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“A hidden factor should be considered nature’s challenge to open-minded 

biologists but a pitfall for the close-minded.” 
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PERFIL PROTEICO DO FLUIDO FOLICULAR DURANTE A FOLICULOGÊNESE 

DA ÉGUA 

 

RESUMO 

 

O fluido folicular (FF) é um líquido extracelular complexo que se acumula no 

antro dos folículos ovarianos durante o seu desenvolvimento. É o meio essencial 

para o crescimento e a maturação das células ovarianas somáticas e germinativas e 

contém substâncias envolvidas na diferenciação celular, maturação do oócito, 

qualidade do gameta, ruptura da parede folicular e luteinização. O estudo de seus 

componentes é fundamental para um melhor entendimento dos mecanismos que 

envolvem a dinâmica folicular na espécie equina. O objetivo deste trabalho foi 

comparar o perfil proteico do maior folículo, e entre o maior e o segundo maior 

folículo, em diferentes momentos do desenvolvimento folicular. Para este estudo, 

quarenta ovários, oriundos de vinte éguas Crioulas, não gestantes e cíclicas, foram 

coletados durante a estação reprodutiva, em um abatedouro. Antes do abate, as 

éguas foram divididas em quarto grupos de acordo com o diâmetro folicular, 

ecotextura uterina (EU) e presença de corpo lúteo (CL): G 15 (emergência) (n = 3) 

folículos até 15 mm, EU  1, CL  20 mm; G 20 (divergência) (n = 9) folículos entre 

20 e 25 mm, EU 1-2, CL 15-20 mm; G 30 (dominância) (n = 4) folículos entre 30 e 35 

mm, EU  2, CL  15 mm; G 40 (pré-ovulatória) (n = 4) folículos  40 mm, EU 2-3, 

CL  15 mm.  Após o abate, os ovários foram coletados e o FF dos dois maiores 

folículos foi aspirado. A técnica de 2D-PAGE foi realizada, em duplicata, utilizando 

gel de acrilamida a 12%. Os géis foram corados com Comassie Brilliant Blue R-250, 

escaneados e analisados, utilizando o PDQuest software, para determinar a 

densidade óptica dos spots. A identificação proteica foi realizada através de 

espectometria de massa (MS). Um total de 43 spots foi observado. Sete spots, 

representando cinco proteínas (albumina, apolipoproteína A-1, gelsolina, transferrina 

e α-1-antiproteinase 2), apresentaram diferenças (P˂0,05) na expressão, no FF do 

maior folículo, nos diferentes grupos. Um spot, representado pela proteína POMZP3, 

demonstrou diferença (P=0,018) em sua expressão, entre o maior e o segundo 

maior folículo, nos diferentes grupos. E, por fim, um spot, identificado como a 

proteína α-1-antiproteinase 2, apresentou interação (P=0,047) entre o maior e o 
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segundo maior folículo e as diferentes fases da foliculogênese. Os resultados deste 

trabalho demonstram que o perfil proteico do FF difere durante o desenvolvimento 

folicular e que, as maiores alterações, são observadas a partir da dominância. Além 

disso, provavelmente, algumas destas proteínas, bem como suas correlações, 

tenham grande importância nos eventos que ocorrem durante a foliculogênese. 

 

 

Palavras-chave: proteômica; albumina; apolipoproteína A-1; gelsolina; transferrina; 

alfa-1-antiprotease 2; POMZP3. 
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 PROTEIN PROFILE OF FOLLICULAR FLUID DURING FOLLICULOGENESIS OF 

THE MARE 

 

ABSTRACT 

 

The follicular fluid (FF) is a complex extracellular fluid that accumulates in the antrum 

follicles during the follicular development. It is the essential medium for the growth 

and maturation of somatic and germ ovarian cells and contains substances involved 

in cell differentiation, oocyte maturation, gamete quality, rupture of the follicle wall 

and luteinization. The study of its components is crucial for a better understanding of 

the mechanisms involved in follicular dynamics in mares. The objective of this study 

was to determine the protein profile of the largest follicle and among the largest and 

the second largest follicle at different stages of follicular development. In this study, 

40 ovaries from 20 non pregnant Criollo cycling mares were collected during the 

breeding season in an abattoir. Before slaughter, the mares were divided into four 

groups according to follicular diameter, uterine ecotexture (UE) and the presence of 

corpus luteum (CL): G 15 (emergence) (n = 3), follicles up to 15mm, EU  1, CL  20 

mm; G 20 (deviation) (n = 9), follicles between 20 and 25 mm, EU 1-2, CL 15-20 mm; 

G 30 (dominance) (n = 4), follicles between 30 e 35 mm, EU  2, CL  15 mm; G 40 

(ovulation) (n = 4), follicles  40 mm, EU 2-3, CL  15 mm. After slaughter, the 

ovaries were collected and the FF of the two largest follicles was aspirated. The 

technique of 2D-PAGE was performed in duplicate using 12% acrylamide gel. 

Gels were stained with Comassie Brilliant Blue R-250, scanned and analyzed using 

the PDQuest software to determine the optical density of the spots. Protein 

identification was performed by mass spectrometry (MS). A total of 43 spots was 

observed. Seven spots representing five proteins (albumin, apolipoprotein A-1, 

gelsolin, transferrin e α-1-Antitrypsin 2) showed differences (P˂0.05) in 

expression, the FF of the largest follicle in the different groups. One spot, 

represented by POMZP3 protein showed a difference (P=0.018) in expression 

between the largest and second largest follicle in the different groups. Finally, one 

spot, identified as the protein α-1-antitrypsin 2, showed interaction (P=0.047) 

between the largest and second largest follicle. The results of this study 

demonstrated that the protein profile of FF differs during follicular development 
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and that the largest changes are observed from the dominance. Also probably 

some of these proteins, as well as their correlations, have great importance in the 

events that occur during folliculogenesis. 

 

Keywords: proteomic; albumin; apolipoproteín A-1; gelsolin; transferrin; alfa-1-

antitrypsin 2; POMZP3. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo, fazendo da 

equinocultura uma atividade de grande importância econômica e social para o País. 

No RS, o crescimento da comercialização de cavalos crioulos superou 1000% na 

última década (SARMENTO, 2011). No Brasil, o agronegócio do cavalo é 

responsável pela geração de aproximadamente 3,2 milhões de empregos, 

superando de forma notável a indústria automotiva e de aviação, atingindo um 

faturamento anual próximo a 7,5 bilhões de Reais (LIMA et al., 2006). 

Apesar do progresso no desempenho reprodutivo observado nas últimas 

décadas, resultado da pesquisa e da aplicação de novas técnicas, alguns gargalos 

na reprodução equina ainda se fazem presentes. A fertilização in vitro, por exemplo, 

ainda não apresenta a repetibilidade desejada (HINRICHS, 2010). O insucesso 

desta técnica está diretamente relacionado à falha do espermatozóide em penetrar a 

zona pelúcida (ZP) in vitro, possivelmente pela capacitação espermática incompleta 

ou alterações na ZP que impedem a reação acrossomal e a passagem do 

espermatozóide através da zona (HINRICHS, 2012). Desta forma, a fertilização é 

realizada através de injeção intracitoplasmática de espermatozoides (HINRICHS, 

2010). 

O fluido folicular (FF) é o meio essencial para o crescimento e a maturação 

das células ovarianas, somáticas e germinativas, e contém substâncias envolvidas 

na diferenciação celular, na qualidade do gameta e na ruptura da parede folicular. A 

determinação do seu perfil proteico irá contribuir para um melhor entendimento da 

fisiologia ovariana, possibilitar o controle do crescimento e desenvolvimento folicular 

e o aperfeiçoamento e desenvolvimento de novas técnicas reprodutivas tanto na 

égua (FAHIMINIYA et al., 2011), quanto na mulher (JARKOVSKA, 2010). A 

similaridade entre estas espécies, em diversas características da dinâmica folicular, 

faz da égua um modelo experimental útil para o estudo da foliculogênese da mulher, 

com a vantagem de apresentar folículos maiores (GINTHER et al., 2004). Além 

disso, a descoberta de proteínas presentes no FF e a seleção de biomarcadores 

específicos, com valores de diagnóstico e prognóstico, podem contribuir para a 

prevenção e tratamento de uma ampla gama de problemas de fertilidade 

(JARKOVSKA et al., 2010). 
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A aplicação de técnicas proteômicas na pesquisa médica reprodutiva pode 

contribuir significativamente para a compreensão dos processos reprodutivos. Desde 

seu desenvolvimento, a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-

PAGE) tem sido a técnica de escolha para a pesquisa de proteínas em células, 

tecidos e líquidos, já que promove uma análise de alta resolução (CELIS e 

GROMOV, 1999). A 2D-PAGE é hoje o um método de grande valia em pesquisa 

proteômica e, seguido da digestão proteica em gel e identificação pela 

espectrometria de massa (MS), provou ser uma ferramenta confiável para o 

rastreio de proteínas (HANRIEDER et al., 2008). O avanço destas técnicas tem 

permitido a realização de análises proteômicas do fluido folicular de bovinos 

(MORTARINO et al., 1999), suínos (BIJTTEBIER et al., 2009), caninos (FAHIMINIYA 

et al., 2010), equinos (FAHIMINIYA et al., 2011), e outras espécies. Entretanto, no 

equino, o perfil proteico do FF nas diferentes fases do desenvolvimento folicular 

ainda permanece pouco estudado. 

Seguindo esta idéia, este trabalho tem como objetivo comparar o perfil 

proteico do FF do maior folículo e entre o maior e o segundo maior folículo, em 

diferentes momentos do desenvolvimento folicular. Este experimento baseia-se na 

hipótese de que o perfil protéico do FF do maior folículo é diferente nas diversas 

fases do desenvolvimento folicular e que existe variação entre o perfil proteico do 

maior e do segundo maior folículo, durante seu desenvolvimento. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ciclo Reprodutivo 

 

O ciclo reprodutivo das éguas pode ser definido em duas estações distintas: 

ovulatória e anovulatória, interligadas por períodos denominados transicionais 

(BAKER E KENNEY, 1980). A estação anovulatória geralmente compreende os 

meses de inverno e início da primavera (HUGHES; STABENFELDT; EVANS et al., 

1972) e, neste período, menos de 25% das éguas chegam à ovulação (SHARP, 

1980). Durante a primavera, observa-se uma fase transicional da atividade ovariana, 

caracterizada pela formação de múltiplos folículos e pela ocorrência de ciclos 

prolongados, nos quais o grau de receptividade sexual varia até o estro ser evidente 

(HUGHES et al., 1980). Estros anovulatórios normalmente ocorrem neste período. A 

estação ovulatória, por sua vez, que compreende o final da primavera e verão, 

caracteriza-se por receptividade sexual, ciclos em intervalos regulares e estros 

ovulatórios (OSBORNE, 1966). 

O ciclo estral pode ser determinado como o período entre duas ovulações 

consecutivas, acompanhadas por sinais de estro (HUGHES et al., 1980). É dividido 

em duas fases: uma de estro, que compreende apenas 20% do ciclo e caracteriza-

se pela receptividade sexual, crescimento folicular, maior secreção de estrógeno e 

concentrações plasmáticas de progesterona abaixo de 1ng/mL, e outra luteal que 

inicia logo após a ovulação e caracteriza-se pela resistência ao garanhão, formação 

do corpo lúteo e maior secreção de progesterona (HUGHES; STABENFELDT; 

EVANS et al., 1972). 

A duração diária de horas de luz, denominada de fotoperíodo, tem 

importante papel na reprodução dos mamíferos. O fotoperíodo longo estimula e o 

curto inibe a espermatogênese e ocorrência de estro nas espécies cujo 

acasalamento ocorre na primavera e verão (HANSEN, 1985). Isto explica o 

acréscimo das taxas ovulatórias observado durante a primavera, atingindo 

incidências máximas no verão, e a redução do número de ovulações durante os 

meses de outono e inverno (GINTHER, 1992). 

A glândula pineal é responsável pela síntese e secreção da melatonina (N-

acetil 5-metoxitriptofano) que, nos animais que acasalam durante o fotoperíodo 

positivo, exerce efeito depressor ou antigonadal nos ovários, inibindo a secreção do 
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Hormônio Liberador de Gonadotropinas (GnRH) pelo hipotálamo. As taxas da 

síntese de melatonina são inversamente proporcionais à duração da luminosidade 

ambiental diária. Assim, durante o estímulo luminoso, fotorreceptores oculares da 

égua reconhecem o aumento da duração do dia, que é neurologicamente transmitido 

para a glândula pineal, inibindo a síntese e secreção da melatonina e promovendo a 

liberação do GnRH pelo hipotálamo. Este, por sua vez, estimula a liberação dos 

Hormônios Folículo Estimulante (FSH) e Luteinizante (LH), a ovulação e a formação 

do corpo lúteo (GINTHER, 1992). 

