescimento transformante α (TGF-α), a 

ampiregulina (AREG), a epiregulina (EREG) e a betacelulina (BTC; Prigent & 

Lemoine, 1992). Membros dessa família possuem um motif caracterizado por 

seis resíduos de cisteína que formam três alças intramoleculares ligadas a 

bissulfeto e conferem afinidade de ligação ao receptor (EGFR). Os peptídeos 

EGF-like são sintetizados como precursores transmembrana que podem ser 

liberados como peptídeos maduros solúveis por clivagem proteolítica de 
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ectodomínios na superfície da membrana (Massague & Pandiella, 1993). Em 

particular, membros da família de proteases ADAM são os principais 

reguladores da liberação dos fatores EGF-like da superfície celular (Sahin et 

al., 2004; Sunnaborg et al., 2002). A sinalização do EGFR (receptor do tipo 

tirosina quinase) pode ocorrer indiretamente por transativação de receptores 

acoplados à proteína G (GPCR), que estimulam sinais intracelulares 

indefinidos. Esses sinais ativam metaloproteinases (MMPs) específicas que 

levam a clivagem proteolítica e liberação de peptídeos EGF-like na superfície 

da célula. Os fatores de crescimento liberados ativam o EGFR resultando na 

ativação da cascata ERK/MAPK. (Figura 3; revisado por Hsieh & Conti, 2005). 

 

 

 

Figura 3. Modelo de transativação do EGFR. Após a estimulação de 

receptores acoplados a proteína G (GPCR), (a) sinais intracelulares indefinidos 

ativam metaloproteinases específicas ligadas a membrana, levando a (b) 

clivagem proteolítica do ectodomínio dos ligantes EGF-like na superfície da 

célula. Os fatores de crescimento liberados ativam o EGFR e posteriormente, 

(c) a cascata da ERK/MAPK. Este mecanismo é conhecido como "triple-
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membrane passing signaling", pois o sinal atravessa a membrana três vezes 

(revisado por Hsieh & Conti, 2005). 

Recentemente, membros da família dos EGF-like têm sido incluídos na 

cascata de eventos desencadeada pelo LH in vivo. No modelo demonstrado 

em roedores, o LH ativa seus receptores (LHR) em células da granulosa de 

folículos pré-ovulatórios, levando à estimulação da cascata de sinalização 

dependente de cAMP e à expressão de mRNAs que codificam os fatores EGF-

like AREG, EREG E BTC. O LH também induz o processamento das pró-

proteínas desses fatores de crescimento pela ação das desintegrinas e 

metaloproteinases (ADAMs), que em seguida liberam os peptídeos maduros da 

superfície celular. Os fatores de crescimento solúveis exercem efeitos 

autócrinos/parácrinos através da ativação do EGFR, seguida da ativação de 

ERK/MAPK em células da granulosa e do cumulus. Como consequência ocorre 

a retomada da meiose nos oócitos e expansão das células do cumulus, 

eventos cruciais para o processo ovulatório. A capacidade dos EGF-like em 

induzir a expansão do cumulus decorre da ativação da transcrição de genes 

essenciais a esse processo como a cicloxigenase 2 (COX-2), a hialurona 

sintase 2 (HAS2), a pentraxina 3 (PTX3) e a proteína indutora do fator de 

necrose tumoral alfa (TSG6; Diaz et al., 2006). 

Em cultivo, esses fatores de crescimento mimetizam os eventos 

morfológicos e bioquímicos desencadeados pelo LH, incluindo a expansão do 

cumulus e a maturação do oócito, o que demonstra sua participação como 

mediadores parácrinos que propagam o sinal do LH pelo folículo ovariano (Park 

et al., 2004). Porém, pouco se conhece sobre as moléculas reguladoras dos 

fatores EGF-like e é provável que tal conhecimento direcione uma reavaliação 

da formulação de meios utilizados na MIV tendo em vista os efeitos benéficos 

bem estabelecidos de EGF na aquisição de competência do oócito e de 

desenvolvimento do embrião (Kobayashi et al., 1994; Lorenzo et al., 1994; 

Lonergan et al., 1996; Rieger et al., 1998). 

A interação entre os sistemas EGF e FGF nos mecanismos reguladores da 

expansão das células do cumulus ainda não foi investigada e constitui alvo de 

hipóteses propostas neste trabalho. 
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RESUMO 

Os RNAm que codificam os receptores dos fatores de crescimento fibroblástico 

2c e 3 c (FGFR2c e FGFR3c) foram detectados em folículos antrais bovinos. 

Com o objetivo de identificar FGFs que poderiam regular a foliculogênese por 

meio desses receptores, investigou-se os padrões de expressão do FGF16 e 

FGF20 em folículos antrais bovinos e sua regulação pelo FSH e IGF1. Além 

disso, os padrões de expressão dos RNAm do FGF16, FGF20, FGFR2c e 

FGFR3c foram avaliados em oócitos e células do cumulus durante a maturação 

in vitro. A abundância de RNAm de FGF16 e FGF20 foi significativamente 

maior em células da granulosa e da teca de folículos atrésicos comparados a 

folículos saudáveis ou transicionais. O tratamento com FSH diminuiu a 

abundância de RNAm para FGF16 e FGF20 e o IGF1 inibiu o FGF16 em 

células da granulosa cultivadas in vitro. Ao longo da maturação a expressão do 

FGF16 e do FGF20 foi estável no oócito, enauqnto que a expressão dos 

receptores FGFR2c e FGFR3c foi estimulada nas células do cumulus pelo 

FSH. A proteína FGF16 foi localizada no oócito, células do cumulus e da teca e 

o FGF20 em oócitos, células do cumulus, da granulosa e da teca. Em 

conclusão, os padrões de expressão de FGF16 e FGF20 sugerem um papel 

fisiológico na diferenciação das células do cumulus e no controle da atresia 

folicular. 

PLAVRAS-CHAVE: FGF16, FGF20, folículo ovariano, cumulus, oócito, bovino. 

 

ABSTRACT 

Messenger RNA encoding fibroblast growth factors receptors 2c and 3c 

(FGFR2c and FGFR3c) have been detected in bovine antral follicles. In order to 

identify FGFs that could regulate folliculogenesis through these receptors, we 

investigated the expression patterns of FGF16 and FGF20 in bovine antral 

follicles and their regulation by FSH and IGF1 in cultured granulosa cells. In 

addition, FGF16, FGF20, FGFR2c and FGFR3c mRNA expression was 

assessed in oocytes and cumulus cells during in vitro maturation. Messenger 

RNA abundance of FGF16 and FGF20 was higher in granulosa and theca cells 
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from atretic follicles compared with healthy or transitional follicles. Treatment 

with FSH decreased mRNA abundance for FGF16 and FGF20 and IGF1 

inhibited FGF16 in cultured granulosa cells. During in vitro maturation, mRNA 

expression of FGF16 and FGF20 was stable in the oocyte, while FGFR2c and 

FGFR3c were stimulated in cumulus cells by FSH. FGF16 protein was localized 

to the oocyte, cumulus and theca cells, and FGF20 was detected in the oocyte, 

cumulus, granulosa and theca cells. In conclusion, the expression patterns 

suggest a role for FGF16 and FGF20 in the regulation of cumulus cells 

differentiation and follicle atresia. 

KEYWORDS: FGF16, FGF20, ovarian follicle, cumulus-oocyte maturation, 

bovine. 

 

INTRODUÇÃO 

Fatores de crescimento fibroblástico (FGF) produzidos localmente no 

ovário têm sido relatados como reguladores do desenvolvimento folicular e da 

maturação de complexos cumulus-oócitos (Berisha et al., 2004; Buratini et al., 

2005; Buratini et al., 2007; Machado et al., 2009; Portela et al., 2010; Sugiura et 

al., 2008; Zhang et al., 2010; Caixeta et al., 2011). Em mamíferos, os FGFs 

constituem uma família composta por 22 membros agrupados em sete 

subfamílias com diferentes afinidades pelos cinco receptores (FGFR) 

identificados (Zhang et al, 2006; Sleeman et al, 2001). Os genes FGFR1, 

FGFR2 e FGFR3 geram por splicing alternativo gerando as isoformas 

funcionais "b" e "c", que ligam-se a diferentes FGFs com afinidade variável e 

exibem padrões específicos de expressão nos tecidos (Cheon et al, 1994;. 

Mason, 1994; Powers et al . 2000). Os FGFR1, 2 e 3 são expressos em ovários 

de roedores, humanos, suínos e bovinos (Asakai et al., 1994; Drummond et al., 

2007; Valve et al., 2000; Ben-Haroush et al., 2005; Schams et al., 2009; 

Berisha et al., 2004; Parrot & Skinner, 1998 e Buratini et al., 2005). No ovário 

bovino, a expressão gênica de FGFR2c e FGFR3c foi observada em células da 

granulosa e da teca (Berisha et al., 2004; Buratini et al., 2005). A abundância 

de RNAm para o FGFR3c aumentou significativamente em células da 

granulosa com a concentração de estradiol no fluído folicular e com o 



 36

tratamento com FSH em cultivo (Buratini et al., 2005). Em contraste, a 

expressão do FGFR2c não foi alterada durante o crescimento folicular final 

(Berisha et al., 2004). 

A subfamília do FGF8 (FGF8, FGF17 e FGF18) é capaz de ativar 

eficientemente as isoformas 'c' de FGFR2 e 3 (Ornitz et al., 1996; Zhang el al., 

2006). No ovário de ratos adultos, a expressão de FGF8 foi restrita ao oócito 

(Valve et al., 1997). Já em bovinos, o RNAm do FGF8 foi detectado não só em 

oócitos mas também em células somáticas foliculares (Buratini et al., 2005). 

Além disso, o FGF8 em cooperação com a BMP15, estimulou a glicólise nas 

células do cumulus (Sugiura et al., 2007). Em camundongos, o FGF18 

mostrou-se mais expresso que o FGF17 no oócito (Zhong et al., 2006), 

sugerindo o envolvimento do FGF18 derivado do oócito, na regulação de 

funções das células da granulosa e do cumulus. No ovário bovino, o FGF17 foi 

detectado principalmente no oócito (Machado et al., 2009), enquanto que o 

mRNA do FGF18 mostrou-se predominantemente expresso em células da teca 

e ausente em oócitos (Portela et al., 2010). Ambos FGF17 e FGF18 inibiram a 

esteroidogênese nas células da granulosa e foram sugeridos como fatores 

reguladores da atresia folicular (Machado et al., 2009; Portela et al., 2010). 

Os membros da família do FGF9 compartilham com membros da família 

do FGF8 a capacidade de ativar os receptores FGFR3c e 2c (Zhang et al., 

2006;. Itoh & Ornitz 2004). O FGF9 é altamente expresso no ovário de ratos e 

estimula a produção de progesterona em células da granulosa cultivadas na 

presença de FSH (Drummond et al., 2007). O RNA mensageiro para FGF9 

também foi detectado no oócito de ratos em um estudo de microarranjo 

(Beverdam & Koopman, 2006) e parece desempenhar papel importante na 

determinação do sexo masculino e no desenvolvimento das gônadas (Bowles 

et al., 2010; Chi et al., 2006). Contudo, até o momento, nenhum outro membro 

da subfamília do FGF9 foi identificado no ovário. Portanto, o objetivo do 

presente estudo foi caracterizar os padrões de expressão do FGF16 e do 

FGF20 durante o desenvolvimento folicular e maturação de COCs bovinos. 

Especificamente, objetivou-se localizar os RNAm e as proteínas nos diferentes 

tipos de células foliculares, avaliar se a expressão é regulada durante o 

desenvolvimento folicular antral em diferentes classes foliculares, determinar se 

a expressão está sob o controle de FSH e IGF1, e, finalmente, avaliar a 
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expressão desses FGFs e seus receptores (FGFR2c e 3c) nos COCs durante a 

maturação in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Obtenção das amostras 

 

1.1. Células da teca e células da granulosa 

 

Ovários bovinos foram colhidos em matadouro e transportados em 

solução fisiológica gelada (cerca de 5o C) até o laboratório, onde folículos 

antrais com diâmetros iguais ou superiores a 5 mm foram dissecados. O fluido 

folicular foi recuperado e mantido a -80oC até a determinação das 

concentrações de estradiol e progesterona por radioimunoensaio. Amostras de 

RNA total de células da granulosa e da teca foram recuperadas separadamente 

de folículos antrais individualizados. As células da granulosa foram isoladas por 

lavagem da cavidade folicular mediante aspirações e ejeções sucessivas de 

solução fisiológica estéril utilizando uma seringa de 1 mL. Em seguida, a 

solução contendo as células foi centrifugada a fim de formar um “pellet” de 

células da granulosa. A camada de células da teca foi destacada da face 

interna da parede folicular com o auxílio de pinças oftálmicas e lavada em 

solução fisiológica estéril a fim de eliminar possíveis células da granulosa 

remanescentes. O “pellet” resultante de células da granulosa e a camada de 

células da teca foram imersos separadamente em 1 ml de solução Trizol, 

triturados em homogenizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-25) e o RNA 

total foi extraído utilizando-se o protocolo Trizol® (Invitrogen). A concentração 

do RNA total recuperado foi mensurada por espectrofotometria (NanoDrop®; 

Thermo Scientific). 

Para avaliar a regulação da expressão gênica ao longo do 

desenvolvimento, os folículos foram classificados de acordo com a razão entre 

as concentrações de estradiol e progesterona (E2:P4) no fluido folicular como 

saudáveis (E2:P4>1; n=15), transicionais (E2:P4>0,01<1; n=14) e altamente 

atrésicos (E2:P4<0,01; n=14; Grimes & Ireland, 1986). As médias das 
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concentrações de esteróides no fluido folicular e o diâmetro dos folículos para 

cada classe estão representados na Tabela 1.  

Adicionalmente, a expressão de mRNA da aromatase P450 (CYP19A1) 

foi analisada nas células da granulosa para uma melhor caracterização da 

classe folicular (Figura 4). Contaminação cruzada entre as células da teca e da 

granulosa foi testada pela detecção do RNAm da CYP19A1 e da 17 α-

hidroxilase (CYP17A1) por PCR como descrito anteriormente (Buratini et al. 

2005). A detecção de CYP19A1 em amostras de células da teca ou de 

CYP17A1 em amostras de células da granulosa indicava contaminação cruzada 

e que tais amostras foram descartadas. 

Tabela 1. Média (±EPM) da concentração de esteróides no fluido folicular e 

diâmetro de folículos classificados como saudáveis, transicionais e atrésicos 

baseado nas razões de E2:P4. 

 
Saudável 

(n=15) 

Transicional 

(n=14) 

Atrésico 

(n=14) 

Estradiol (ng/ml) 185±76a 15±3b 0±10c 

Progesterona (ng/ml) 41±7a 54±17a 109±28b 

Diâmetro (mm) 9±0,2 9,6±0,5 9,6±0,6 

Variação do diâmetro (mm) 8-11 7,5-15 5-14 

Médias com diferentes superescritos indicam diferença significativa (p<0,05). 
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Figura 1. A expressão do RNAm da CYP19A1 varia em células da granulosa 

classificadas como saudáveis, transicionais ou atrésicas, baseado nas razões 

E2:P4 do fluido folicular. Dados são apresentados na forma de média (±EPM). 

Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05). 

 

1.2. Cultivo de células da granulosa 

 

A regulação da expressão gênica do FGF16 e do FGF20 pelo FSH e 

IGF-1 foi investigada em amostras de células da granulosa produzidas no 

laboratório do colaborador Prof. Dr. Christopher A. Price da Universidade de 

Montreal. Quando não especifcado, os reagentes foram obtidos da Invitrogen. 

Os cultivos foram realizados conforme descrito anteriormente (Gutiérrez et al. 

1997), com modificações (Manuel Silva & Price, 2000). Folículos saudáveis ≤ 5 

mm de diâmetro foram dissecados a partir de ovários de vacas adultas obtidos 

em um matadouro local e transportados para o laboratório em PBS a 35 ºC 

contendo penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). As células da 

granulosa foram recuperadas por “flushing”, lavadas duas vezes por 

centrifugação durante 20 minutos cada, e suspensas em meio DMEN/F12 

(Gibco) com Hepes (20nM), bicarbonato de sódio (10nM), selenito de sódio (4 

ng/ml), BSA (0.1%; Sigma-Aldrich), penicillina (100 IU/ml), estreptomicina (100 

µg/ml), transferrina (2,5 µg/ml), aminoácidos não-essenciais (1.1 mM), 

androstenediona (10-7 M –no início da cultura e 10-6 M a cada passagem) e 
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insulina (10 ng/ml). Para avaliar a regulação da expressão do genes alvo, as 

células foram estimuladas com doses crescentes de FSH (AFP-5332B, NIDDK, 

Bethesda, EUA; 0, 0,1 e 1 ng / ml) ou análogo de IGF1 (LR3; Sigma-Aldrich; 

Oakville, Canadá; 0, 10 e 100 ng / ml) a partir do segundo dia de cultivo. O 

cultivo foi realizado a 37°C em 5% CO2 por 6 dias, com troca de 70% do meio 

a cada 2 dias. Ao final do período de cultivo, as células foram centrifugadas e 

ao pellet obtido foi adicionado 1ml de Trizol® (Invitrogen). Posteriormente, as 

células foram trituradas em homogenizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-

25) e armazenadas em freezer -80ºC até a extração de RNA. Os dados foram 

obtidos a partir de três cultivos independentes realizados em momentos 

diferentes. 

 

1.3. Maturação in vitro (MIV) de complexos cumulus-oócito (COC) 

 

Ovários da vaca adultas foram obtidos em um matadouro local e 

transportadas para o laboratório em solução salina a 37 °C. COCs (grau 1 e 2) 

foram aspirados de folículos com 2-8 mm de diâmetro e selecionados no 

estereomicroscópio. Grupos de 20-25 COCs foram lavados e agrupados em 

gotas de 100 µL de meio bicarbonato TCM199 com sais de Earle e glutamina 

(Gibco), suplementado com piruvato (22 µg/mL), amicacina; 75 µg/mL, na 

presença ou ausência de FSH (10 ng/ml; pFSH, Folltropin-V®; Bioniche). As 

gotas foram cobertas com óleo mineral e incubadas em ambiente umidificado a 

38,5 °C e 5% de CO2. Oócitos e células cumulus de COCs imaturos ou após 4, 

8, 12, 16 e 22 horas de cultivo, foram isolados mecanicamente por repetidas 

pipetagens em gotas de 100 µL de PBS. Os oócitos foram recuperados quando 

não eram mais observadas células do cumulus ao estereomicroscópio. As 

células do cumulus foram centrifugadas por 2 minutos para formar um “pellet”. 