A fase folicular do ciclo estral, que tem início logo após a luteólise, é 

controlada pelo hipotálamo, lobo anterior da hipófise e ovários, através da produção 

de estrógeno na ausência de progesterona. Este momento envolve quatro principais 

eventos: liberação maciça de gonadotropinas pelo lobo anterior da hipófise, 

crescimento folicular, receptividade sexual e ovulação (ADASHI e ROHAN, 1992). 

Na ausência do corpo lúteo, observa-se um grande decréscimo nas concentrações 

séricas de progesterona. A interrupção do feedback negativo exercido por ela no 

hipotálamo tem como resultado a liberação de GnRH em altas amplitudes e 

frequências até o final da fase folicular, ovulação e formação de um novo corpo lúteo 

(GINTHER et al., 1997). 

Inicialmente, a elevação dos níveis de GnRH promove a liberação de 

grandes concentrações de FSH e LH, pelo lobo anterior da hipófise, e o 

desenvolvimento de folículos que, imediatamente, passam a produzir estrógeno. 

Esta sequência de eventos caracteriza o período de diestro (GINTHER, 1992). 

Quando os folículos recrutados começam a desenvolver dominância, nos momentos 

finais da fase folicular, e passam a secretar estrógeno e inibina, ambos envolvidos 

no feedback negativo com o lobo anterior da hipófise, ocorre a supressão da 

liberação de FSH. Juntamente com a elevada secreção de estrógeno verificada 

neste momento, dá-se início um pico pré-ovulatório de LH, responsável pela 

ovulação. Os demais folículos, chamados subordinados, acabam por sofrer atresia 

(GINTHER et al., 1997). 

 

2.2 Dinâmica Folicular 

 

Compreender os mecanismos do desenvolvimento folicular das diferentes 

espécies é de grande importância para o estudo da reprodução uma vez que é o 
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folículo quem proporciona um ambiente ótimo para a maturação do oócito, 

preparando-o para a fertilização, após a ovulação. O conhecimento pleno destes 

mecanismos fisiológicos é fundamental para que ocorra o aperfeiçoamento ou 

desenvolvimento de novas técnicas para manipular a função reprodutiva dos animais 

domésticos (FAHIMINIYA e GERARD, 2010).  

Como onda folicular entende-se a emergência de diversos folículos que, 

inicialmente, crescem e se desenvolvem em sincronia até o momento em que 

apenas um, ou o número específico de cada espécie, continua crescendo até a 

ovulação, enquanto os demais tendem a sofrer atresia e regredir (GINTHER et al., 

2004). A égua é uma espécie monovular, ou seja, apresenta apenas uma ovulação 

por cada ciclo reprodutivo que, particularmente, ocorre através de uma estrutura 

denominada fossa ovulatória (GINTHER et al., 2007). 

Em éguas, as ondas foliculares foram divididas em menores, nas quais não 

ocorre divergência e o maior folículo não se torna dominante, e maiores, quando 

ocorre divergência e o desenvolvimento de dominância (GINTHER; BERGFELT, 

1992). As ondas maiores são ainda subdivididas em primárias, quando dão origem 

ao folículo que irá ovular durante o período de estro, e secundárias, quando existe 

dominância, mas a ovulação não ocorre, ou se dá após a onda primária ou estro, 

caracterizando uma ovulação secundária ou de diestro. Estas últimas ocorrem com 

maior frequência durante o período transicional de primavera (GINTHER, 1993). 

Na espécie equina, a única onda que se desenvolve de forma consistente é 

a onda primária maior, que emerge durante o intervalo interovulatório (IOI) e dá 

origem ao folículo que irá ovular. A incidência de ondas maiores anovulatórias, 

durante um IOI, é de aproximadamente 24% em éguas Quarto de Milha (GINTHER, 

1993). Em contrapartida, nenhuma onda maior secundária foi observada durante o 

estudo do IOI de éguas Minipôneis (GASTAL et al., 2008). 

A dinâmica folicular envolve quatro processos distintos: a emergência, a 

seleção, a dominância e a atresia. Este último caracteriza-se pelo encerramento ou 

desaparecimento do antro folicular, seguido de degeneração. Em qualquer momento 

durante o período reprodutivo pós-púbere a proporção de folículos em algum estágio 

de atresia é bastante alta (SENGER, 2003). 

A emergência folicular, também chamada de recrutamento folicular, refere-

se ao primeiro dia em que é possível observar o crescimento dos folículos de uma 

onda, através da ultrassonografia (BERGFELT; GINTHER, 1993). Ela ocorre quando 
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o folículo atinge 6 mm de diâmetro (GASTAL et al., 1997) e é definida como o 

momento em que os folículos em crescimento tornam-se suscetíveis à ação das 

gonadotropinas e iniciam a produção de pequenas concentrações de estrógeno 

(DRIANCOURT, 2001). Juntamente com a emergência da onda folicular, observa-se 

um aumento progressivo nas taxas de FSH, que atinge a concentração máxima 

cerca de três dias antes da divergência, quando o maior folículo mede cerca de 13 

mm. A diminuição da produção deste hormônio é uma função dos múltiplos folículos, 

antes do inicio da divergência, e do folículo dominante, após ela ocorrer (GINTHER 

et al., 2005). 

Após a emergência da onda folicular ovulatória, os folículos apresentam uma 

fase de crescimento comum (GINTHER et al., 2007) até que as taxas de 

crescimento entre os dois maiores folículos se tornem discrepantes, caracterizando o 

início da divergência (GINTHER et al., 1996). Neste momento, o folículo dominante 

continua o seu crescimento e os folículos subordinados iniciam a regressão. Em 

éguas, o processo de divergência inicia-se quando o futuro folículo dominante atinge 

22,5 mm de diâmetro (GINTHER et al., 2007). O folículo que irá ovular apresenta um 

desenvolvimento mais avançado no momento da divergência, medindo 21-23 mm, e 

é o primeiro a atingir um estágio decisivo de desenvolvimento, enquanto o maior 

subordinado tem seu crescimento inibido antes que ele atinja o mesmo estágio, em 

média um dia depois. O início da divergência entre as curvas de crescimento desses 

dois folículos ocorre, em média, no dia 17-18 do ciclo (GASTAL, 1999). 

Uma vez recrutados os folículos, inicia-se a produção e secreção de 

pequenas concentrações de estrógeno e inibina que, a partir do momento da 

seleção, acabam elevando-se. Desta forma, acentua-se o feedback negativo com o 

lobo anterior da hipófise e os níveis de FSH começam a decrescer e, quando 

atingem valores mínimos, o recrutamento chega ao fim. Neste momento 

(aproximadamente no 16º dia do ciclo), o LH torna-se mais importante para o 

crescimento dos folículos maiores e os demais folículos, até então recrutados, 

começam a sofrer o processo de atresia (GINTHER et al., 1998).  

Durante uma onda folicular, um dos folículos é “escolhido” para se tornar o 

folículo ovulatório. A este fenômeno, dá-se o nome de seleção folicular (GINTHER et 

al., 2007). A seleção é o processo que resulta na redução do número de folículos 

ovulatórios de uma onda e varia de acordo com o número específico de ovulações 

apresentado por cada espécie animal (GINTHER et al., 1996). É considerado um 
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dos mistérios mais duradouros na biologia reprodutiva das espécies monovulares e 

tem despertado interesse há pelo menos cinquenta anos (GINTHER et al., 2007).  

Os fatores locais responsáveis pelo aumento da capacidade de resposta do 

futuro folículo dominante às gonadotrofinas podem ser fundamentais para o 

mecanismo de seleção folicular (GINTHER et al., 2002). Aparentemente, a 

supressão final da onda de FSH, juntamente com o acréscimo dos níveis de LH, tem 

importante papel na divergência das taxas de crescimento entre o futuro folículo 

dominante e os demais (GINTHER et al., 1998). Sugere-se que um determinado 

nível de LH seja capaz de alterar a sensibilidade do maior folículo frente às 

gonadotropinas, próximo à divergência, e seja necessário para o crescimento 

folicular após este momento (GINTHER et al., 1996).  

A dominância é o processo pelo qual um ou mais folículos maiores exercem 

efeito inibitório sobre os demais e, em éguas, ocorre quando o futuro folículo 

dominante atinge cerca de 28 mm (JACOB et al., 2009). A partir disto, o dominante é 

o único que continua a se desenvolver (GINTHER, 1993). Seu número é específico 

em cada espécie e está diretamente relacionado com o tamanho da progênie 

(GINTHER, 1992). O futuro folículo dominante é o primeiro a se tornar apto a elevar 

a concentração intrafolicular e sistêmica de estradiol, reduzir os níveis sistêmicos de 

FSH, impedindo que novos folículos sejam recrutados, responder ao aumento dos 

níveis de LH e, assim, estabelecer dominância (GASTAL, 1999). Este aumento da 

razão LH:FSH acentua o crescimento do folículo dominante, que apresenta 

receptores para o LH nas células da teca e da granulosa, e induz a atresia dos 

pequenos, que são desprovidos desse recurso (SENGER, 2003).  

A produção de grandes concentrações de estrógeno e inibina pelo folículo 

dominante, é responsável pela redução do aporte sanguíneo aos demais folículos 

que, juntamente com as baixas taxas de FSH circulante, acabam sofrendo atresia. 

Somente aqueles que mantiverem um adequado suprimento circulatório e, por 

consequência, estiverem sujeitos a altos níveis de gonadotropinas, continuarão a 

crescer até a ovulação (ACOSTA et al., 2004). O aumento do aporte sanguíneo ao 

folículo dominante, em relação ao seu maior subordinado, inicia cerca de dois dias 

antes da divergência entre suas taxas de crescimento (ACOSTA et al., 2004) e 

continua até a ovulação (GINTHER, 2007). Fatores angiogênicos, de crescimento 

endotelial, foram encontrados em grande quantidade no fluído do folículo dominante, 
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demonstrando sua capacidade de controlar o próprio aporte sanguíneo (ACOSTA et 

al., 2004). 

Após definir a dominância, o folículo continua a crescer, ainda que os níveis 

de FSH encontrem-se reduzidos e passa a secretar níveis elevados de estradiol 

(GINTHER et al., 1998). As concentrações intrafoliculares e sistêmicas de estradiol 

continuam a aumentar paralelamente ao aumento do tamanho do folículo dominante 

e alcançam a concentração máxima 1 a 2 dias antes da ovulação, quando o folículo 

atinge seu maior diâmetro. Assim, estabelece-se um feedback positivo hipotalâmico-

pituitário resultando no aumento das concentrações de LH, necessário para a 

ovulação (BERGFELT, 2009).  

A ovulação é um complexo processo que resulta na reorganização do tecido 

folicular e ovariano. A estrutura original do ovário equino, o grande tamanho do 

folículo pré-ovulatório, a migração para a fossa de ovulação e a subsequente 

ovulação requerem um profundo remodelamento tecidual. Sobre a migração, 

sugere-se que o grande tamanho do folículo ovulatório resulta em pressão que o 

obriga a deslocar-se ao longo da linha de menor resistência até a fossa, ou ainda, 

que mudanças na matriz extracelular ocasionem uma linha de menor resistência 

onde a migração possa ocorrer (RILEY et al., 2001). 

O folículo ovulatório, de uma onda primária maior, emerge 6 ou 7 dias após 

a última ovulação e ovula, em média, 15 dias depois, com aproximadamente 45 mm 

de diâmetro (GINTHER, 1993). À medida que a ovulação se aproxima, a onda de LH 

pré-ovulatória causa profundas alterações nas funções do folículo dominante, 

reduzindo de forma abrupta a produção de estradiol (GINTHER e BERGFELT, 

1993). A partir disso, as células ovarianas da teca interna passam a produzir 

progesterona. A elevação das concentrações deste hormônio estimula a síntese 

local da colagenase (MMP1), enzima que degrada o colágeno, maior componente do 

tecido conjuntivo entre o folículo e o ovário. Neste mesmo momento, ocorre a 

síntese e secreção local de PGF2 e PGE2. A primeira é responsável por contrair a 

musculatura lisa ovariana, ocasionando uma superficialização ainda maior do 

folículo. A segunda tem a função de reorganizar o tecido folicular em corpo lúteo 

após a ovulação, ativando uma enzima denominada plasminogênio, responsável 

pela formação de um coágulo após a ruptura do folículo e pela reorganização celular 

(SENGER, 2003). 
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O fluxo sanguíneo no ovário é controlado pelos níveis teciduais de histamina 

e PGE2. Um grande aporte sanguíneo já está previamente estabelecido em 

decorrência da presença do folículo dominante. O aumento da permeabilidade 

vascular, causado pela histamina, torna a teca interna bastante edematosa e, desta 

forma, o aumento da pressão hidrostática ao redor do folículo fará com que ele se 

torne mais frágil e suscetível à ruptura (SENGER, 2003). Além disso, a onda pré-

ovulatória de LH causa uma reação inflamatória aguda na parede apical do folículo e 

epitélio superficial ovariano, mediado por citocinas produzidas localmente e 

prostaglandinas, capaz de induzir a ovulação (YOUNG et al., 2002). 

O corpo lúteo (CL) é uma estrutura que produz progesterona. Sua presença 

implica na supressão do comportamento de estro, mantendo a égua não receptiva 

ao garanhão. A progesterona prepara o trato reprodutivo para receber o embrião, 

mas, quando a prenhez não ocorre, o CL tende a regredir e um novo estro deverá 

ocorrer (GINTHER, 1995). 

 

2.3 Ultrassonografia e Dinâmica Folicular 

 

O fenômeno da dinâmica folicular foi descoberto e descrito através da 

ultrassonografia, observando-se as mudanças de tamanho e número dos folículos. 

Esta técnica está entre as mais importantes utilizadas nas pesquisas reprodutivas e 

tem grande importância como meio de diagnóstico. É minimamente invasiva, não 

requer a utilização de técnicas cirúrgicas e pode ser utilizada para o diagnóstico de 

gestação, idade e crescimento embrionário e fetal, para detectar mudanças das 

estruturas ovarianas, anormalidades fetais e gestações gemelares (GINTHER, 

1995). 

A dinâmica folicular pode ser precisamente analisada através da 

ultrassonografia transretal. Esta técnica permite a visualização frequente e de forma 

não invasiva da dinâmica da população de folículos, do processo ovulatório e do 

desenvolvimento, manutenção e regressão do corpo lúteo (GINTHER e BERGFELT, 

1992). Além disso, torna viável a pesquisa sobre os folículos menores, com diâmetro 

entre 2 e 10 mm (GINTHER e BERGFELT, 1993). 

Em estudos realizados em éguas, através da ultrassonografia, foi observado 

um crescimento folicular médio de 3 mm por dia, sete dias antes da ovulação, e um 

diâmetro folicular médio de 45 mm, um dia antes de ela ocorrer. Em 82% dos casos, 
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o folículo pré-ovulatório tornou-se o maior cerca de seis dias antes da ovulação e, 

85%, sofreram alterações de suas formas esféricas para cônicas devido ao aumento 

da flutuação e ação da PGF2α (REDMER; REYNOLDS, 1996). As alterações no 

formato dos folículos ocorrem de forma marcante durante as três horas que 

antecedem a ovulação. Os folículos adjacentes, por sua vez, mudam o formato no 

sentido oposto (não-esférico para esférico) quando a ovulação se aproxima 

(GINTHER, 1992). 

Atraves do uso do doppler, verificou-se que o desvio entre o fluxo sanguíneo 

das paredes do maior e do segundo maior folículo ocorreu 1 ou 2 dias antes do 

desvio no diâmetro entre eles, durante a seleção folicular em éguas. Entretanto, 

embora seja provável que a dominância de um folículo significativamente maior que 

os demais (dominância morfológica) seja precedida de alterações que ocorrem 

enquanto ele ainda tem o mesmo tamanho dos outros (dominância bioquímica), a 

ausência de diferença no tamanho torna difícil estudar o folículo dominante antes da 

dominância morfológica (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004).  

Mudanças na vascularização dos folículos pré-ovulatórios têm sido 

estudadas em várias espécies. A alteração morfológica mais marcante ocorre com o 

sistema microcirculatório da teca interna que, durante a onda pré-ovulatória de 

gonadotropinas, é seguida de hiperemia, edema e extravasamento de eritrócitos 

para o seu interior. Em decorrência das elevadas concentrações de estrógeno, 

próximo ao momento da ovulação, o folículo pré-ovulatório torna-se mais 

vascularizado (CAVENDER E MURDOCH, 1998). Ecograficamente, observa-se uma 

camada anecóica na granulosa folicular atribuída à hipervascularização e edema da 

teca interna (RITCHIE, 1986). Estas alterações podem ser utilizadas para determinar 

o momento prévio à ovulação em mulheres (JAFFE; ABRAMOWICZ; BEN-ADERET, 

1987) e éguas (GASTAL et al., 1999). Em éguas, nota-se também, o aumento da 

espessura e ecogenicidade da parede do folículo (PIERSON e GINTHER, 1985). 

Em éguas, a divergência é morfologicamente identificada, através do uso do 

ultrassom, pelo aumento da espessura da camada anecóica que circunda a teca 

interna do folículo dominante (ACOSTA et al., 2004). Esta alteração da ecotextura 

folicular permite a distinção entre o futuro dominante e seu maior subordinado cerca 

de um dia antes de iniciar o processo de divergência, e é atribuída ao aumento da 

vascularização (GASTAL et al., 1999). 
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O CL, no ovário das éguas, pode ser facilmente visualizado até o dia 17, 

para um ciclo de 22 dias. O diâmetro do maior folículo no dia em que o CL é 

identificado pela última vez pode auxiliar a distinção entre as éguas cíclicas e as que 

se encontram durante a estação anovulatória. Se o maior folículo medir 20 mm ou 

menos e o CL não estiver presente, considera-se a égua não cíclica. Em 

contrapartida, se o folículo dominante apresentar diâmetro maior do que 20 mm, no 

momento em que o CL não pode mais ser identificado, caracteriza-se a estação 

ovulatória (GINTHER, 1995). 

 

2.4 Foliculogênese 

 

O folículo é a unidade funcional do ovário e, cada um, contém um oócito 

circundado por uma ou mais lâminas de células somáticas. Para o potencial 

esteroidogênico e ovulatório ser plenamente realizado, o folículo deve progredir 

através de uma extensa e altamente coordenada série de eventos que 

compreendem o seu desenvolvimento (KNIGHT; GLISTER, 2006). 

Antes da senescência reprodutiva, os ovários dos mamíferos contêm um 

reservatório de folículos primordiais e, cada um deles, é constituído por um oócito, 

na prófase I da meiose, e uma única camada achatada de células da granulosa. 

Este reservatório inicia o seu desenvolvimento durante a vida fetal em várias 

espécies. Uma vez que o grupo de folículos primordiais tenha sido estabelecido, os 

folículos, gradual e continuamente, deixam o reservatório para iniciar o crescimento 

quando, então, encontram um dos dois destinos: a ovulação ou a atresia 

(FORTUNE, 1994). 

A foliculogênese ovariana é um processo dinâmico caracterizado por uma 

marcante proliferação e diferenciação de componentes e células no qual o folículo 

adquire, progressivamente, algumas propriedades essenciais para seu futuro 

desenvolvimento (CAMPBELL; SCARAMUZZI; WEBB; 1995). O crescimento do 

folículo é extremamente importante, uma vez que, só os folículos grandes tornam-se 

aptos a ovular. Este processo envolve tanto a replicação das células foliculares 

quanto a formação e expansão de um antro folicular (CLARKE et al., 2006). 

No início da foliculogênese, as células da granulosa se multiplicam e se 

organizam em várias camadas à volta do oócito formando uma cavidade, 

denominada antro que, em seguida, passa a acumular líquido e expandir. Na maioria 
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das espécies, o antro é formado quando o folículo atinge o tamanho de 0,2 mm, mas 

seu tamanho máximo e a quantidade de FF variam entre as espécies (FAHIMINIYA 

e GERARD, 2010). O FF o é principal componente (95 % em bovinos) nas espécies 

que apresentam grandes folículos ovulatórios, (RODGERS et al., 2001).  

Entretanto, a maneira pela qual o fluido acumula-se no antro ainda não é 

conhecida claramente (FAHIMINIYA e GERARD, 2010). O FF contém moléculas 

osmoticamente ativas, produzidas pelas células da granulosa, suficientemente 

grandes para não sairem livremente desse ambiente, que podem gerar um 

diferencial osmótico e então recrutar fluidos, eletrólitos e moléculas sanguíneas do 

estroma vascularizado que circunda o antro. Proteoglicanos, glicosaminoglicanos, 

ácido hialurônico e sulfato de condroitina são fortes candidatos para a criação deste 

gradiente osmótico necessário para a formação e o crescimento do antro (CLARKE 

et al., 2006). 

O desenvolvimento folicular ocorre com bastante facilidade, em condições 

endócrinas basais, até que os folículos estejam quase totalmente desenvolvidos. Isto 

sugere que, antes da fase de recrutamento, o crescimento folicular pode ser 

regulado por fatores internos do ovário e não somente através de interações 

hipotálamo-pituitárias. No entanto, os folículos não parecem ter a capacidade de se 

desenvolver definitivamente a menos que sejam expostos a sinais específicos no 

momento em que, normalmente, se tornariam atrésicos (HIRSHFIELD, 1991). 

A incidência de folículos em atresia não é distribuída uniformemente ao 

longo do desenvolvimento folicular e, ocorre com mais freqüência, durante um curto 

período, pouco antes do crescimento final do folículo, antes de atingir o tamanho 

ovulatório. Em outras palavras, os folículos parecem "esbarrar em uma barreira" que 

apenas alguns conseguem ultrapassar. O tamanho em que eles se deparam com 

essa parede tem relação direta com o tamanho ovulatório de cada espécie 

(HIRSHFIELD, 1991). 

O papel de algumas proteínas envolvidas no processo da foliculogênese já 

tem sido descrito por alguns autores e pode variar desde a regulação da liberação 

de gonadotropinas (DE AGOSTINI, 2006), sinalização do oócito e função das células 

do cumulus em folículos pré-ovulatórios (WATSON et al., 2012), atividades 

biológicas relevantes para o desenvolvimento embrionário como adesão celular, 

ligação a fatores de crescimento e regulação da apoptose (FARACH-CARSON;  

CARSON, 2007) e, ainda, a fertilização do oócito (BAYASULA et al., 2013). 
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Apesar da grande importância do processo de formação do FF, expansão do 

antro e crescimento folicular, há uma grande escassez de literatura sobre estes 

temas (RODGERS et al., 2001). 

 

2.5 Fluido Folicular 

 

O FF é um fluido extracelular complexo, semi-viscoso, de cor amarela, que 

se acumula no antro dos folículos ovarianos durante a sua fase de crescimento. É o 

único ambiente ao qual são expostas as células do compartimento avascular do 

folículo (células da granulosa e oócito), onde o complexo cumulus-oócito amadurece 

e as células da granulosa se diferenciam (FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010). É o meio 

essencial para o crescimento e a maturação das células ovarianas somáticas e 

germinativas e contém substâncias envolvidas na diferenciação celular, qualidade do 

gameta, ruptura da parede folicular (FAHIMINIYA et al., 2011) e luteinização 

(RICHARDS; GADSBY; ALMOND, 1994). 

A composição do FF resulta da combinação de secreções das células da 

teca, da granulosa, em menor contribuição do oócito, bem como a partir da 

transferência de constituintes do plasma sanguíneo que atravessam a barreira 

hemato-folicular pelos capilares da teca e pelo compartimento vascular na parede do 

folículo (FORTUNE, 1994). Em decorrência disto, existem similaridades notáveis 

entre a composição proteica do FF e do plasma sanguíneo (JARKOVSKA et al., 

2010). 

O FF contém fatores produzidos localmente pelas células foliculares 

(FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010) que produzem e secretam esteróides, fatores de 

crescimento e outros fatores peptidérgicos no interior do folículo (FORTUNE; 

RIVERA; YANG, 2004). A produção destas substâncias varia durante os diferentes 

estágios reprodutivos (FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010) e está diretamente 

relacionada à atividade metabólica das células ovarianas, refletindo o status 

fisiológico do folículo (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). Além disso, pode ser uma 

fonte rica em proteínas úteis como biomarcadores de prognóstico e diagnóstico de 

patologias que atingem a fertilidade (JARKOVSKA et al., 2010). 

A composição do fluido de folículos dominantes é um fiel indicador da 

atividade secretora e do metabolismo das células foliculares e, portanto, pode estar 

relacionada com a maturação e qualidade folicular (KIM et al., 2006). Em 1993, 
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Spitzer et al., utilizando 2D-PAGE, compararam pela primeira vez o perfil proteico do 

FF humano em folículos maduros e imaturos. Com o avanço das técnicas de 

abordagem proteômica, cada vez mais elas têm sido utilizadas na pesquisa 

reprodutiva para este fim. 

Além disso, o FF é encontrado, após a ovulação, no local de fertilização 

(FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010). In vitro, ele é capaz de aumentar a motilidade 

espermática, especialmente quando é oriundo de folículos maduros, e de estimular a 

capacitação e reação acrossomal. Favorece ainda a chegada dos espermatozoides 

ao local da fecundação através da presença de agentes quimiotáticos (EISENBACH, 

1999). 

O aumento da utilização das técnicas de reprodução assistida, como a 

produção de embriões in vitro, se dá através da utilização de meios de cultura que 

melhor reproduzam as condições fisiológicas. A seleção de oócitos de qualidade 

necessita da identificação de marcadores moleculares presentes no FF. Entretanto, 

a complexidade de sua composição, bem como as características fisiológicas 

individuais, torna esta tarefa bastante difícil (FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010). 