O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 350 mL do tampão de lise 

do kit de extração de RNA. As amostras foram estocadas a -80 °C até a 

extração do RNA. O RNA total de oócitos provenientes dos cultivos com FSH e 

das células cumulus provenientes dos cultivos com e sem FSH foi extraído 

utilizando o kit RNeasy (Qiagen). Foram realizadas quatro repetições por 

tratamento. 
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2. Extração de RNA e reação de transcrição reversa (RT) 

 

A extração de RNA de células da teca e células da granulosa foi 

realizada segundo o protocolo Trizol® (Invitrogen). Ao final da extração, as 

amostras de RNA total foram solubilizadas em 10 µl de água destilada e 

autoclavada. O RNAm de oócitos e células do cumulus foi extraído utilizando o 

kit RNeasy® (Qiagen). As concentrações das amostras de RNA total foram 

mensuradas por espectrofotometria NanoDrop® (Thermo Scientific). A fim de 

evitar que uma eventual contaminação com DNA genômico interferisse nos 

resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes 

de serem submetidas ao RT-PCR. Conforme as instruções do protocolo DNAse 

I – Amplification Grade® (Invitrogen), o volume da solução foi calculado a fim 

de conter 1µg e 100ng de RNA total para células da teca/granulosa e células 

do cumulus, respectivamente. A este volume, foi adicionado 1µl de tampão 

DNAse, 1µl de DNAse I (1unidade/µl) e água “RNAse free” suficiente para 

completar 10µl. Essa solução permaneceu à temperatura ambiente durante 15 

minutos e, em seguida, foi acrescida de 1µl de EDTA (25mM) e incubada a 

65°C por 10 minutos para inativação da enzima. Após esse procedimento, as 

amostras foram transferidas para o gelo e imediatamente submetidas à reação 

de transcrição reversa (RT). 

As amostras de células da teca/granulosa e células do cumulus foram 

reversamente transcritas pelas enzimas SuperScript III® (1µL; Invitrogen) ou 

Omniscript® (0,2 µL; Qiagen), utilizando oligo -d(T). O protocolo iniciou-se pela 

adição em tubo estéril de 8µl da solução de RNA total tratada com DNAse, 1µl 

de oligonucleotídeo iniciador Oligo dt (500µg/ml), 1µl de dNTP Mix (10nM) e 3 

ul de água estéril. Essa solução foi incubada à 65° C por 5 minutos e, em 

seguida, sofreu uma segunda incubação em gelo por 1,5 minuto. Após essas 

etapas, foi adicionado à solução 4µl de tampão “First Strand” 5X, 1µl de DTT 

(0,1M) e 1µl de “RNAse OUT Inhibitor” (40unidades/µl). Na seqüência, foi 

acrescido 1µl (200 U) de transcriptase reversa e iniciou-se a incubação, 

primeiramente a 50° C por 50 minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, 

finalmente, em gelo por 2 minutos. As amostras de cDNA produzidas ao final 

da RT foram mantidas em gelo para utilização imediata na PCR ou 

armazenadas (-20° C). 
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O RNA total proveniente de “pools” de vinte oócitos foi incubado com 

DNAse I (0,2U/amostra; Invitrogen®). Como a quantidade de RNA obtida dos 

oócitos foi muito baixa para ser precisamente quantificada por 

espectrofotometria, utilizou-se o volume máximo de RNA no protocolo de 

transcrição reversa (SensiScript®; Qiagen). 

 

3. Investigação da expressão gênica por PCR em tempo real 

 

A expressão dos genes alvo foi investigada por ensaio de PCR em 

tempo real utilizando o sistema de detecção Power SybrGreen® (Applied 

Biosystems) no equipamento ABI Prism 7500 Sequence Detection System® 

(Applied Biosystem). Os primers utilizados foram delineados a partir de 

seqüências bovinas disponíveis no banco de dados GenBank. As seqüências 

dos primers, tamanhos dos fragmentos amplificados, temperatura de 

anelamento e concentrações para cada par de primers utilizado nos 

experimentos são apresentados na Tabela 2. A PCR foi otimizada a fim de 

obter máxima eficiência de amplificação para cada gene. A expressão dos 

genes alvo foi realizada a partir de 0.5-1.0 µl de cDNA em reações com volume 

final de 25 µl, corridas em duplicata. A especificidade de cada produto da PCR 

foi determinada pela análise da curva de dissociação e confirmada pelo 

tamanho do fragmento na eletroforese em gel de agarose 1.5%. Controles 

negativos (água em substituição ao cDNA) foram corridos em cada placa. 

 

3.1. Análise dos dados de PCR em tempo real 

 

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

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

equação descrita por Pfaffl (Pfaffl, 2001). Os genes GAPDH, Ciclofilina (PPIA) 

e Histona (H2AFZ) foram testados pelo programa geNorm® (Microsoft; 

Ramakers et al., 2003) para seleção do gene de referência mais estável para 

cada tipo celular analisado. A CYC-A foi escolhida como gene de referência 

para células da granulosa, células da teca e oócitos e o gene de referência 

mais estável para células da granulosa cultivadas foi a H2A. Os valores médios 

de eficiência para cada gene foram calculados pelo perfil de amplificação de 
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amostras individualmente pelo programa LinRegPCR. Para cada primer, a linha 

de “threshold” foi fixada no ponto médio da janela de linearidade, determinada 

pelos valores mínimos e máximos de fluorescência. 

 

Tabela 2. Sequência dos primers, tamanho dos fragmentos, temperatura de 

anelamento e concentrações para cada oligonucleotídeo utilizado na RT-qPCR. 

Genes Sequência 
Tamanho do 

fragmento (pb) 

Temperatura 

de anelamento 

(°C) 

Concentração 

(nM) 

GAPDH 

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

A 5’ ccc tcc acg atg cca aag t 3’ 
119 62 150 

PPIA 

S 5’ gcc atg gag cgc ttt gg 3’ 

A 5’ cca cag tca gca atg gtg atc t 3’ 
65 60 300 

H2AFZ 

S 5’ gag gag ctg aac aag ctg ttg 3’ 

A 5’ ttg tgg tgg ctc tca gtc ttc 3’ 
74 60 300 

CYP19A1 

S 5’ tga cca gat cca aac cag aca cca 3’ 

A 5’ atg agg ttg cta aga gtc ggc 3’ 
182 62 400 

FGF16 

S 5’ act ggt aca aca cct atg cct cca 3’ 

A 5’ agc cgt ctt tat tca ggg cca cat 3’ 
84 61 300 

FGF20 

S 5’ tag ttt cct tgg gta cac ggc tca 3’ 

A 5’ agg ctg aat tcc cag gat cac agt 3’ 
84 60 400 

FGFR2c 

S 5’ cac cac gga caa aga aat tg 3’ 

A 5’atg cag agt gaa agg ata tcc 3’ 
84 60 300 

FGFR3c 

S 5’ act ggt aca aca cct atg cct cca 3’ 

A 5’ tct gga cat ggt ggg caa ctt aga 3’ 
84 59 300 

S = primer sense; A = primer antisense; pb = pares de base 
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4. Imunohistoquímica 

 

Para a localização das proteínas FGF-16 e FGF20 em folículos antrais, 

ovários bovinos foram obtidos em abatedouro, seccionados e fixados em 

paraformaldeído. O tecido fixado foi mergulhado em parafina e cortes de 4 µm 

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

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

A recuperação antigênica foi realizada por incubação dos cortes em solução 

0.5 M Tris-EDTA pH 9.0 na panela Pascal® (Dako Cytomation) por 20 minutos. 

A peroxidase endógena foi bloqueada por incubação em solução 95% metanol 

e 5% peróxido de hidrogênio por 20 min, seguida de lavagens em água 

destilada e solução Tris 0.5 M pH 7.4. O anticorpo policlonal anti-FGF16 (SC-

22917; Santa Cruz Biotechnology) foi biotinilado com o kit EZ-Link 

biotinylation® (Pierce Biotechnology) e incubado no tecido a 8 ug/mL por 18 

horas a 4°C, seguido de lavagem e incubação com avidina-peroxidase do kit 

Vecstain ABC® (Vector Laboratories) por 30 minutos. Para o FGF20, cortes de 

ovários foram incubados com o anticorpo policlonal anti-FGF20 (SC-16834; 

Santa Cruz Biotechnology) a 2 ug/mL por 18 horas a 4 °C. As lâminas foram 

lavadas e incubadas com o anticorpo secundário anticabra por 30 minutos, 

seguido de estreptoavidina-peroxidase do kit LSAB system-HRP® (Dako 

Cytomation). Controles negativos foram realizados através de incubação do 

anticorpo com quatro vezes o volume do peptídeo bloqueador específico para 

FGF-16 (SC-22917P, Santa Cruz) e FGF20 (SC-16834P; Santa Cruz). A 

imunomarcação foi detectada com DAB líquido (diamino benzeno; Dako 

Cytomation®) e as lâminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris. 

 

5. Radioimunoensaio 

 

As concentrações de esteróides foram mensuradas no fluido folicular 

utilizando kits para estradiol (DSL-39100) e progesterona (DSL-3400; 

Diagnostics Systems Laboratories). As curvas padrão foram preparadas a partir 

de estradiol e progesterona liofilizados (Sigma-Aldrich) em PBSgelatina (0,02M 

de fosfato de sódio; 0,15M de cloreto de sódio; 0,1% de gelatina; 0,01% de 

azida sódica; pH=7,5). O intervalo das concentrações de estradiol utilizadas na 
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curva padrão foi de 0,031-250 µg/100ul. Na dosagem de estradiol, os 

coeficientes de variação intra e inter-ensaio foram 5,17% e 11,3%, 

respectivamente. O limite de detecção para o E2 foi 0,1 ng/ml, e a diluição 

utilizada foi 1:500 de fluido folicular em PBS. O intervalo das concentrações de 

progesterona utilizados na curva padrão foi 3,9-100 pg/25ul. A dosagem de 

progesterona apresentou coeficiente de variação intra e inter-ensaio de 2,5% e 

8,7%, respectivamente. O limite de detecção foi de 1,56 ng/ml e a diluição 

utilizada foi 1:10 de fluido folicular em PBS. 