A quantidade de oxigênio dissolvido no FF, por exemplo, está fortemente 

relacionada à qualidade do oócito e sua capacidade de produzir um embrião, o que 

justifica o aumento da vascularização do folículo dominante até a ovulação 

(FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010). A glicose, por sua vez, representa a maioria dos 

carboidratos do FF e é a principal fonte de energia para o metabolismo ovariano pela 

via anaeróbica. Sua concentração aumenta com o crescimento do folículo (ORSI et 

al., 2005). A composição lipídica do FF (triglicerídeos, fosfolipídios, colesterol) é 

menor em relação ao plasma e decresce durante o crescimento folicular, mas 

aumenta na fase pré-ovulatória (SUCHANEK et al., 1988). A lipoproteína de alta 

densidade (HDL) está presente em grande quantidade no FF e sua concentração 

tem relação com o status fisiológico do folículo (REVELLI et al., 2009). 

O FF também contém inúmeros aminoácidos que podem ser utilizados pelas 

células foliculares e oócitos como fonte de energia e em diversas rotas metabólicas. 

Suas concentrações costumam ser superiores ou semelhantes as do plasma 

(GÉRARD et al., 1998). Vários destes aminoácidos são agentes redutores e 

protegem as células da ação de radicais livres e, frequentemente, são adicionados 

aos meios de cultura de oócitos para acelerar o processo de maturação 

(KOBAYASHI; LEE; FUKUI, 2006).  
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In vivo, o FF encontra-se isolado da circulação através da barreira hemato-

folicular, composta pela parede dos capilares sanguíneos, pela espessura das 

camadas das células da granulosa e teca e pela membrana basal que as separa. 

Esta barreira é permeável e permite a passagem rápida de aminoácidos e algumas 

proteínas da circulação sanguínea para o antro (FAHIMINIYA e GERARD, 2010). As 

proteínas plasmáticas com peso molecular de até 500 kDa são capazes de difundir-

se livremente para o interior do folículo (PAYER, 1975). Entretanto, a passagem de 

componentes que apresentam peso molecular acima de 100 kDa torna-se 

progressivamente mais restrita (CLARKE et al., 2006). 

Nos folículos antrais de mamíferos, o oócito é envolto por compactas 

camadas de células do cumulus, formando o complexo cumulus-oócito (COC) que, 

quando é destinado à ovulação, se expande em resposta ao aumento das 

gonadotropinas. Neste momento, as células do cumulus começam a proliferar e 

tornam-se uma extensa matriz extracelular viscoelástica. A matriz do cumulus 

expandido tem demonstrado facilitar a extrusão de oócitos dos folículos, durante a 

ovulação, e proporcionar um microambiente essencial durante a fertilização de 

oócitos in vivo (TANGHE et al., 2002). Observa-se uma correlação positiva entre a 

área de expansão do cumulus e a taxa de maturação de oócitos, bem como entre o 

grau de expansão do cumulus in vitro e a capacidade de desenvolvimento do oócito 

em várias espécies animais (SCHOEVER; COLENBRANDER; ROELEN; 2007). 

Durante a produção de embriões suínos in vitro, a adição de fluido folicular 

porcino ao meio de cultura de maturação favorece a expansão do cumulus, 

contribuindo para o sucesso da maturação de oócitos. Isto não surpreende, uma vez 

que, a expansão do COC ocorre no interior do antro folicular, que é preenchido com 

FF (BIJTTEBIER et al., 2009). A expansão do cumulus in vitro pode também ser 

alcançada através da substituição do FF pelo plasma sanguíneo, porém em menor 

escala. O ácido hialurônico, produzido pelas células do cumulus, é o principal 

componente da matriz e, o equilíbrio entre várias proteínas de ligação, é 

indispensável para que a expansão ocorra (BIJTTEBIER et al., 2008). 

O oócito amadurece em meio ao FF rico em hormônios, fatores de 

crescimento, citocinas, fatores anti-apoptóticos, polissacarídeos, proteínas diversas, 

entre outros fatores. Entretanto, até agora, o estudo de moléculas individuais não 

revelou marcadores confiáveis de maturação do oócito e fertilização bem sucedida 

(JARKOVSKA et al., 2010). Provavelmente, a qualidade dos oócitos não está 
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relacionada com uma única molécula, mas sim com o equilíbrio entre inúmeros 

componentes (FAHIMINIYA; GÉRARD, 2010).  

Sendo assim, a implementação de técnicas como a proteômica pode ser 

extremamente benéfica para monitorar as complexas redes reguladoras, envolvidas 

na fisiologia do ovário e na resposta à estimulação exógena, e para fornecer grupos 

relevantes de biomarcadores específicos em medicina reprodutiva (JARKOVSKA et 

al., 2010). A determinação do perfil protéico do FF da égua irá contribuir 

significativamente ao melhor entendimento da fisiologia ovariana e possibilitar o 

controle do crescimento e do desenvolvimento folicular (FAHIMINIYA et al., 2011). 

 

2.6 Proteínas do Fluido Folicular 

 

A descoberta de que a ação hormonal é mediada por receptores específicos, 

presentes nas células foliculares, cujo tipo e número variam com o desenvolvimento 

folicular, pode explicar como folículos em diferentes estágios podem responder, de 

forma diferente, ao mesmo estímulo gonadotrófico. Mais recentemente, o foco das 

pesquisas voltou-se para o microambiente dos folículos e as mudanças necessárias 

para proporcionar a regulação folicular (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). 

O início do crescimento folicular é uma das fases do desenvolvimento que 

parece depender de alterações no microambiente do folículo. O ovário apresenta um 

reservatório de folículos primordiais que se esgota, gradual e regularmente, quando 

os folículos iniciam o crescimento. Os mecanismos envolvidos nesse processo são 

pouco conhecidos. A maneira com que um folículo individual "sabe" que deve iniciar 

o crescimento é um exemplo disto. Sugere-se que essa ativação pode ser 

controlada pelo equilíbrio entre os fatores inibidores e estimuladores e depende de 

mudanças no equilíbrio interno do microambiente de cada folículo (FORTUNE; 

RIVERA; YANG, 2004). A relação entre o oócito e as células da granulosa do 

cumulus é outro exemplo da importância desse microambiente. Os sinais 

provenientes do oócito causam a diferenciação deste subconjunto de células por 

uma via de desenvolvimento diferente das células da granulosa murais (EPPIG, 

2001). 

O FF acumula-se no antro folicular desde a fase inicial do seu 

desenvolvimento. Durante a foliculogênese, os folículos tornam-se mais permeáveis 

às proteínas do plasma, resultando em um número maior de proteínas do sangue 
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atravessando a barreira hemato-folícular. Assim, são bastante notáveis as 

semelhanças entre a composição proteica do FF e do sangue, apesar dos processos 

seletivos de transporte (MOOS et al., 2009).  

A maioria (83%) das proteínas presentes no FF apresenta localização 

extracelular. Provavelmente, estas proteínas sejam provenientes do sistema 

circulatório ou secretadas pelas células foliculares. Entretanto, as demais, 

encontram-se na região intracelular (citoplasma, citoesqueleto, núcleo ou 

membrana) sugerindo que, durante o desenvolvimento folicular, algumas das células 

do folículo são danificadas e acabam por lançar seus componentes celulares no 

interior do FF (FAHIMINIYA et al., 2011). Outras evidências sugerem ainda que a 

formação da cavidade folicular pode ser resultante da morte de células da granulosa, 

através da força osmótica exercida pelo DNA e, seu acúmulo, também pode causar 

alguns danos celulares (RODGERS e IRVING-RODGERS, 2010). 

Em estudo sobre as proteínas presentes no FF de éguas, Fahiminiya et al. 

(2011) classificam as proteínas em 18 grupos, segundo suas funções moleculares. 

Os dois grupos mais abundantes, que compreendem 25% das proteínas, são 

compostos por aquelas envolvidas na imunidade e defesa (14%), e as relacionadas 

com processos de transporte (11%). Além disso, um número substancial de 

proteínas inibidoras de proteases séricas (por exemplo, alfa-1-antiprotease) também 

foi identificado. Em contraste, as proteínas envolvidas no metabolismo lipídico-

esteroidal, ou com o sistema reprodutivo, representam apenas 6% e 2%, 

respectivamente.  

A maioria das proteínas encontradas no FF são proteínas plasmáticas e, a 

maior parte delas, são proteínas da fase aguda da inflamação (APPs). Elas são 

secretadas pelo fígado em resposta fisiológica à inflamação como, por exemplo, 

amilóide A-4, fatores do sistema complemento, fatores de coagulação (fibrinogênio, 

plasminogênio, protrombina), Alfa-1-antiprotease, Alfa-1-antiquimotripsina, Alfa-2 

antiplasmina, Alfa-2 macroglobulina, ceruloplasmina, haptoglobina, heparina cofator 

2 e hemopexina (HANRIEDER et al., 2008). 

Os níveis elevados de APPs, identificados no FF de mulheres, suportam a 

hipótese de que o sistema imunológico está crucialmente envolvido na 

foliculogênese e que a ovulação pode ser considerada como uma reação 

inflamatória (HANRIEDER et al., 2008). As doze proteínas de maior abundância no 

FF humano são: albumina, IgG, transferina, fibrinogênio, IgA, R2-macroglobulina, 
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IgM, R1-antitripsina, haptoglobina, glicoproteína R1-ácida e apolipoproteína A-I e A-II 

(JARKOVSKA et al., 2010). Além disso, a apolipoproteína A-IV (LEE et al., 2005) e a 

haptoglobina (SCHWEIGERT et al., 2006), também foram identificadas no FF de 

mulheres. Verificou-se a presença de picos de peptídeos relacionados com 

diferentes fases de desenvolvimento folicular, entre os quais, estava a 

apolipoproteína A-I (LIU et al., 2007). 

É evidente que apenas informações limitadas têm sido descobertas sobre o 

FF e que nem todos os seus componentes foram identificados até então. Além 

disso, e ainda mais importante, é bastante claro que suas funções fisiológicas na 

reprodução, bem como suas relações com algumas causas de infertilidade, 

permanecem absolutamente desconhecidas (JARKOVSKA et al., 2010). 

 

2.6.1 Albumina 

 

A albumina é um polipeptídeo, sintetizado no fígado, composto de 585 

aminoácidos e com peso molecular aproximado de 66 kDa (SHAMAY et al., 2005; 

TOUSSAINT et al., 2005). É a proteína extracelular mais abundante do sangue 

(SHAMAY et al., 2005) e apresenta importante papel na ligação e transporte de 

várias moléculas biologicamente ativas (PETERS, 1985). Sua expressão extra-

hepática foi descrita em outros tecidos como nas células epiteliais ovarianas 

humanas (VARRICCHIO; STROMBERG, 1994). 

Em búfalas, sua concentração no plasma sanguíneo é significativamente 

menor do que no FF. Isto sugere uma importante atividade no transporte de 

componentes do plasma para o interior dos folículos, necessários para a ligação de 

alguns compostos químicos, como minerais, envolvidos em várias funções 

fisiológicas, tais como crescimento e maturação folicular (ARSHAD et al., 2005) e na 

transferência de alguns produtos específicos, como esteróides, para a circulação 

geral (DUCOLOMB et al., 2013). 

A albumina sérica, quando associada à queratina, ou mesmo 

separadamente, pode favorecer a quebra da vesícula germinativa, contribuindo com 

melhores resultados na técnica de fertilização in vitro (DUCOLOMB et al., 2013). 

Além disso, a albumina no FF parece ainda desempenhar um papel importante na 

proteção dos oócitos ao dano oxidativo, também contribuindo com o melhor 

desempenho dessa mesma técnica (OTSUKI et al., 2012). 
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2.6.2 Alfa-1-antiprotease 2 (A1AT2) 

 

A A1AT2 é uma proteína composta por 394 aminoácidos com um ácido 

glutâmico no terminal amino, um c-terminal de lisina e um único resíduo de cisteína. 

Esta estrutura incomum deve-se ao fato de que, em sua forma natural, a A1AT2 

pode apresentar-se em um estado reduzido, com seu grupo tiol livre, servindo como 

um protetor contra oxidantes que podem inativar sua função inibitória (TRAVIS; 

SALVESEN, 1983). 

No FF de mulheres, a A1AT2 apresenta um importante papel na regulação 

da maioria das proteases. Considera-se que esta proteína seja capaz de realizar um 

acurado balanço na atividade proteases/antiproteases no FF, controlando a 

degradação da ECM, inflamação, cicatrização e coagulação durante a maturação 

folicular, a ovulação e a formação do CL (BIANCHI et al., 2013). A A1AT2 apresenta 

menores níveis no FF de folículos com oócitos maduros e, por esse motivo, pode ser 

considerada um marcador negativo da qualidade oocitária (REVELLI et al., 2009). 

A ocorrência de polímeros de A1AT2 em folículos maduros, associados a 

lesões de espécies reativas de oxigênio (ROS), está intimamente relacionada aos 

processos inflamatórios que ocorrem durante ovulação, já que, a polimerização da 

A1AT2 e sua consequente inativação como inibidor de protease, resultam na perda 

fisiológica do balanço proteólise/inibição da proteólise resultando na ruptura do 

folículo e liberação do oócito. Assim, a A1AT2 pode exercer um papel central na 

maturação folicular e na regulação do momento do lançamento do oócito maduro 

(BIANCHI et al., 2013). 

A interação direta entre proteínas inibidoras da tripsina, como a A1AT2, e o 

ácido hialurônico (HA) desempenha um importante papel na organização e 

estabilização da expansão da matriz extracelular do cumulus (cECM) após um 

estímulo ovulatório (CHEN et al., 1996). Apesar disto, o preciso envolvimento da 

A1AT na maturação folicular e oocitária e na ovulação tem sido pouco investigado e, 

assim, análises futuras serão necessárias para esclarecer a contribuição desta 

proteína para a fertilidade (BIANCHI et al., 2013). 

 

2.6.3 Apolipoproteína A-1 (APOA-1) 
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A Apolipoproteina é a principal lipoproteína integrante do colesterol de alta 

densidade, o HDL (BRESNIHAN et al., 2004), apresenta peso molecular de 

aproximadamente 30 KDa (UniProtKB/Swiss-Prot), e é descrita como uma APP 

negativa (BRESNIHAN et al., 2004). A APOA-1, juntamente com enzimas 

antioxidantes, possui importante papel na determinação das propriedades anti-

inflamatórias do HDL, que evita a oxidação do colesterol de baixa densidade (LDL), 

cujos produtos são altamente pró-inflamatórios (NAVAB et al., 2001).   

A APOA-1 é considerada como um inibidor específico da ativação de 

monócitos e da interleucina-1β (IL1β), uma potente citocina pró-inflamatória, 

mediada por contato (HYKA et al., 2001). Geralmente, durante a inflamação não 

tratada, os níveis séricos da APOA-1 e HDL diminuem rapidamente a valores 

mínimos, mais baixos do que os apresentados por indivíduos normais (PARK et al., 

1999) e, desta forma, correlacionam-se inversamente com a atividade inflamatória 

(BRESNIHAN et al., 2004). Em contrapartida, no local da inflamação, os níveis de 

APOA-1 geralmente tendem a aumentar (ANANTH; PRETE; KASHYAP, 1993). 

Adicionalmente, as lipoproteínas podem inibir a ligação do complemento em 

membranas-alvo (TOUSSAINT et al., 2005). 

Em estudo sobre o papel do FF e de subfrações de HDL na capacitação de 

espermatozoides humanos, Hamdi et al. (2010) demonstraram que as partículas de 

HDL estão envolvidas na hiperativação dos espermatozoides e efluxo de colesterol e 

as sugerem como sendo os primeiros receptores de colesterol celular. A capacitação 

espermática desempenha um papel fundamental na fertilização. As alterações 

lipídicas aumentam a fluidez da membrana e induzem a exteriorização de sítios de 

ligação para zona pelúcida, permitindo a reação acrossomal e fertilização (GAMZU 

et al., 1997). O FF humano é considerado um eficiente agente de capacitação 

(KULIN et al., 1994), induzindo a primeira etapa do transporte reverso de colesterol, 

também chamado de efluxo de colesterol celular, a partir dos espermatozoides, no 

qual as partículas de HDL desempenham um papel-chave (HAMDI et al., 2010). 

O principal fator de ativação espermática é mediado por uma fração específica 

de macromoléculas, com massa molecular de aproximadamente 250 kDa, 

denominada de SPAP (“proteína ativadora de esperma”), descrita como um 

complexo composto pela apolipoproteína A1, imunoglobulinas e albumina, que 

desempenha importante papel na fecundação natural e no tratamento da infertilidade 

(AKERLOF et al., 1991).  
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Todas as proteínas que compõem o SPAP, quando analisadas separadamente, 

demonstram efeitos menores sobre a motilidade espermática. Entretanto, o 

mecanismo pelo qual o SPAP induz a ativação espermática permanece 

desconhecido. As pequenas quantidades desse complexo, necessárias para a 

ativação, sugerem um mecanismo mediado por um receptor ou enzima de ligação. O 

SPAP age sobre o conteúdo de ATP espermático, porém, não está claro que o 

aumento da motilidade ocorra através desta via (AKERLOF et al., 1991). 

Ao estudar o efeito do tratamento com APOA1 em pacientes com 

aterosclerose, Wang et al. (2013) concluíram que esta proteína exerce um efeito 

inibidor, in vivo e in vitro, sobre a MMP2 e outras citocinas inflamatórias, diminuindo 

sua expressão e liberação. As MMPs são responsáveis pela degradação da ECM e 

consequente ruptura da placa aterosclerótica, processo que agrava a doença e 

resulta em trombose. Assim, as propriedades antioxidantes da APOA1, demonstram 

ter importante papel de proteção contra esta doença. 

O receptor de progesterona (RPG), nas células da granulosa dos folículos pré 

ovulatórios, é ativado pelo hormônio luteinizante (LH) e, sua isoforma RPG-A, tem 

papel fundamental para a ovulação. Sabe-se que a expressão gênica de APOA-1 é 

primariamente regulada pelo RPG-A. Uma vez que a APOA-1 tem papel conhecido 

na regulação da angiogênese, sugere-se que a relação APOA1/RPG pode estar 

envolvida no processo de neovascularização dos folículos, necessário para dar início 

à ovulção (SRIRAMAN; SINHA; RICHARDS, 2010). 

As apolipoproteínas, presentes em muitos complexos proteicos e 

lipoproteicos, têm demonstrado ter uma relação direta com a reprodução (VON 

WALD et al., 2010). Sua ação no FF parece ir além da relação com o tráfico de 

colesterol e triglicerídios, mas compreende também estímulo mitogênico e 

angiogênico, com consequente relação no desenvolvimento folicular (VON OTTE et 

al., 2006), transporte de precursores de esteroides e, ainda, importante papel na 

proteção e consequente maturação do oócito (VON WALD et al., 2010).  

O mecanismo de maturação do oócito mediado pela APOA ainda não está 

bem compreendido. Sua complexa distribuição pode sugerir uma função folicular 

específica. Sabe-se que o conteúdo de apolipoproteínas no FF está diretamente 

relacionado com a concentração de gonadotrofinas. A APOA1 apresenta efeitos 

antioxidantes que protegem o oócito de injúrias tóxicas, através da ação anti-

inflamatória local, semelhantes aos sistêmicos, inibindo a formação de lipídios 
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oxidados pró-inflamatórios, favorecendo o desenvolvimento fisiológico dos oócitos e 

melhorando o potencial de fertilização. Desta forma, o conteúdo de apolipoproteína 

no FF pode ser considerado um marcador para a produção de oócitos maduros 

(VON WALD et al., 2010). 

 

2.6.4 Gelsolina 

 

A gelsolina é uma proteína de aproximadamente 80 KDa, cuja principal fonte 

são os músculos esqueléticos e, em menor quantidade, músculos lisos e fígado. É a 

única proteína de vertebrados que está presente tanto no citoplasma quanto na 

forma secretada (KWIATKOWSKI et al., 1988). É membro da superfamília das 

proteínas de ligação da actina, que exibem uma ampla gama de funções regulatórias 

desta proteína (YIN et al., 1981) e, por isso, é considerada como um regulador 

multifuncional da dinâmica da actina (NAG et al., 2013). Foi identificada pela 

primeira vez como um agente capaz de transformar extratos de macrófagos, a partir 

de géis viscosos, em fluidos solúveis, posteriormente creditado a sua capacidade 

cálcio-sensível de romper a actina (YIN et al., 1981).  

Existem oito proteínas da superfamília Gelsolina conhecidas em mamíferos, 

entre elas, a própria gelsolina (NAG et al., 2013). Esta proteína está presente no 

citoplasma e mantem-se em estado inativo até ser necessária para a regulação da 

actina (DOS REMÉDIOS et al., 2003). A ligação de íons cálcio ativa a gelsolina 

abrindo as travas que estabilizam sua estrutura inativa (NAG et al., 2013). O cálcio é 

o regulador mais bem estudado da atividade da gelsolina e provoca grandes 

rearranjos conformacionais durante sua ativação (WANG et al., 2009).  

A gelsolina plasmática é um importante componente do sistema de 

eliminação da actina, e tem a capacidade de remover os filamentos de actina 

extracelular, que podem causar obstruções de pequenos vasos, coágulos, 

inflamação, ativação de proteases e levar à lesão endotelial (LEE; GALBRAITH, 

1992). A gelsolina é clivada e degradada pela maioria das MMPs. Este processo 

resulta em uma perda considerável da sua atividade de despolimerização dos 

filamentos. Isto sugere que as MMPs têm a capacidade de enfraquecer o sistema de 

eliminação de actina extracelular e, portanto, estão envolvidos em condições 

patológicas induzidas pelo acúmulo desta proteína (PARK et al., 2006). Além disso, 



34 

 

alterações na dinâmica da actina podem tanto aumentar, quanto diminuir os níveis 

de ROS (GOURLAY; AYSCOUGH, 2005). 

No FF, a gelsolina foi previamente identificada em humanos, onde também 

está relacionada com a remoção da actina (LEE; GALBRAITH, 1992). Este processo 

pode explicar as baixas concentrações de gelsolina neste meio quando comparadas 

ao plasma sanguíneo em cadelas (FAHIMINIYA et al., 2010). No ovário de 

camundongos, a gelsolina é encontrada predominantemente nas células da teca 

externa e estroma, e participa do processo contrátil e morfogenético que ocorre 

durante o desenvolvimento folicular e ovulação, modulando a atividade da 

actomiosina ATPase (TEUBNER et al., 1994).  

 

2.6.5 POM 121-ZP3 Fusion (POMZP3) 

 

A POMZP3 humana é um curioso transcrito bipartido de RNA, derivado de 

um gene homólogo ao POM 121 do rato (uma proteína de poro de membrana 

nuclear) e da ZP3 (receptor de ligação espermática à zona pelúcida). A região 5’ 

desta fusão é 77% idêntica ao final 5’ da região codificadora da POM 121 no rato e 

aparece representada como uma duplicação parcial do gene codificador humano 

homólogo ao gene deste roedor. O final 3’ da POM-ZP3 transcrita é 99% idêntica à 

ZP3 e parece ter surgido a partir de uma duplicação dos últimos quatro exons desta 

proteína (KIPERSZTOK et al., 1995). 

As glicoproteínas da zona pelúcida (ZP) apresentam importante papel no 

desenvolvimento do oócito e biologia do gameta. A ZP é uma matriz sulfatada 

glicoproteica acelular translúcida que circunda os oócitos dos mamíferos e executa 

um importante papel mediando passos críticos durante a fertilização. Ela age de 

forma espécie-específica para ligação do espermatozoide ao oócito, induzindo a 

exostose acrossomal dos espermatozoides ligados à zona, previne a poliespermia e 

apresenta importante papel na proteção do blastocisto pré-implantado (BUKOVSKY, 

et al., 2008).  

A zona pelúcida consiste de longos filamentos compostos por duas 

glicoproteínas, chamadas de ZP2 e ZP3, que são ligadas através de uma terceira 

proteína, chamada de ZP1. A presença de ambas (ZP2 e ZP3) é essencial para a 

arquitetura da ZP durante o crescimento do oócito e fertilização (WASSARMAN et 

al., 2004). A ZP3 possui um receptor responsável pela ligação do espermatozoide 
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com a zona pelúcida em oócitos de ratos não fertilizados (BLEIL; WASSARMAN, 

1980). 

A POM 121 é um dos componentes que integram o complexo de poros 

nucleares (CPN) em células de vertebrados (FUNAKOSHI et al., 2007). O CPN 

consiste em uma união de grandes proteínas que mediam o tráfico molecular entre o 

citoplasma e o núcleo. Isto ocorre duas vezes durante o ciclo celular dos 

metazoários: após a mitose e durante a interfase. A POM 121 é uma proteína de 

poro de membrana indispensável para a fase inicial da interfase (FUNAKOSHI et al., 

2011). 

Estas duplicações parciais, de ZP3 humana e do gene POM121, tiveram 

como resultado uma fusão de transcrição, POMZP3, que é expressa em vários 

tecidos humanos, incluindo ovário e testículos (KIPERSZTOK et al., 1995). 

Entretanto, a proteína resultante desta alteração gênica não apresenta funções 

descritas até então. 

  

2.6.6 Transferrina 

 

A transferrina plasmática pertence à família de glicoproteínas de ligação a 

metais, com peso molecular entre 76 e 81 kDa, cuja função principal é o transporte 

de ferro no plasma de vertebrados (BAILEY, 1988). A transferrina humana é 

composta por uma única cadeia polipeptídica, contendo 679 resíduos de 

aminoácidos, estabilizados por 19 pontes dissulfureto. É organizada em dois lóbulos 

homólogos. Cada um deles contém um sítio de ligação de alta afinidade ao íon ferro, 

compostos por cerca de 330 resíduos de aminoácidos, ligados por um curto 

peptídeo espaçador flexível (PARKKINEN et al., 2002). 