 

6. Análise Estatística 

 

Foi realizado o teste de normalidade dos dados e homogeneidade de 

variâncias entre grupos, com transformação para logarítimos se necessário 

para realização de análise paramétrica. Análise de variância (ANOVA) foi 

utilizada para testar os efeitos  

(1) da classe folicular sobre a expressão do FGF16 e FGF20 em células 

da granulosa e da teca,  

(2) do tratamento com ou FSH e IGF1 sobre a expressão de FGF16 e 

FGF20, no cultivo de células da granulosa; 

(3) do tempo de cultivo sobre a expressão dos FGF16, FGF20, FGFR2c 

e FGFR3c nas células do cumulus durante a MIV. 

Havendo efeito, as médias foram comparadas pelos testes de Tukey. As 

análises foram realizadas no programa JMP® (SAS Institute), os dados são 

apresentados como média ±EPM e foram consideradas significativas 

diferenças de p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

Utilizando-se como base para uma análise descritiva os valores de Ct, 

que equivale ao ciclo de PCR em que a amostra atinge o nível de quantificação 

na fase exponencial da amplificação (Bustin et al., 2009), constatou-se que os 

mRNA de FGF16 e FGF20 são predominantemente expressos em “pools” 

oócitos imaturos e em níveis menores nas células da granulosa e da teca 

(Tabela 3). 

Tabela 3. Média dos valores de Ct para genes de referência e alvo nos 

diferentes tipos celulares do folículo ovariano. 

Média de valores de Ct 
Tipo celular 

FGF16 FGF20 PPIA 

Oócito imaturo 31,39 36,15 23,06 

Células da granulosa  36,21 38,61 20,14 

Células da teca 37,36 38,94 20,65 

 

Uma análise mais detalhada em células da granulosa e da teca 

provenientes de folículos saudáveis, transicionais e atrésicos demonstrou que a 

abundância relativa de mRNA foi significativamente maior em folículos 

atrésicos comparado com folículos saudáveis ou transicionais, para ambos 

tipos celulares (Figura 2). 
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Figura 2. Abundância relativa de mRNA de FGF16 e FGF20 medida por RT-

qPCR em células da teca e da granulosa de folículos classificados como 

saudáveis (n=15), transicionais (n=14) ou atrésicos (n = 15). Os dados são 

apresentados como média (±EPM), letras diferentes representam diferença 

significativa (p<0,05). 

 

A imunohistoquímica confirmou a presença das proteínas FGF16 e 

FGF20 em folículos ovarianos bovinos (Figura 3 e 4). O FGF16 foi observado 

em oócitos e células da teca de folículos antrais (Fig 3A). Observou-se 

marcação mais evidente para folículos atrésicos em relação a folículos 

saudáveis no mesmo corte histológico (Fig 3C). A proteína não foi detectada 

em vasos sanguíneos (Fig 3D; seta) e fraca marcação foi observada no 

citoplasma de oócitos de folículos pré-antrais (3E; setas). 
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Figura 3. Imunodetecção do FGF16 em ovários bovinos. O FGF16 foi 

localizado em (A) oócitos e células da teca de folículos antrais, (C) folículo 

atrésico e saudável no mesmo corte histológico, (D) folículo atrésico, (D; seta) 

vaso sanguíneo (E; seta) citoplasma de folículos pré-antrais, (B) e (F) controles 

negativos. Abreviaturas: OO - oócito, CC - células do cumulus, CG – células da 

granulosa, CT – células da teca, EO – estroma ovariano, FS – folículo saudável 

e FA – folículo atrésico.  

O FGF20 foi detectado no citoplasma de oócitos pré-antrais (Fig 4C; 

setas) e em oócitos e células cumulus de folículos antrais (Fig 4A). Folículos 

atrésicos, com apenas algumas camadas de células da granulosa e núcleos 
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picnóticos foram positivos para FGF20 (Figura 4E). A marcação também foi 

detectada em níveis de fundo em células da teca e vasos sanguíneos (Figura 

4E; setas). Não foi observada marcação quando o anticorpo para FGF20 foi 

incubado com o peptídeo bloqueador (Figura 4B, 4D, 4F). 

 

Figura 4. Imunodetecção de FGF20 em ovários bovinos. O FGF20 foi 

localizado em (A) oócitos e células do cumulus de folículos antrais, (C; setas) 

citoplasma de oócitos pré-antrais (E) folículo atrésico, (E; seta) vaso sanguíneo, 

(B), (D) e (F) controles negativos. Abreviaturas: OO - oócito, CC - células do 
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cumulus, CG – células da granulosa, CT – células da teca, CN – controle 

negativo. 

O tratamento com FSH inibiu a expressão de FGF16 e FGF20 na dose 

de 1 ng/mL (Figura 5A; 5B). Enquanto que o IGF1 reduziu a abundância de 

mRNA de FGF16 a partir da dose de 10 ng/mL (Figura 5C), sem contudo alterar 

os níveis de RNAm do FGF20. 

 

 
 

Figura 5. Efeitos do FSH (A e B) e IGF1 (C e D) na abundância do mRNA do 

FGF16 e do FGF20 em células da granulosa cultivadas. Os dados são 

apresentados como média (±EPM). Letras diferentes indicam diferença 

significativa (p<0,05). 

 

A expressão dos RNAm do FGF16 e do FGF20 em oócitos não varia 

durante a MIV (Figura 6). 
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Figura 6. Abundância relativa de mRNA para FGF16 e FGF20 (média ±EPM) 

em oócitos durante a maturação de COCs in vitro. “Pools” de 20 oócitos foram 

recuperados imaturos (0 horas) ou após 4, 8, 12, 16 e 22 horas de maturação 

na presença de FSH (n = 4 repetições por tratamento). 

 

A expressão do RNAm dos receptores FGFR2c e FGFR3c foi estimulada 

pelo FSH durante a MIV (Figura 7). 
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Figura 7. Abundância relativa de mRNA para FGFR2c e FGFR3c (média 

±EPM) em células do cumulus durante a maturação de COCs in vitro. Células 

do cumulus proveniente de 20 COCs foram cultivadas e recuperadas imaturas 

(0 horas) ou após 4, 8, 12, 16 e 22 horas de maturação, na presença de FSH 

ou ausência de FSH (n = 4 repetições por tratamento). Letras diferentes 

indicam diferença significativa em relação ao tempo de maturação e asteriscos 

representam o efeito de FSH em cada momento. 
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DISCUSSÃO 

 

Diversos FGFs e seus receptores têm sido identificados no folículo 

ovariano sugerindo um papel importante para essas moléculas na regulação da 

função ovariana de diferentes espécies (Parrott & Skinner 1998, Nilsson et al. 

2001, Buratini et al. 2005, Buratini et al., 2007, Machado et al, 2009; Portela et 

al, 2010). No presente estudo, descrevemos os padrões de expressão do 

FGF16 e do FGF20 no folículo ovariano bovino. Os principais resultados 

obtidos foram a regulação dos receptores FGFR2c e FGFR3c em células do 

cumulus ao longo da MIV e a regulação da expressão de FGF16 e FGF20 em 

folículos atrésicos e por fatores pró sobrevivência do folículo (FSH e IGF1). 

A mensuração da expressão do FGF16 e do FGF20 por RT-PCR indica 

que a abundância dos RNAm é maior nos oócitos em comparação com células 

da granulosa e da teca. Os valores médios de Ct correspondem ao ciclo em 

que a amostra atinge o nível de quantificação na fase exponencial da 

amplificação (Bustin et al., 2009). Em geral, uma diferença de 1 Ct entre duas 

amostras diferentes indica que uma amostra é aproximadamente duas vezes 

mais expressa que a outra em uma mesma corrida. Portanto, menores valores 

de Ct no oócito indicam maior quantidade de mRNA expresso. Além disso, o 

mRNA de apenas 20 oócitos (aproximadamente 80ng de RNA), foi usado na 

RT-PCR enquanto que 1µg de RNA total de células da granulosa e da teca foi 

utilizado. Este fato explica a maior média de Ct encontrada para o gene 

referência no oócito em comparação com células da granulosa e da teca. Os 

valores mais altos de Ct para o gene de referência e os valores mais baixos de 

Ct para FGF16 e FGF20 no oócito corroboram nossa sugestão de que o oócito 

expressa mais FGF16/FGF20 do que células da granulosa e da teca. Estes 

resultados são consistentes com a detecção prévia de FGF9, membro da 

mesma subfamília, no oócito de ratos (Drummond et al., 2007). Da mesma 

forma, a abundância de mRNA de FGF8 e FGF17 foi predominante no oócito 

(Buratini et al 2005;. Valve et al 1997;. Machado et al, 2009).  