Como a maioria das proteínas plasmáticas, o principal local de síntese da 

transferrina é o fígado (SCHAEFFER et al., 1987). Outros locais extra-hepáticos 

importantes de expressão desta proteína também já foram relatados, tais como, 

células de Sertoli (SKINNER; GRISWOLD, 1980), cérebro (TU et al., 1991), músculo, 

linfócitos, medula óssea, glândula salivar, baço, gânglios linfáticos, placenta, 

coração e pulmão (ALDRED et al., 1987) e ovários (BRIGGS et al., 1999). Além 

disso, são descritas, ainda, a lactotransferrina, secretada no leite pela glândula 

mamária (MAZURIER et al., 1983), a ovotransferrina, proteína da clara do ovo 

expressa e secretada pelo oviduto (JELTSCH; CHAMBON, 1982) e a 
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melanotransferrina, proteína que se liga à membrana dos melanócitos (ROSE et al., 

1986). Possivelmente, enquanto a transferrina plasmática, produzida a partir das 

fontes hepáticas, atinge a maioria dos tecidos transportando o ferro, em outras 

zonas alvo, de difícil acesso pelo plasma, a transferrina é produzida localmente 

(BRIGGS et al., 1999). 

As células da granulosa são capazes de sintetizar sua própria transferrina, 

que é translocada para o oócito por endocitose (BRIGGS et al., 1999). De maneira 

semelhante, os espermatócitos capturam a transferrina ligada ao ferro, sintetizada 

pelas células de Sertoli, de forma a compensar o crítico transporte de ferro através 

da barreira hemato-testicular (SKINNER; GRISWOLD, 1980). Considerando o papel 

crucial da transferrina no desenvolvimento da célula germinativa masculina, não é 

surpreendente que esta proteína também possa desempenhar importante papel no 

desenvolvimento folicular, uma vez que, durante a espermatogênese, ela é 

produzida pelas células de Sertoli, homólogas às células da granulosa (BRIGGS et 

al., 1999).  

Nos folículos, a transferrina desempenha funções além do transporte de 

ferro. Esta proteína influencia o desenvolvimento folicular agindo como um fator de 

crescimento (DE JONG; DIJK; EIJK, 1990) uma vez que, como quelante do ferro, é 

capaz de reduzir a geração de ROS, que causam atresia folicular (TILLY, 1998). 

Existem evidências que relacionam as concentrações de transferrina no FF com o 

grau de maturidade folicular e esteroidogênese (ENTMAN et al., 1987). Desta forma, 

é frequente a utilização desta proteína em meios de cultura (EPPIG; SCHROEDER, 

1989). 

A transferrina e seu receptor são expressos no ovário de mulheres e 

camundongos. Observa-se um aumento gradual da transferrina no interior das 

células da granulosa e oócitos, em estágios mais avançados do desenvolvimento 

folicular. No cumulus, a presença desta proteína aumentou juntamente com a 

ampliação da cavidade antral e foi inexpressiva nas células da granulosa murais. 

Nos folículos primordiais, nem os oócitos nem as células da pré-granulosa 

apresentaram evidências da expressão da transferrina (BRIGGS et al., 1999).  

A transferrina é uma proteína que apresenta alta afinidade com o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF) (OESTERREICHER et al., 2005). O sistema 

IGF apresenta um importante papel na foliculogênese, uma vez que altera as 

concentrações de fatores intrafoliculares, entre o futuro folículo dominante e os 
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subordinados, e conduz a dominância folicular (seleção) e a ovulação nas éguas 

(GINTHER et al., 2004). Além disso, o aumento dos níveis celulares de ferro reforça 

a expressão de algumas MMPs (MAIRUAE; CONNOR; CHEEPSUNTHORN, 2011). 

Em éguas, as MMPs são secretadas no FF durante o desenvolvimento folicular e 

imediatamente antes da ovulação e parecem ser fundamentais para que ela ocorra 

(RILEY et al., 2004). 

Na circulação, a maior parte dos fatores de crescimento semelhantes à 

insulina (IGFs), proteínas de ligação ao IGF (IGFBP), e proteases IGFBP estão 

ligadas em complexos de alto peso molecular (BAXTER; MARTIN; BENIAC, 1989), 

capazes de modular as propriedades de ligação a IGF e a estabilidade das IGFBPs 

(OESTERREICHER et al., 2005), prolongar a meia-vida do IGF e controlar o seu 

transporte para tecidos alvo, agindo como um reservatório circulante de IGFs 

(BAXTER; MARTIN; BENIAC, 1989). 

A interação entre a transferrina, o plasminogênio e a IGFBP-3 está presente 

em muitos destes complexos, que podem apresentar peso molecular de até 440 kDa 

(OESTERREICHER et al., 2005). Estas estruturas podem interferir na sobrevivência 

celular, no controle do crescimento celular e, ainda, aumentar a absorção celular de 

IGFBP-3, através de receptores de transferrina (ZWAD et al., 2002). Além disso, 

estes complexos circulantes protegem a IGFBPs da proteólise e evitam a perda de 

IGF por filtração glomerular, além de modular a migração, proliferação e apoptose 

de células extravasculares (WEINZIMER et al., 2001). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zwad%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11801256
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PERFIL PROTEICO DO FLUIDO FOLICULAR DURANTE A FOLICULOGÊNESE 

DA ÉGUA 

 

RESUMO 

 

O fluido folicular (FF) é um líquido extracelular complexo que se acumula no 

antro dos folículos ovarianos durante o seu desenvolvimento. É o meio essencial 

para o crescimento e a maturação das células ovarianas somáticas e germinativas e 

contém substâncias envolvidas na diferenciação celular, maturação do oócito, 

qualidade do gameta, ruptura da parede folicular e luteinização. O estudo de seus 

componentes é fundamental para um melhor entendimento dos mecanismos que 

envolvem a dinâmica folicular na espécie equina. O objetivo deste trabalho foi 

comparar o perfil proteico do maior folículo, e entre o maior e o segundo maior 

folículo, em diferentes momentos do desenvolvimento folicular. Para este estudo, 

quarenta ovários, oriundos de vinte éguas Crioulas, não gestantes e cíclicas, foram 

coletados durante a estação reprodutiva, em um abatedouro. Antes do abate, as 

éguas foram divididas em quarto grupos de acordo com o diâmetro folicular, 

ecotextura uterina (EU) e presença de corpo lúteo (CL): G 15 (emergência) (n = 3) 

folículos até 15 mm, EU  1, CL  20 mm; G 20 (divergência) (n = 9) folículos entre 

20 e 25 mm, EU 1-2, CL 15-20 mm; G 30 (dominância) (n = 4) folículos entre 30 e 35 

mm, EU  2, CL  15 mm; G 40 (pré-ovulatória) (n = 4) folículos  40 mm, EU 2-3, 

CL  15 mm.  Após o abate, os ovários foram coletados e o FF dos dois maiores 

folículos foi aspirado. A técnica de 2D-PAGE foi realizada, em duplicata, utilizando 
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gel de acrilamida a 12%. Os géis foram corados com Comassie Brilliant Blue R-250, 

escaneados e analisados, utilizando o PDQuest software, para determinar a 

densidade óptica dos spots. A identificação proteica foi realizada através de 

espectometria de massa (MS). Um total de 43 spots foi observado. Sete spots, 

representando cinco proteínas (albumina, apolipoproteína A-1, gelsolina, transferrina 

e α-1-antiproteinase 2), apresentaram diferenças (P˂0,05) na expressão, no FF do 

maior folículo, nos diferentes grupos. Um spot, representado pela proteína POMZP3, 

demonstrou diferença (P=0,018) em sua expressão, entre o maior e o segundo 

maior folículo, nos diferentes grupos. E, por fim, um spot, identificado como a 

proteína α-1-antiproteinase 2, apresentou interação (P=0,047) entre o maior e o 

segundo maior folículo e as diferentes fases da foliculogênese. Os resultados deste 

trabalho demonstram que o perfil proteico do FF difere durante o desenvolvimento 

folicular e que, as maiores alterações, são observadas a partir da dominância. Além 

disso, provavelmente, algumas destas proteínas, bem como suas correlações, 

tenham grande importância nos eventos que ocorrem durante a foliculogênese. 

 

 

Palavras-chave: proteômica; albumina; apolipoproteína A-1; gelsolina; transferrina; 

alfa-1-antiprotease 2; POMZP3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

PROTEIN PROFILE OF FOLLICULAR FLUID DURING FOLLICULOGENESIS OF 

THE MARE 

 

ABSTRACT 

 

The follicular fluid (FF) is a complex extracellular fluid that accumulates in the antrum 

follicles during the follicular development. It is the essential medium for the growth 

and maturation of somatic and germ ovarian cells and contains substances involved 

in cell differentiation, oocyte maturation, gamete quality, rupture of the follicle wall 

and luteinization. The study of its components is crucial for a better understanding of 

the mechanisms involved in follicular dynamics in mares. The objective of this study 

was to determine the protein profile of the largest follicle and among the largest and 

the second largest follicle at different stages of follicular development. In this study, 

40 ovaries from 20 non pregnant Criollo cycling mares were collected during the 

breeding season in an abattoir. Before slaughter, the mares were divided into four 

groups according to follicular diameter, uterine ecotexture (UE) and the presence of 

corpus luteum (CL): G 15 (emergence) (n = 3), follicles up to 15mm, EU  1, CL  20 

mm; G 20 (deviation) (n = 9), follicles between 20 and 25 mm, EU 1-2, CL 15-20 mm; 

G 30 (dominance) (n = 4), follicles between 30 e 35 mm, EU  2, CL  15 mm; G 40 

(ovulation) (n = 4), follicles  40 mm, EU 2-3, CL  15 mm. After slaughter, the 

ovaries were collected and the FF of the two largest follicles was aspirated. The 

technique of 2D-PAGE was performed in duplicate using 12% acrylamide gel. 

Gels were stained with Comassie Brilliant Blue R-250, scanned and analyzed using 

the PDQuest software to determine the optical density of the spots. Protein 

identification was performed by mass spectrometry (MS). A total of 43 spots was 

observed. Seven spots representing five proteins (albumin, apolipoprotein A-1, 

gelsolin, transferrin e α-1-Antitrypsin 2) showed differences (P˂0.05) in 

expression, the FF of the largest follicle in the different groups. One spot, 

represented by POMZP3 protein showed a difference (P=0.018) in expression 

between the largest and second largest follicle in the different groups. Finally, one 

spot, identified as the protein α-1-antitrypsin 2, showed interaction (P=0.047) 

between the largest and second largest follicle. The results of this study 

demonstrated that the protein profile of FF differs during follicular development 
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and that the largest changes are observed from the dominance. Also probably 

some of these proteins, as well as their correlations, have great importance in the 

events that occur during folliculogenesis. 

 

Keywords: proteomic; albumin; apolipoproteín A-1; gelsolin; transferrin; alfa-1-

antitrypsin 2; POMZP3. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

Compreender o desenvolvimento folicular das diferentes espécies é de 

grande importância para o estudo da reprodução uma vez que é o folículo quem 

proporciona um ambiente ótimo para a maturação do oócito, preparando-o para a 

subsequente fertilização, após a ovulação. O conhecimento pleno destes 

mecanismos fisiológicos é fundamental para que ocorra o aperfeiçoamento ou 

desenvolvimento de novas técnicas para manipular a função reprodutiva dos animais 

domésticos (FAHIMINIYA e GERARD, 2010). 

O fluido folicular (FF) é um líquido extracelular complexo, semi-viscoso, de 

cor amarela, que se acumula no antro dos folículos ovarianos durante a sua fase de 

crescimento. É o único ambiente ao qual são expostas as células do compartimento 

avascular do folículo (células da granulosa e oócito), onde o complexo cumulus-

oócito amadurece e as células da granulosa se diferenciam (FAHIMINIYA e 

GÉRARD, 2010), contém substâncias envolvidas na diferenciação celular, qualidade 

do gameta, ruptura da parede folicular (FAHIMINIYA et al., 2011) e luteinização 

(RICHARDS; GADSBY; ALMOND, 1994).  

O FF é caracterizado por uma grande complexidade proteica e uma ampla e 

dinâmica gama de proteínas que dificultam sua análise (BIANCHI et al., 2013). Até 

então, o estudo de moléculas individuais não revelou marcadores confiáveis de 

qualidade e maturação do oócito e fertilização bem sucedida (JARKOVSKA et al., 

2010). É bastante provável que estes fatores não estejam relacionados, 

isoladamente, com uma única molécula, mas com o equilíbrio entre inúmeros 

componentes (FAHIMINIYA; GÉRARD, 2010). 