Em células somáticas ovarianas, a expressão relativa do mRNA de 

FGF16/FGF20 foi maior nas células da granulosa e da teca de folículos 

atrésicos em comparação com folículos saudáveis ou transicionais. Padrões 

similares de expressão foram observados para FGF17 e FGF18 no ovário 
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bovino. Ambos FGFs foram mais expressos em folículos atrésicos e suprimiram 

a secreção de esteróides em células da granulosa cultivadas (Machado et al., 

2009; Portela et al., 2010). O membro protótipo desta subfamília, o FGF8, 

também suprimiu a produção de estradiol induzida por FSH em células da 

granulosa em ratos (Miyoshi et al., 2010). Como o desenvolvimento folicular 

requer aumento da secreção de estradiol para diferenciação das células da 

granulosa (Bao et al., 1997), os FGFs parecem ter um papel inibitório durante o 

crescimento de folículos antrais. É possível que os FGF16/FGF20 possam 

ativar os mesmos receptores que os FGF17 e FGF18 e desempenhar funções 

semelhantes ou até cumulativas durante o crescimento folicular. Por outro lado, 

os padrões de expressão do FGF16 e do FGF20 diferiram daqueles observados 

para o FGF1, cuja expressão não foi alterada pelas concentrações 

intrafoliculares de estradiol, e para o FGF2, cuja expressão aumentou com a 

concentração de estradiol (Berisha et al., 2006; Vernon & Spicer, 1994). Essas 

diferenças quanto à regulação da expressão dos FGFs pelas concentrações de 

estradiol podem decorrer do padrão de expressão em cada tecido e/ou da 

propriedade de ligação aos diferentes receptores. 

Em células da granulosa cultivadas, a abundância dos mRNA do FGF16 

e FGF20 foi significativamente diminuída pelo FSH. Além disso, o IGF1 também 

inibiu a expressão do FGF16. Da mesma forma, a abundância de RNAm do 

FGF17 foi reduzida pelo FSH e o IGF1 no mesmo sistema de cultivo de células 

da granulosa. A apoptose das células da granulosa é um dos principais 

mecanismos responsáveis pela atresia folicular e dentre os fatores que 

influenciam este processo estão os hormônios sexuais (FSH e LH) e fatores de 

crescimento (revisado por Grotowski et al, 1997). As gonadotrofinas e o IGF1 

são os principais fatores de sobrevivência que suprimem o início da apoptose 

folicular (Chun et al, 1994;. revisado por Quirk et al, 2004). No ovário, o IGF1 

age de forma sinérgica ao FSH para regular a esteroidogênese folicular (Spicer 

et al., 2002). Portanto, os resultados sugerem que o FSH e IGF1 inibem a 

expressão de FGF16 e FGF20, favorecendo a produção de estradiol e a 

continuidade do crescimento. 

A detecção do FGF16 no ovário parece ser específica, pois a pré-

incubação do anticorpo com o peptídeo bloqueador específico aboliu 

completamente a marcação. Essa discrepância pode ser explicada pela 
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internalização de FGF16 após ligação ao seu receptor, que é sustentada pela 

evidência de internalização de receptores mediada pelos FGF1 e FGF2 

exógenos em diversas linhagens (Olsnes et al, 2003; Wesche et al, 2006). De 

acordo com estudos de atividade mitogênica, o FGF16 liga-se 

preferencialmente ao FGFR3c e FGFR2c, ambos detectados em células da 

teca de folículos antrais bovinos (Buratini et al., 2005; Berisha et al., 2004; 

Drummond et al., 2009; Berisha et al., 2006). Os níveis de mRNA do FGFR3c 

tecal não foram significativamente alterados pelas concentrações 

intrafoliculares de estradiol ou pelo diâmetro, mas foram estimulados pelo FSH 

em células da granulosa cultivadas (Buratini et al., 2005), sugerindo que o 

FGF16 liga-se preferencialmente ao FGFR3c em células da teca atrésicas. 

Já a detecção da proteína do FGF20 foi consistente com dados de 

expressão do mRNA. A marcação foi observada no oócito, células do cumulus 

e da granulosa e camada de células da teca. Fraca marcação foi observada no 

estroma ovariano e a presença de peptídeo bloqueador em excesso anulou a 

marcação no tecido ovariano. A forte marcação de FGF20 em células do 

cumulus pode ser explicada pela internalização do FGF20 após ligação ao seu 

receptor, como já descrito para outros FGFs em diversas linhagens celulares 

(Olsnes et al, 2003;. Wesche et al ., 2006). 

A detecção do mRNA e da proteína para FGF16/FGF20 em oócitos 

estimulou a investigação da expressão dos FGF16/FGF20 e seus receptores 

(FGFR2c e FGFR3c) durante a maturação in vitro de COCs. Embora a 

expressão de FGF16/FGF20 tenha sido constante no oócito durante a 

maturação, resultados interessantes foram observados para o FGFR2c e 

FGFR3c nas células do cumulus. A expressão de ambos os receptores foi 

estimulada pelo FSH durante a MIV. Dados anteriores demonstraram que o 

FSH pode modular a expressão de FGFRs (Buratini et al, 2005;. Buratini et al, 

2007) e estimular receptores funcionais nas células da granulosa (Shikone et al, 

1992). Em conjunto, a presença dos RNAm e das proteínas FGF16 e FGF20 no 

oócito, somada à regulação da expressão dos receptores em células do 

cumulus, sugerem ação parácrina do FGF16 e do FGF20 nos mecanismos de 

controle da diferenciação das células do cumulus. De fato, ações parácrinas de 

FGFs oocitários já foram descritas na literatura. O FGF8, parece controlar a 

diferenciação das células cumulus de camundongo atuando em sinergismo com 
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a BMP15 para promover a glicólise (Sugiura et al. 2007). Além disso, outro 

FGF, o FGF10, estimulou a expansão das células do cumulus durante a 

maturação in vitro (Zhang et al., 2010). 

Em conjunto os dados de expressão gênica e protéica sugerem o 

envolvimento do FGF16 e do FGF20 no controle do desenvolvimento folicular. 

Sugere-se que no início da onda folicular, o FSH estimularia o crescimento de 

folículos antrais e também a expressão de um dos principais receptores para o 

FGF16 e o FGF20, o FGFR3c nas células da granulosa, tornando-as sensíveis 

ao sistema FGF nos folículos cujo crescimento é sustentado, o FSH e IGF1 

diminuiriam a expressão do FGF16 e do FGF20 na parede folicular favorecendo 

a esteroidogênese. 

Em conclusão, estes resultados fornecem evidências da presença de 

FGF16/FGF20 no ovário bovino. Os padrões de expressão do mRNA de 

FGF16/FGF20 e dos receptores FGFR2c/FGFR3c em COCs sugerem um papel 

fisiológico no controle da diferenciação das células do cumulus. E os padrões 

de expressão na parede do folículo antral sugerem um possível papel para 

FGF16/FGF20 durante a atresia folicular. 
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CAPÍTULO III 

 

 

 

EFEITOS DO FATOR DE CRESCIMENTO 

FIBROBLÁSTICO 17 (FGF17) SOBRE A 

EXPANSÃO E EXPRESSÃO GÊNICA EM 

CÉLULAS DO CUMULUS BOVINAS. 
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RESUMO 

O oócito participa ativamente dos mecanismos reguladores da maturação do 

complexo cumulus-oócito (COC) via secreção de fatores parácrinos, tais como 

membros da família TGF-beta e fatores de crescimento de fibroblastos (FGF). 

Estes fatores melhoram a competência de desenvolvimento do oócito por 

mecanismos desconhecidos. Estudos recentes sugerem a participação de 

membros da subfamília do FGF8 nos mecanismos reguladores da 

diferenciação das células do cumulus. O FGF17, membro desta subfamília, foi 

detectado principalmente no oócito imaturo no folículo ovariano bovino. Além 

disso, seus receptores foram detectados nas células do cumulus ao longo da 

maturação in vitro. Contudo, a expressão do FGF17 parece ser suprimida após 

o pico de LH e durante a maturação de COCs in vitro. O objetivo deste estudo 

foi investigar os efeitos do FGF17 na expansão do cumulus e expressão de 

fatores EGF-like [ampiregulina (AREG), epiregulina (EREG) e betacelulina 

(BTC)] e genes reguladores da expansão [cicloxigenase 2 (COX2), hialurona 

sintase 2 (HAS 2), pentraxina 3 (PTX3), proteína indutora do fator de necrose 

tumoral 6 (TSG6)]. O tratamento com FGF17 aumentou a proporção de COCs 

totalmente expandidos, mas não alterou a abundância relativa de COX2, HAS2, 

PTX3, TSG6, EREG e BTC ao longo da MIV. A expressão do RNAm da AREG 

foi estimulada às 22 horas de maturação na mesma dose que melhorou a 

expansão. Entretanto, os níveis de mRNA da AREG foram reduzidos no final 

da maturação (22 horas), esse efeito não foi mais observado quando o FGF17 

foi avaliado em diferentes momentos da maturação. Em conclusão, os 

resultados do presente estudo indicam que o FGF17 potencializa a expansão in 

vitro de COCs bovinos e os mecanismos não incluem o controle transcricional 

de fatores EGF-like ou outros genes indutores da expansão. 

PALAVRAS-CHAVE: FGF17, expansão do cumulus, expressão gênica, 

bovino. 
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ABSTRACT 

The oocyte actively participates in the regulatory mechanisms of cumulus-

oocyte complex (COC) maturation via secretion of paracrine factors such as 

members of the TGF-beta family and fibroblast growth factors (FGFs). These 

factors enhance oocyte competence by unknown mechanisms. Recent studies 

suggest a role for the FGF8 subfamily in the regulatory mechanisms of cumulus 

cells differentiation. FGF17, a member of the FGF8 subfamily, was shown to be 

predominantly expressed in immature oocytes in the bovine ovary. In addition, 

its receptors (FGFR2c e FGFR3c) were detected in cumulus cells during in vitro 

maturation. Moreover, FGF17 mRNA expression in the oocyte appears to 

decrease after the LH surge and during COC in vitro maturation. The objective 

of this study was to investigate the effects of FGF17 on cumulus expansion and 

on the expression of EGF-like factors [amphiregulin (AREG), epiregulin (EREG) 

and betacellulin (BTC)] and other expansion-inducing genes [cyclooxygenase 2 

(COX2), hyaluronan synthase 2 (HAS 2), pentraxin 3 (PTX3), protein-inducing 

tumor necrosis factor 6 (TSG6)]. FGF17 treatment increased the proportion of 

fully expanded COCs, but did not alter mRNA expression of COX2, HAS2, 

PTX3, TSG6, EREG and BTC during in vitro maturation. AREG mRNA 

expression was stimulated by FGF17 at 22 hours of maturation at the dose that 

stimulated expansion. However, as AREG mRNA levels were shown to be 

drastically reduced at the end of maturation (22 hours), this effect was no longer 

observed when FGF17 was tested at different times of maturation in the 

following experiment. In conclusion, present results indicate that FGF17 can 

enhance cumulus expansion during bovine in vitro maturation and that the 

underlying mechanisms do not include transcriptional regulation of EGF-like or 

other expansion-inducing genes. 

KEY WORDS FGF17, cumulus expansion, gene expression, bovine. 
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INTRODUÇÃO 

Apesar do grande avanço no processo de produção in vitro de embriões 

bovinos, os resultados de maturação oocitária em condições de cultivo são 

insatisfatórios quando comparados à maturação in vivo (Sirard et al., 2006; 

Rizos et al., 2002). Provavelmente, isso é decorrente da remoção dos COCs 

dos folículos, que perdem a influência de diversos fatores presentes no fluido 

folicular, importantes no processo de maturação nuclear e citoplasmática (Dode 

et al., 2006). Além disso, a competência do oócito em originar blastocisto após 

fecundação in vitro varia com o grau de comunicação entre ele e as células 

somáticas adjacentes, comprometido quando da retirada do COC do folículo 

(Lonergan et al., 1994, Krisher, 2004), o que reflete a importância dos agentes 

presentes no ambiente folicular.  

As gonadotrofinas, em conjunto com os fatores parácrinos, regulam a 

maturação oocitária tanto in vivo quanto in vitro. O pico pré-ovulatório de LH 

leva à ativação de uma cascata de eventos que resulta em extensiva 

proliferação e expansão das células do cumulus (Li et al., 2009; Scherzer et al., 

2009). A competência para realizar a expansão é uma característica única de 

diferenciação das células do cumulus (Diaz et al., 2006), fundamental para o 

desenvolvimento normal do oócito, ovulação e fertilização (Elvin et al., 1999; 

Vanderhyden et al., 2003 Tanghe et al., 2002, Russell & Salustri, 2006). Os 

efeitos do LH in vivo são propagados no folículo ovariano através da secreção 

dos fatores EGF-like, AREG, EREG e BTC, que são estimulados nas células da 

granulosa mural em resposta ao LH e atuam nas células do cumulus 

estimulando sua própria síntese (Park et al., 2004; Ashkenazi et al., 2005; Conti 

et al., 2006). Em COCs cultivados in vitro, o FSH regula a expressão gênica do 

cumulus e estimula a síntese de peptídeos EGF-like (Su et al., 2002; Downs & 

Chen, 2008). Os EGF-like ativam receptores nas células do cumulus induzindo 

a expressão de genes essenciais para a expansão do cumulus como HAS2, 

COX2, PTX3 e TSG6 (Ashkenazi et al., 2005; Conti et al., 2006; Shimada et al., 

2006; Su et al., 2010). 

A comunicação entre oócito e células do cumulus é fundamental para 

garantir a sobrevivência e subseqüente maturação do oócito, permitindo-lhe 

cumprir o seu propósito reprodutivo (Motlik et al. 1989, Sirard et al. 1989, 
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Kastrop et al.1991, Tatemoto & Terada 1995). O oócito secreta fatores de 

crescimento solúveis (OSF) que regulam a diferenciação, proliferação, 

apoptose e luteinização das células do cumulus (Gilchrist et al., 2008). A 

secreção destes fatores permite ao oócito regular as funções das células 

vizinhas para garantir condições ideais propícias para o seu desenvolvimento 

(Gilchrist et al., 2008). 

Evidências crescentes têm sugerido a participação de membros da 

família dos FGFs na regulação da diferenciação das células do cumulus e da 

maturação oocitária. Estudos recentes demonstraramque alguns FGFs 

favorecem a expansão do cumulus, a aquisição de competência do oócito e a 

qualidade embrionária (Fields et al. 2011; van Montfoort et al., 2008; Zhang et 

al, 2010). A suplementação com FGF2 e FGF10 têm sido associada com o 

sucesso da fertilização in vitro e desenvolvimento do blastocisto (Wang et al., 

2009, Fields et al., 2011, Zhang et al., 2010). O FGF10 aumentou a progressão 

meiótica de oócitos bovinos e melhorou a expansão do cumulus (Zhang et al., 

2010). Já o FGF8, produzido pelo oócito de camundongos, atua 

cooperativamente com a BMP15 para promover a glicólise nas células do 

cumulus (Sugiura et al. 2007). 

O FGF17 é membro da subfamília do FGF8, com quem compartilha os 

mesmos receptores (Zhang et al., 2006). Esse fator de crescimento é 

predominantemente expresso pelo oócito no folículo ovariano bovino e sua 

expressão diminui após o pico pré-ovulatório de LH (Machado et al., 2008). Os 

RNAm dos receptores ativados pelo FGF17, FGFR2c e FGFR3c, foram 

detectados nas células do cumulus bovinas (Zhang et al., 2010). Essas 

observações sugerem que a sinalização do FGF17 (via FGFR2c e FGFR3c), 

assim como previamente demonstrado para o FGF10 (via FGFR1b e FGFR2b; 

Zhang et al., 2010; Caixeta et al., 2011), também potencializaria a expansão do 

cumulus.  

Sendo assim, este trabalho objetivou testar os efeitos do FGF17 sobre a 

expansão do cumulus e expressão de genes reguladores desse processo 

durante a MIV de bovinos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. Maturação in vitro (MIV) de complexos cumulus-oócito (COC) 

 

A menos que seja especificado, todos os produtos químicos e reagentes 

foram adquiridos da Sigma. Ovários de vacas adultas (predominantemente da 

raça Nelore, Bos indicus) foram obtidos em um abatedouro local e 

transportados ao laboratório em solução salina (0,9% NaCl) contendo 

antibióticos (penicilina G, 100 UI/mL e estreptomicina, 100 ug/mL) a 35-37 ° C. 

Os COCs foram aspirados de folículos (3-8 mm de diâmetro) com agulha 

calibre 18 e agrupados em tubos de 15 mL. Após a sedimentação, os COCs 

foram recuperados e selecionados em estereomicroscópio. Apenas COCs com 

citoplasma homogêneo e multicamada de células cumulus compacta foram 

utilizados (Grau 1 e 2). Em seguida grupos de 15 COCs foram lavados e 

transferidos para gotas de 300 µL de meio de maturação TCM199 contendo 

sais de Earle e suplementado com 1 ug/mL de FSH (pFSH, Folltropin-V ® 

Bioniche), 10 UI/mL de LH (PLH , Lutropin-V ®, Bioniche), 22 ug/mL de piruvato 

de sódio, 75 ug/mL de amicacina e 4 mg/mL de BSA. As gotas foram cobertas 

com óleo mineral e a incubação realizada a 38,5°C em 5% de CO2 em ar 

umidificado.  

 

Experimento 1. Para avaliar os efeitos do FGF17 sobre a expansão do 

cumulus e a expressão gênica, os COCs foram cultivados por 22 horas em 

meio de maturação suplementado com doses crescentes de FGF17 (R&D 

Systems, 0, 1, 10 e 100 ng/mL; n=4). A expansão do cumulus foi estimada 

visualmente de acordo com um sistema de avaliação subjetivo. Foram 

atribuídos graus crescentes de expansão de 1 a 3 (1 - expansão fraca, 

caracterizada por poucas alterações morfológicas em comparação aos COCs 

antes da maturação, 2 - expansão parcial, caracterizada por moderada 

expansão mas com a presença de células ainda não completamente 

expandidas e 3 – expansão completa ou quase completa, Zhang et al., 2010). 

 

Experimento 2. A fim de avaliar os efeitos do FGF17 sobre e expressão dos 

EGF-like (AREG, EREG e BTC) e outros genes indutores da expansão do 
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cumulus (COX2, HAS2, PTX3 e TSG6), células do cumulus foram recuperadas 

de 15 COCs imaturos (0 hora) ou cultivados por 4, 8, 12 e 22 horas na 

ausência ou presença de 100 ng/mL de FGF17 (dose escolhida a partir dos 

resultados do experimento 1). Foram feitas três réplicas por momento, sempre 

iniciadas em dias diferentes.  

 

2. Análise de expressão gênica 

 

Células do cumulus foram mecanicamente separadas de 15 oócitos por 

sucessivas pipetagens em gotas de PBS. As células foram recuperadas e 

transferidas para um tubo de 1,5 mL, centrifugadas duas vezes durante 5 

minutos a 700g. O sobrenadante foi descartado e 350 µL do tampão de lise do 

kit de extração de RNA foi adicionado ao pellet e estas células foram 

armazenadas a -80 °C até a extração de RNA. 