Técnicas como a proteômica podem ser extremamente benéficas para a 

compreensão das complexas redes reguladoras, envolvidas na fisiologia ovariana e 

na resposta à estimulação exógena, e para fornecer grupos relevantes de 

biomarcadores específicos em medicina reprodutiva (JARKOVSKA et al., 2010). 

Além disso, possibilitam o aperfeiçoamento e o desenvolvimento de novas técnicas 

reprodutivas, tanto na espécie equina (FAHIMINIYA et al., 2011) quanto em 

humanos, uma vez que, devido à similaridade em diversas características da 

dinâmica folicular, a égua demonstrou ser um modelo experimental útil para o estudo 

da foliculogênese da mulher, com a vantagem de apresentar folículos maiores 

(GINTHER et al., 2004). 
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Desde seu desenvolvimento, a eletroforese bidimensional em gel de 

poliacrilamida (2D-PAGE) tem sido a técnica de eleição para a pesquisa de 

proteínas em células, tecidos e líquidos, uma vez que promove uma análise proteica 

de alta resolução (CELIS e GROMOV, 1999). O avanço desta técnica tem permitido 

a realização de análises proteômicas do FF de espécies como bovinos 

(MORTARINO et al., 1999), suínos (BIJTTEBIER et al., 2009), caninos (FAHIMINIYA 

et al., 2010) e equinos (FAHIMINIYA et al., 2011). A 2D-PAGE é hoje um valioso 

método em pesquisa proteômica e, seguida de digestão proteica em gel e 

identificação através da espectrometria de massa (MS), provou ser uma 

ferramenta confiável para o rastreio de proteínas (HANRIEDER et al., 2008). 

Na espécie equina, o perfil proteico do FF, nas diferentes fases do 

desenvolvimento folicular, ainda é pouco estudado. Este trabalho objetivou comparar 

o perfil proteico do FF do maior folículo e entre o maior e o segundo maior folículo, 

em diferentes fases do desenvolvimento folicular (emergência, divergência, 

dominância e fase pré-ovulatória), e estabelecer possíveis correlações entre as 

proteínas identificadas. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

Foram utilizadas 20 éguas da raça Crioula, não gestantes, cíclicas, com idade entre 

3 e 12 anos e condição corporal (ECC) ≥ 3 (MALSCHITZKY et al., 2001), 

selecionadas após a chegada em um abatedouro comercial de equinos, com 

inspeção federal, localizado em Pelotas, RS. O projeto (Nº 13378) foi aprovado pela 

Comissão de Pesquisa Favet UFRGS. 

 

Exame clínico 

Antes do abate, todas as éguas foram submetidas à palpação retal e 

ultrassonografia para avaliação do útero e dos ovários. Foi mensurada a dimensão 

dos dois maiores folículos, para posterior aspiração, e do corpo lúteo (CL), e 

avaliado o escore de ecotextura uterina (EU), segundo Ginther (1995), em 1 

(ausência de edema/diestro), 2 (edema intermediário) ou 3 (edema máximo/estro). 
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As éguas que apresentavam acúmulo de líquido intrauterino não foram utilizadas no 

experimento. Foi considerado acúmulo a presença de área hipoecóica maior que 10 

mm de diâmetro (ADAMS et al, 1987). 

 

Classificação das éguas 

As éguas foram classificadas em quatro grupos, de acordo com os achados 

ultrassonográficos, especificados abaixo:  

G15 (emergência) (n = 6): Éguas com folículos de até 15mm, EU ˂ 2 e CL ativo ( 

20 mm).  

G20 (divergência) (n = 7): Éguas com folículos entre 20 e 26 mm, EU 2 – 2.5 e CL 

identificável (entre 16 a 26 mm). 

G30 (dominância) (n = 4): Éguas com folículos entre 30 e 38 mm, EU ˃ 2.5 e CL de 

difícil identificação (16 mm).   

G40 (pré-ovulatória) (n = 3): Éguas com folículos 40 mm, EU ˃ 2.5 e CL de difícil 

identificação (16 mm). 

 

Coleta de sangue e dosagem de progesterona 

Após a avaliação reprodutiva, foi coletada uma amostra de sangue de cada 

égua, através da venopunção da veia jugular, com auxílio de uma agulha 25 x 0,8 e 

um tubo a vácuo (Becton, Dickinson Vacutainer) sem anticoagulante. As amostras 

foram centrifugadas a 500 X g durante 20 minutos e, o soro, armazenado em tubos 

criogênicos estéreis, com capacidade para 2 mL (Techno Plastic Products AG, 

Suíça), a uma temperatura de -20°C, para posterior dosagem hormonal. 

A concentração de progesterona (PG) plasmática foi determinada através da 

técnica de quimioluminescência utilizando o aparelho de automação IMMULITE 

1000 Systems, SIEMENS. A sensibilidade foi de 0,13 mg/mL. O coeficiente de 

variação intra-ensaio foi de 16% (0,93 mg/mL), 7,9% (1,9mg/mL), 8,1% (4,3mg/mL) e 

6,3% (7,9mg/mL) respectivamente, enquanto o coeficiente de variação inter-ensaio 

foi de 16% (0,8 mg/mL), 10% (1,7 mg/mL), 7,9% (3,9mg/mL) e 7,2% (5,8mg/mL) 

respectivamente. 
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Abate e coleta do trato reprodutivo e coleta de Líquido Folicular 

As éguas foram abatidas de forma humanitária e, o trato reprodutivo, 

recuperado em cerca de 10 minutos após o abate. Os ovários foram separados do 

útero, identificados quanto ao lado (esquerdo ou direito), e dissecados. 

Os folículos foram medidos através do uso de um paquímetro e, com o 

auxílio de uma seringa e de uma agulha 25 x 0,8, os dois maiores folículos foram 

aspirados para a obtenção do FF. As amostras foram colocadas em frascos 

criogênicos e armazenadas em nitrogênio líquido para o transporte até o laboratório, 

onde foram submetidas à centrifugação a 1.500 X g, durante uma hora, a 4°C e, 

imediatamente, armazenadas em um freezer -80°C. 

 

Eletroforese Bi-dimensional 

Antes de realizar a eletroforese, as amostras foram descongeladas e 

novamente centrifugadas a 10.000 x g, por 1 hora, a 4oC. O sobrenadante foi 

armazenado em frascos criogênicos, em alíquotas de 50 l, também em freezer a -

80oC, até a utilização. A quantidade de proteínas totais foi determinada, segundo o 

método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina como padrão. A 

eletroforese bi-dimensional foi realizada de acordo com O’Farrell et al. (1977), 

modificada por Rodnight, Zamani, Tweedale (1988).  

 

Primeira Dimensão 

A eletroforese de primeira dimensão, para determinar a focalização 

isoelétrica, foi realizada em gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE) em gel 

tubular de acrilamida a 3,5%. Os géis foram confeccionados em capilares de vidro 

de 15 cm de comprimento e 1 mm de diâmetro interno. Para produzir 50 mL de gel, 

27,6 g de uréia foram diluídas em 15 mL de água ultra pura (Milli-Q®, Millisul, Porto 

Alegre, Brasil) a 60oC. A esta solução, foram adicionados 5,65 mL de acrilamida 

(solução estoque a 30%), 0,250 mL de anfólitos 2-4 (Servalyt®, SERVA 

Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha), 0,250 mL de anfólitos pH 5-7 (AmpholineTM, 

GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), 2 mL de anfólitos pH 3-10 
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(PharmalyteTM), 1mL de Igepal (CA-630, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 0,083 mL 

de TEMED (TEMED 100%, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) e água 

ultra pura q.s.p. Imediatamente após a adição de persulfato de amônio a 10%, os 

capilares foram preenchidos com a solução do gel até 3,5 cm da extremidade, 

através de sucção realizada com uma seringa de 1 mL, acoplada a um cilindro de 

látex, conectado na extremidade do capilar. Os géis permaneciam em banho-maria a 

37oC por 2 horas para polimerização. Em cada capilar foram aplicados 100 μg de 

proteína, adicionados de uma solução de preparo da amostra (uréia a 9 M, lisina a 

12,5 nM, SDS a 7 nM, Igepal a 4% e 2β-mercaptoetanol a 2%) e marcador de 

corrida (Cytochrome C, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As corridas foram realizadas 

utilizando uma fonte EPS 3501 (Amersham Pharmacia), com voltagem máxima de 

800 V, amperagem máxima de 10 mA e potência de 0,125 W por capilar e eram 

interrompidas quando o marcador (banda de citocromo C) atingia 7,5 cm de 

migração (2-3 horas). Os tubos capilares eram retirados da cuba, identificados e 

estocados em freezer a -20oC, até a realização da etapa de segunda dimensão.   

 

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para a realização da segunda dimensão, a eletroforese foi realizada em 

placas de gel (SDS-PAGE), com sistema de tampão descontínuo, que separa as 

proteínas pelo seu peso molecular.  Os géis tubulares foram retirados do capilar, 30 

segundos após a retirada do freezer, sob aplicação de leve pressão, utilizando uma 

seringa de 5 mL acoplada a um tubo de látex, conectado em uma das extremidades 

do capilar. Os géis foram colocados, sob agitação, em tampão de equilibração de 

SDS adicionado de 2β-mercaptoetanol, por 20 minutos, em temperatura ambiente. 

Os géis de segunda dimensão foram confeccionados entre placas de vidro de 20 x 

18 cm. A solução do gel de corrida SDS-PAGE era composta de 12% de acrilamida, 

1% de SDS, 0,375 M de Tris-HCl pH 8,8 e 10% de persulfato de amônio. A 

confecção dos géis em placas de vidro foi realizada segundo a técnica descrita por 

O’Farrell (1975). A corrida foi realizada com máximo de 125 V e 20 mA por placa, até 

o marcador (Bromophenol Blue, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), adicionado ao 

tampão superior de corrida, atingir 3 cm do final da placa (6-7 horas). 
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Coloração e Secagem 

Os géis foram corados por aproximadamente 18 horas em uma solução de 

Comassie (Comassie Brilliant Blue R-250, Affymetrix/USB, Cleveland, EUA) (0,15%), 

metanol (53%) e ácido acético glacial (7%). Para a evidenciação das bandas 

proteicas, a descoloração era realizada, sob agitação, em solução fixadora (metanol 

a 53%, ácido acético glacial a 7%), pelo mínimo de 4 horas, ou até obter 

transparência suficiente. A equilibração era realizada em solução de secagem 

(metanol a 50%, ácido acético glacial a 1%) por 2 horas, aproximadamente. Os géis 

foram estocados entre duas lâminas de celofane, em duplicata. 

 

Quantificação das Bandas Proteicas  

Os géis foram escaneados (Hewlet-Packard 6100C, Palo Alto, EUA) e 

analisados por um software (PDQuest®, versão 8.0.1; Bio-Rad) para a verificação da 

frequência e da densidade óptica relativa das bandas proteicas, medida em pixels. A 

medição foi expressa pela porcentagem relativa de pixels, sendo que 100% 

representa o total de uma área definida, constante para cada gel e cada banda 

corresponde a uma porcentagem do total. 

 

Espectrometria de Massa (MS) 

A identificação das proteínas foi realizada pela técnica de MS. As bandas 

proteicas que apresentaram diferença significativa, quanto à densidade óptica 

relativa e/ou à frequência foram recortadas do gel e digeridas com tripsina, de 

acordo com Shevchenko et al. (1996). O sequenciamento dos peptídeos foi 

realizado no Laboratório Uniprote-MS, do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 

através do sistema de separação de partículas em escala nano (UPLC 

nanoACQUITY®, Waters, Milford, EUA), acoplado a um espectrômetro de massa (Q-

TOF MicroTM, Waters, Milford, EUA). As sequências obtidas foram comparadas para 

correspondência com o banco de dados disponível na internet, no sítio 

http://www.swissprot.com. 

 

 

http://www.swissprot.com/
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Análise Ontológica das Proteínas 

Foi realizada a análise ontológica das proteínas do FF que demonstraram 

diferença significativa, no maior folículo, entre os diferentes grupos, com a finalidade 

de verificar suas funções moleculares, seus processos biológicos e suas 

localizações. Para isso, utilizou-se o programa Strap 1.5 (Cardiovascular Proteomics 

Center; Boston University School of Medicine).  

 

Análise Estatística 

Os dados foram analisados utilizando ANOVA. As densidades ópticas de 

cada banda proteica foram transformadas em arco-seno, sendo a variável 

dependente. As variáveis independentes foram grupo, maior folículo (F1), segundo 

maior folículo (F2) e suas interações. O efeito do diâmetro folicular sobre o perfil 

proteico do FF foi testado. Cada gel foi considerado como uma unidade 

experimental. Foram realizados 2 géis por égua (F1 e F2). As diferenças entre as 

médias foram calculadas através do teste Student-Newmann-Keuls e considerou-se 

significativa a diferença de P < 0,05. Utilizou-se o modelo linear generalizado (GLM) 

do pacote estatístico SAS (Statistical Analysis System). 