O RNA total foi extraído de células cumulus provenientes de 15 COCs 

com o kit RNeasy® (Qiagen), seguindo instruções do fabricante. Após a 

purificação, as amostras de RNA foram eluídas em 30 mL de água livre de 

RNAse. A concentração de RNA total foi mensurada por espectrofotometria 

(NanoDrop ND 1000®; Thermo Scientific). O RNA total (100 ng/reação) foi 

incubado com DNAse I® (1 U/mg; Invitrogen) e em seguida transcrito 

reversamente de acordo com o protocolo da Omniscript® (Qiagen) utilizando 

primer Oligo-dT. As amostras foram incubadas com os reagentes a 37 º C por 

60 minutos e 93 ºC por 3 minutos para inativação da enzima.  

A análise por RT-PCR em tempo real foi realizada em um termociclador 

ABI 7500 utilizando o método de detecção Power SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems). O volume final da reação de PCR foi de 25 mL e as 

condições da PCR foram: 95 °C por 10 minutos (ciclo 1), 95°C por 10 segundos 

para desnaturação seguida de anelamento por 1 minuto (40 ciclos). As 

seqüências de primers, tamanhos dos fragmentos e temperatura de 

anelamento para cada gene são apresentados na Tabela 1.  
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Tabela 1. Seqüência dos primers, tamanho dos fragmentos, temperatura de 

anelamento e concentrações para cada oligonucleotídeo utilizado na RT-qPCR. 

Genes Sequência do Primer Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

Temperatura 
de anelamento 

(°C) 

PPIA  

 

F5’-gcc atg gag cgc ttt gg-3’ 

R 5’-cca cag tca gca atg gtg atc t-3’ 
65 60 

GAPDH F 5’-ggc gtg aac cac gag aag tat aa-3’ 

R 5’-ccc tcc acg atg cca aag t-3’ 
119 62 

H2AFZ F 5’-gag gag ctg aac aag ctg ttg-3’ 

R 5’-ttg tgg tgg ctc tca gtc ttc-3’ 
74 60 

AREG 

 

F 5’-ctt tcg tct ctg cca tga cct t-3’ 

R 5’-cgt tct tca gcg aca cct tca-3’ 
100 60 

EREG 

 

F 5’-act gca cag cat tag ttc aaa ctg a-3’ 

R 5’-tgt cca tgc aaa cag tag cca tt-3’ 
100 60 

BTC F 5’-gcc cca agc agt aca agc at–3’ 

R 5’-gcc cca gca tag cct tca tc–3’ 
100 59 

COX2 F 5’-aag cct agc act ttc ggt gga gaa–3’ 

R 5’-tcc aga gtg gga aga gct tgc att–3’ 
168 60 

HAS2 F 5’-aca cag aca ggc tga gga caa ctt–3’ 

R 5’-aag cag ctg tga ttc caa gga gga–3’ 
133 60 

PTX3 F 5’-cct cag cta tcg gtc cat aa–3’ 

R 5’-att gaa gcc tgt gag gtc tgc–3’ 
294 54 

TSG6 F 5’-gca aag gag tgt ggt ggt gtg ttt–3’ 

R 5’-act gag gtg aat gcg ctg acc ata–3’ 
135 60 

F = primer sense; R = primer antisense; pb = pares de base 

As reações foram otimizadas para proporcionar máxima eficiência de 

amplificação para cada gene. As amostras foram corridas em duplicata e a 

especificidade dos produtos de PCR foi confirmada por análise da curva de 

dissociação e pelo tamanho do fragmento determinado na eletroforese em gel 

de agarose a 2%. Para selecionar o gene de referência mais estável, os perfis 

de amplificação da ciclofilina-A (PPIA), Histona H2AFZ (H2AFZ) e do 
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gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram comparados no 

programa geNorm applet para Microsoft Excel (medgen.ugent.be/genorm; 

Vandesompele et al., 2002). O gene de referência mais estável para células do 

cumulus foi a PPIA. Os valores de expressão relativa para cada gene foram 

calculados utilizando o método ∆∆Ct com correção da eficiência e utilizando 

uma amostra controle como calibradora (Pfaffl, 2001). Valores médios de 

eficiência para cada gene foram calculados a partir do perfil de amplificação de 

amostras individuais pelo programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). 

 

3. Análise Estatística 

 

Os dados do experimento de expansão das células do cumulus foram 

transformados para arcoseno e os dados de expressão gênica foram 

transformados para logaritmo quando não proporcionaram distribuição normal. 

Os efeitos do tempo sobre a expressão gênica e do tratamento com FGF17 

sobre a expansão do cumulus e expressão gênica foram testados por análise 

de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey-

Kramer. A análise estatística foi realizada com o programa JMP (SAS Institute) 

e os resultados são apresentados como média (±EPM). Foram consideradas 

significativas as diferenças com p<0,05. 

 

RESULTADOS 

Experimento 1  

Efeito do FGF17 sobre o grau de expansão das células do cumulus 

O tratamento com FGF17 na dose de 100 ng/mL aumentou a proporção 

de COCs totalmente expandidos (grau 3) e diminuiu a proporção de COCs 

pouco expandidos (grau 1; Figura 1). 
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Figura 1. Efeito do FGF17 sobre a expansão do cumulus. COCs foram 

cultivadas com doses crescentes de FGF17 (0, 1, 10 e 100 ng/mL). Após 22 

horas de cultivo o grau de expansão foi avaliado e classificado em G1 

(expansão fraca), G2 (expansão moderada) e G3 (expansão completa; Zhang 

et al., 2010). Letras diferentes indicam diferença significativa (P <0,05). Os 

dados foram obtidos de quatro repetições para cada tratamento. 

 

Efeito do FGF17 sobre a expressão dos fatores EGF-like e genes indutores da 

expansão do cumulus 

Para uma melhor compreensão sobre os mecanismos envolvidos na 

melhora da expansão do cumulus pelo FGF17, avaliamos a regulação da 

expressão de genes indutores da expansão. Após 22 horas de maturação o 

FGF17 (100ng/mL) estimulou os níveis de RNAm para AREG, porém não 

houve efeito significativo sobre os níveis de EREG e BTC (Figura 2). 
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Figura 2. Efeito de doses crescentes de FGF17 (0, 1, 10, 100 ng/mL) sobre a 

abundância relativa de RNAm dos EGF-like (AREG, EREG e BTC) em células 

do cumulus cultivadas por 22 horas. Os dados são apresentados como média 

(± EPM) calculados pelo método ∆∆Ct com correção da eficiência e em relação 

a uma amostra calibradora. Letras diferentes representam diferença 

significativa (p <0,05). Os dados foram obtidos de quatro repetições para cada 

tratamento. 

O FGF17 não alterou a abundância relativa de mRNA dos genes 

indutores da expansão do cumulus (COX2, HAS2, TSG6 e PTX3; Figura 3) às 

22 horas de maturação. 
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Figura 3. Efeito de doses crescentes de FGF17 (0, 1, 10, 100 ng/mL) sobre a 

abundância relativa de RNAm de genes indutores da expansão (COX2, HAS2, 

TSG6 e PTX3) em células do cumulus cultivadas por 22 horas. Os dados são 

apresentados como média (± EPM) calculados pelo método ∆∆Ct com 

correção da eficiência e em relação a uma amostra calibradora. Letras 

diferentes representam diferença significativa (p <0,05). Os dados foram 

obtidos de quatro repetições para cada tratamento. 

 

Experimento 2 

Efeito do FGF17 sobre a expressão de genes indutores da expansão do 

cumulus e EGF-like ao longo da maturação de COCs 

Uma vez determinada a dose de FGF17 capaz de estimular a expansão 

do cumulus no final da maturação, testou-se o efeito do FGF17 na regulação 

da expressão de genes da expansão ao longo da maturação. A expressão de 

todos os genes, com exceção da BTC, aumentou durante a maturação in vitro, 

independente da presença do FGF17. A BTC diminuiu significativamente com o 

tempo de cultivo (figura 4). Os níveis de RNAm para todos os genes foram 

significativamente maiores após 4 horas de cultivo quando comparados com 

células do cumulus imaturas (figuras 4 e 5). Maiores níveis de RNAm para 
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AREG e EREG foram observados às 8 horas de maturação. Já a abundância 

relativa de TSG6 e PTX3 aumentou às 12 horas e manteve-se estimulada até 

às 22 horas de cultivo (figura 5). O FGF17 não alterou a expressão de nenhum 

dos genes investigados em diferentes momentos da MIV.  
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Figura 4. Efeito do FGF17 e do tempo ao longo da maturação sobre a 

abundância de mRNA de AREG, EREG e BTC. Os COCs foram cultivados por 

4, 8, 12 e 22 horas. Grupos de COCs imaturos foram utilizados para 

representar 0 horas. Os dados são apresentados como média (± EPM). Letras 

diferentes representam diferença significativa (p <0,05). Os dados foram 

obtidos de três repetições para cada tratamento. 



 71

 

Figura 5. Efeito do FGF17 e do tempo ao longo da maturação sobre a 

abundância de mRNA de COX2, HAS2, TSG6 e PTX3. Os COCs foram 

cultivados por 4, 8, 12 e 22 horas. Grupos de COCs imaturos foram utilizados 

para representar 0 horas. Os dados são apresentados como média (± EPM). 
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Barras com letras diferentes representam diferença significativa para efeito do 

tempo de maturação (p <0,05). Os dados foram obtidos de três repetições para 

cada tratamento. 

 

DISCUSSÃO 

Estratégias para o desenvolvimento de um sistema de cultivo que 

aumente a eficiência da MIV podem ser alcançadas através da melhor 

compreensão dos eventos moleculares que levam a maturação dos oócitos, de 

modo que estes eventos possam ser reproduzidos in vitro. Nesse sentido, a 

adição de proteínas exógenas ao meio de maturação, principalmente fatores de 

crescimento, têm sido foco de diversos estudos devido a importância de fatores 

produzidos pelo oócito ou pelas células somáticas que são alterados quando 

da retirada do COC do folículo ovariano. Sendo assim, os FGFs têm sido 

incluídos dentre os fatores considerados importantes para a produção in vitro 

de embriões. O FGF2 por exemplo é considerado um biomarcador de oócito de 

alta qualidade em humanos (van Montfoort et al., 2008). Enquanto que o 

FGF10 melhora tanto a maturação quanto a taxa de produção de blastocisto 

em bovinos (Zhang et al, 2010; Wang et al., 2009).  

No presente trabalho, demonstramos que a suplementação com FGF17 

é capaz de potencializar a expansão das células do cumulus em bovinos. O 

processo de expansão é essencial tanto para a ovulação normal quanto para a 

subsequente fertilização (Sirard & Lambert, 1985; Vanderhyden & Armstrong, 

1989). Diversos trabalhos têm associado o grau de expansão do cumulus com 

a taxa de desenvolvimento embrionário (Furnus et al., 1998; Chen et al.,1993). 

Em COCs retirados dos folículos e cultivados, a expansão ocorre na presença 

de FSH ou EGF no meio (Chen et al., 1994; Downs 1989). Os genes que 

codificam os componentes da matriz extracelular são induzidos pelo FSH e 

EGF, incluindo a HAS2, enzima que sintetiza o esqueleto da matriz do cumulus 

(Tirone et al., 1997; Elvin et al., 1999; Dragovic et al., 2005) e as proteínas 

ligadoras de hialurona como a TSG6 e a PTX3, essenciais para a formação e 

estabilidade do complexo (Fulop et al., 1997; Varani et al., 2002). Outra 

importante enzima durante o processo de expansão do cumulus é a COX2, que 
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leva a produção de prostaglandinas e induz mudanças na expressão de genes 

críticos para a expansão e ovulação. Todos esse fatores indutores da 

expansão têm sido associados à competência oocitária (McKenzie et al., 2004; 

Zhang et al., 2005) e são consequentemente importantes para a fertilidade. 

De fato no presente estudo, o FSH estimulou a expressão dos genes 

indutores da expansão na maturação in vitro. Como previsto, os genes 

responsáveis pela formação da matriz, HAS2 e COX2, foram estimulados logo 

no início da maturação, de forma semelhante ao observado em estudo anterior 

focando a maturação in vitro de COCs bovinos (Schoenfelder & Einspanier, 

2003). Em primatas, os níveis de RNAm da HAS2 aumentaram no folículo 12 

horas após tratamento com hCG in vivo e voltoram aos níveis do controle 24 

horas após o tratamento, embora não tenha sido avaliado nenhum momento 

anterior às 12 horas de maturação (Xu et al. 2011). Já a TSG6 e a PTX3, 

responsáveis pela estabilidade da matriz após a sua formação, tiveram o pico 

de abundância de RNAm às 12 horas de maturação, mantendo-se estimuladas 

até às 22 horas. Esse padrão de expressão do RNAm da TSG6 está de acordo 

com outros estudos realizados em células da granulosa murais de bovinos e 

primatas após estímulo pelo hCG (Sayasith et al, 2008;. Xu et al 2011). Em 

camundongos, as mudanças temporais da expressão de HAS2, PTX3 e TSG6 

após estímulo gonadotrófico in vivo são muito mais rápidas e de menor 

duração do que observado em bovinos e primatas (Fulop et al, 1997;. Ochsner 

et al, 2003), consistente com a menor duração do período entre o pico de LH e 

a ovulação em roedores, em comparação com vacas e primatas (Sirois et al., 

2004).  

Apesar de promover a expansão do cumulus em bovinos, o FGF17 não 

foi capaz de estimular a expressão dos genes indutores de expansão. 

Diferentemente das ações do FGF10, que também melhorou a expansão do 

cumulus (Caixeta et al., 2011 Zhang et al., 2010) porém estimulou a COX2, a 

PTX3 e a TSG6 ao longo da MIV (Caixeta et al., 2011). Esses dados indicam 

que os FGF17 e FGF10 atuam em diferentes mecanismos para estimular a 

expansão e esse fato pode ser explicado pela ativação de receptores 

específicos para FGF17 e FGF10; o FGF17 ativa os FGFR3c, FGFR4 e 

FGFR2c enquanto que o FGF10 ativa os FGFR1b e FGFR2b (Zhang et al, 
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2006). Os FGFR1b, 2b, 2c, 3c e 4 foram identificados em células do cumulus 

bovinas (Zhang et al, 2010) e dados de nosso laboratório sugerem a regulação 

da expressão desses receptores ao longo da maturação in vitro, o que fortalece 

a hipótese de participação tanto de receptores para FGF17 quanto para FGF10 

na regulação da diferenciação do cumulus. Contudo, ações distintas para os 

FGFs já foram descritas a partir da ligação de diferentes receptores no mesmo 

tipo celular (Zhang et al., 2006). 

Outra possível explicação seria que as ações do FGF17 poderiam ser 

mediadas por genes anteriores na cascata ovulatória. Recentemente diversos 

trabalhos têm demonstrado que os peptídeos EGF-like, AREG, EREG e BTC, 

são os principais propagadores dos sinais gonadotróficos nas células do 

cumulus (Edson et al., 2009). Esses fatores de crescimento ativam via EGFRs 

a cascata RAS/MAPK, atuando como mediadores intrafoliculares para 

estimular a expansão do cumulus, maturação oocitária e ovulação (Park et al., 

2004; revisado por Sun et al., 2009). Contudo, embora o FGF17 tenha 

aumentado a expressão da AREG às 22 horas da MIV, esse efeito não foi 

observado quando avaliou-se os efeitos da dose efetiva de FGF17 em 

potencializar a expansão sobre a expressão gênica em diferentes momentos 

da MIV. Esta aparente discrepância entre os resultados dos experimentos 1 e 2 

do presente trabalho é decorrente da menor expressão da AREG às 22 horas 

em relação às 4, 8 e 12 horas e da análise conjunta dos dados obtidos em 

diferentes momentos. Os resultados do experimento 2 mostram que mesmo na 

presença de FGF17, a expressão da AREG é bem inferior a momentos 

anteriores e que é improvável que a AREG medie os efeitos do FGF17 sobre a 

expansão do cumulus. Além disso, resultados anteriores e do presente trabalho 

demonstram que a estimulação da expressão dos fatores EGF-like (AREG e 

EREG) ocorre em resposta ao FSH e é anterior aos genes indutores de 

expansão na cascata ovulatória. Em adição, a expansão do cumulus já pode 

ser vizualizada a partir das 12 horas de maturação, portanto é improvável que o 

FGF17 tenha melhorado a expansão via ativação da transcrição da AREG que 

ocorreu somente ao final da maturação, momento que a expansão já está 

completa.  
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Os padrões temporais de expressão da BTC também foram avaliados e 

diferem do que foi observado em outras espécies. Diferentemente de 

camundongos, onde a BTC foi estimulada por gonadotrofinas em células da 

granulosa (Park et al., 2004). No presente estudo, os níveis de RNAm da BTC 

diminuiram em células do cumulus com o tempo de cultivo e presença de FSH. 

Este achado condiz com o observado em folículos ovulatórios bovinos após 

injeção de GnRH (Li et al., 2009), em células do cumulus de suínos (Procházka 

et al., 2011) e células da granulosa de primata após estímulação gonadotrófica 

in vivo (Fru et al., 2007). Esses dados indicam que mecanismos espécie 

específicos controlam os eventos iniciais da cascata ovulatória.  

Em conclusão, os resultados do presente estudo demonstram que a 

adição do FGF17 exógeno é capaz de potencializar a expansão das células do 

cumulus durante a MIV em bovinos. Os mecanismos pelos quais o FGF17 

regula a expansão aguardam para serem identificados, mas diferentemente do 

previamente observado para o FGF10, não parecem envolver o controle 

transcricional dos genes indutores de expansão. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Ao longo dos últimos anos os FGFs têm sido incluídos dentre os fatores 

considerados importantes para o desenvolvimento folicular ovariano. Alguns 

membros das 7 subfamílias de FGFs foram identificados como potenciais 

reguladores da esteroidogênese, atresia folicular e maturação do complexo 

cumulus-oócito por meio da ativação de diferentes receptores. O presente 

trabalho descreve padrões de expressão inéditos que sugerem a participação 

de membros da subfamília do FGF9 (FGF16 e FGF20) no controle da 

regressão folicular e da interação cumulus-oócito. Por outro lado, dados 

também inéditos indicam que o FGF17 regula a expansão das células do 

cumulus, o que do ponto de vista aplicado pode ser uma importante ferramenta 

para a melhoria dos meios da MIV e consequentemente para a produção in 

vitro de embriões. Os mecanismos pelos quais atuam o FGF17 na expansão 

diferem do FGF10, o que demonstra que a sinalização por meio de diferentes 

receptores deva regular de forma específica a diferenciação das células do 
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cumulus bovinas e conhecer esses mecanismos é importante como 

conhecimento básico. A partir desse trabalho propõe-se a investigação dos 

mecanismos envolvidos nas ações do FGF17 na expansão e a avaliação de 

seus efeitos na produção in vitro de embriões bovinos. 
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