 

4. RESULTADOS 

 

A Tabela 1 expressa a distribuição das éguas conforme os grupos e as 

respectivas variações do diâmetro do maior folículo, do Corpo Lúteo (CL), do escore 

uterino (EU) e da concentração plasmática de progesterona (PG). 

 
Tabela 1. Distribuição das éguas em seus respectivos grupos e parâmetros 
utilizados para a classificação (tamanho F1, EU e dimensão do CL) e dosagem de 
progesterona plasmática. 

GRUPO n F1 (mm) CL (mm) EU P4 (ng/mL) 

15 6 8-15 28-56 1 – 2 8,1-12,7 

20 7 22-26 17-26 2 – 2.5 6,7-12,6 

30 4 33-38 10-16 2 – 3 0,6-7,3 

40 3 41-55 ˂ 15  2.5 – 3 0,6-0,7 
n: número de animais por grupo; F1: diâmetro do maior folículo (mm); CL: diâmetro do corpo lúteo 
(mm), P4: progesterona plasmática. 
 

Foi avaliado um total de 48 géis do FF do F1 (5 do G15, 17 do G20, 8 do 

G30 e 8 do G40). Dois géis que não apresentaram boa resolução não foram 

avaliados e foram retirados do experimento (um gel do G15 e um gel do G20). Um 
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total de 43 spots foi observado nos géis. Destes, nove foram submetidos à MS e 

representaram seis proteínas (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1. A imagem superior, à esquerda, produzida pelo software PDQuest, representa o máster gel, 
com o número total de spots encontrados nos géis de FF bruto de éguas e, os spots circulados, são 
aqueles que demonstraram diferença na expressão em qualquer um dos grupos ou folículos. São 
eles: 1. albumina (spot 5904), 2. gelsolina (spot 3902); 3. transferrina (spot 6901); 4. POMZP3 (spot 
1801); 5. albumina (spot 7801); 6. α-1-antiprotease 2 (spot 8601); 7. α-1-antiprotease 2 (spot 8501); 8. 
albumina (spot 4501); 9. apolipoproteína A1 (spot 5101). As proteínas que foram identificadas estão 
denominadas segundo suas abreviações presentes na base de dados www.swissprot.com. Os spots 
estão numerados de acordo com os dados fornecidos pelo PDQuest software. A imagem inferior, à 
direita representa um dos géis produzidos durante este experimento e, apenas para fins ilustrativos, a 
imagem tridimensional, também produzida pelo PDQuest software, demonstra os picos das proteínas 
que compõem a cadeia de  α-1-antiprotease 2. 
 

 
 

O nome de cada proteína e de seu respectivo gene, bem como a frequência 

de aparecimento em todos os géis, está expresso na Tabela 2. 
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Tabela 2. Proteínas identificadas no FF bruto de éguas, separadas por 2D-PAGE (pI: 
3-10; PM: 10-200 KDa). 

SPOT Gene N° de 
Acesso 

Nome da Proteína Frequencia (%)                    
G15     G20     G30      G40 

4501 ALBU P35747 Serum albumin 100         82 100 100 

5904 ALBU P35747 Serum albumin 60 47 38 63 

7801 ALBU P35747 Serum albumin 100 100 100 100 

5101 APOA1 P02648 Apolipoprotein A-1 80 76 50 100 

8501 A1AT2 P38029 α-1-antiprotease 2 80 53 75 38 

8601 A1AT2 P38029 α-1-antiprotease 2 100 82 100 88 

3902 GELS Q28372 Gelsolin 00 59 50 63 

6901 TRFE P27425 Serotransferrin 60 53 63 38 

1801 POZP3 Q6PJE2 POM121-ZP3 fusion 80 88 88 100 

O número do spot foi produzido pelo PDQuest software. Gene, N° de acesso e nome da proteína 
referem-se ao nome do gene, ao número de acesso e nome presentes na base de dados 
www.swissprot.com, respectivamente. A Frequência refere-se ao aparecimento dos spots nos géis, 
nos diferentes grupos, expressa em %. 

 

 

Sete spots, representando cinco proteínas (albumina, apolipoproteína A-1, 

gelsolina, transferrina e α-1-antiproteinase 2), apresentaram diferenças (P ˂ 0,05) na 

expressão, no fluido do maior folículo, nos diferentes grupos (Figura 3). Um spot, 

representado pela proteína POMZP3, demonstrou diferença (P = 0,018) em sua 

expressão, entre o maior e o segundo maior folículo, a partir da divergência (Figura 

4A). E, por fim, um spot, identificado como a proteína alfa-1-antiprotease 2, 

apresentou interação (P = 0,047) entre o maior e o segundo maior folículo, nos 

diferentes grupos (Figura 4B). 
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Figura 3. Expressão (%) da A: gelsolina, B: albumina, C: apolipoproteína A-1, D: albumina, E: 

transferrina, F: albumina e G: alfa-1-antiprotease 2, no maior folículo (F1), nos diferentes grupos 

experimentais (G15, G20, G30 e G40). a, b (P ˂ 0,05), letras diferentes representam diferenças 

significativas. 

 

 

 

 

Figura 4A e 4B. Expressão proteica (%) da POMZP3 (P = 0,018) e da A1AT2 (P = 0,047), 
respectivamente, no maior (F1) e no segundo maior (F2) folículo, nos diferentes grupos experimentais 
(G15, G20, G30 e G40).  

 

 



52 

 

Ontologia gênica das proteínas do FF  

Verificou-se que as proteínas que demonstraram diferença significativa entre 

o F1, nos diferentes grupos, participam em processos biológicos envolvendo 

regulação (27%), localização (27%), processos celulares (18%), resposta a 

estímulos (10%), processos metabólicos (9%), entre outros (9%). A maior parte 

destas proteínas está envolvida em funções moleculares de ligação (80%) e, as 

demais, de regulação enzimática (20%). Da mesma forma, grande parte das 

proteínas encontradas apresenta localização extracelular (80%), enquanto apenas 

uma (20%) apresenta localização intracelular, conforme demonstra a Tabela 3. 

 

Tabela 3. Ontologia gênica e definição de processos biológicos, funções moleculares 
e localização celular das proteínas identificadas no FF de éguas, que demonstraram 
diferença significativa durante as diferentes fases do desenvolvimento folicular, 
realizada através STRAP (Software Tool for Rapid Annotation of Proteins). 

Proteína Processos biológicos Função 

molecular 

Localização 

Albumina Processos celulares 

Localização 

Regulação 

Ligação Extracelular 

Complexo macromolecular 

Gelsolina Regulação 

Organização de 

componentes celulares 

Ligação Intracelular 

Citoesqueleto 

ApoA-1 Processo metabólico 

Localização 

Processo celular 

Ligação Extracelular 

Transferrina Regulação 

Localização 

Ligação Extracelular 

A1AT2 Resposta a estímulos Regulação 

enzimática 

Inibição 

enzimática 

Extracelular 
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5. DISCUSSÃO 

 

Comparar as características de folículos dominantes e subordinados pode 

fornecer informações valiosas sobre os importantes mecanismos para a seleção 

bioquímica do folículo dominante (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). Além disso, 

pode contribuir para a identificação de proteínas com potencial capacidade de 

influenciar a qualidade do oócito e o desenvolvimento folicular, contribuindo para o 

sucesso das técnicas de fertilização (JARKOVSKA et al., 2010). 

A maioria das proteínas identificadas no fluido folicular (FF) deste estudo 

também está presente no plasma sanguíneo. Durante o processo de maturação, 

verifica-se um aumento progressivo da permeabilidade da barreira hemato-folicular e 

uma maior difusão de proteínas plasmáticas para o interior do folículo (HANRIEDER 

et al., 2008). São também encontradas no FF proteínas específicas, de produção 

local, muitas das quais ainda não foram associadas com maturação folicular ou 

oocitária. Todas estas proteínas, juntamente com suas vias de regulação, podem 

desempenhar um papel fundamental no processo reprodutivo (JARKOVSKA et al., 

2010). 

O aumento do aporte sanguíneo ao folículo dominante, em relação ao seu 

maior subordinado, inicia cerca de dois dias antes da divergência entre suas taxas 

de crescimento (ACOSTA et al., 2004) e continua até a ovulação (GINTHER, 2007). 

A presença de fatores angiogênicos, de crescimento endotelial, no fluido do folículo 

dominante, demonstra sua capacidade de controlar o próprio aporte sanguíneo 

(ACOSTA et al., 2004). Entretanto, embora seja provável que a dominância 

morfológica seja precedida da bioquímica (alterações que ocorrem enquanto ele 

ainda tem o mesmo tamanho dos demais), a ausência de diferença entre suas 

dimensões torna difícil estudar o folículo dominante antes da divergência 

(FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004).  

Corroborando com nossos achados, grande parte das proteínas plasmáticas 

encontradas no FF são proteínas da fase aguda (APP), secretadas em excesso pelo 

fígado como resposta fisiológica à inflamação. Os níveis elevados destas proteínas 

no FF suportam a hipótese de que o sistema imunológico está crucialmente 

envolvido na foliculogênese e que a ovulação pode ser considerada como uma 

reação inflamatória (HANRIEDER et al., 2008). O processo associado à ovulação 

tem uma reação de síntese de citocinas inflamatórias no interior do folículo, já que, a 
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ruptura da parede folicular necessita da presença de enzimas proteolíticas que 

degradem a matriz extracelular (ECM) (FAHIMINIYA; GÉRARD, 2010). Os 

resultados encontrados neste experimento suportam a hipótese inflamatória, uma 

vez que foram identificadas oito APPs no FF das éguas e, destas, quatro 

demostraram ter importância durante a foliculogênese (transferrina, albumina, alfa-1-

antiprotease (A1AT2) e apolipoproteína A-1 (APOA1)).  Além disso, a gelsolina, 

proteína que também está envolvida em eventos inflamatórios, e a POMZP3, 

também apresentaram importantes papéis durante este processo. 

A transferrina plasmática, produzida a partir de fontes hepáticas, tem como 

função primária o transporte de ferro para a maioria dos tecidos (BAILEY, 1988). 

Entretanto, em zonas alvo de difícil acesso pelo plasma, a transferrina é produzida 

localmente (BRIGGS et al., 1999). No presente estudo, esta proteína apresentou 

maior expressão no G30, momento em que se estabelece a dominância e o folículo 

começa a se preparar para os eventos ovulatórios. 

A inflamação é acompanhada por alterações profundas na distribuição de 

ferro (WEISS, 2009), demonstrando que a homeostase de ferro e a imunidade estão 

intimamente relacionadas e que o ferro pode ser considerado um imunomodulador.  

Sua presença potencializa a resposta inflamatória e, por sua vez, seus agentes 

quelantes atenuam a inflamação (ZAGER; JOHNSON; HANSON, 2004). Estes 

efeitos são atribuídos, principalmente, à sua capacidade de potencializar ou reduzir 

a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) (KOHCHI, et al., 2009). O ROS 

é gerado durante o metabolismo oxidativo mitocondrial como resposta celular à 

xenobióticos, citocinas e invasão bacteriana. O estresse oxidativo refere-se ao 

desequilíbrio causado pelo excesso de ROS devido à incapacidade da célula em 

produzir um antioxidante eficaz (RAY; HUANG; TSUJI, 2012). 

Nos folículos, a transferrina desempenha funções diretamente relacionadas 

com o desenvolvimento folicular (DE JONG; DIJK; EIJK, 1990). Como quelante do 

ferro, esta proteína reduz a geração de ROS, que causam atresia folicular, agindo 

então como um fator de crescimento (TILLY, 1998). Por este motivo, as 

concentrações de transferrina no FF estão intimamente relacionadas com o grau de 

maturidade folicular e esteroidogênese (DE JONG; DIJK; EIJK, 1990). As células da 

granulosa sintetizam sua própria transferrina, que é transportada para o oócito 

através da endocitose (BRIGGS et al., 1999). 
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A albumina é uma proteína que apresenta níveis mais elevados no FF do 

que no plasma sanguíneo. Isto sugere um transporte ativo, a partir do sangue para 

os folículos, de compostos que podem ser necessários para várias funções 

fisiológicas, como o crescimento e a maturação folicular (ARSHAD et al., 2005). 

Assim, não foi surpreendente que nesta pesquisa esta proteína, em suas diferentes 

isoformas, tenha aparecido com grande intensidade durante quase todas as fases 

do desenvolvimento folicular (G15, G30 e G40). Isso sugere que o crescimento 

folicular não parece ter efeito sobre o conteúdo de albumina no FF (ARSHAD et al., 

2005). 

Além disso, a albumina desempenha um papel importante na proteção dos 

oócitos ao dano oxidativo (OTSUKI et al., 2012) e, quando associada à queratina ou 

separadamente, pode favorecer a quebra da vesícula germinativa, contribuindo com 

melhores resultados na técnica de fertilização in vitro (DUCOLOMB et al., 2013). O 

aumento da permeabilidade vascular do folículo próximo à ovulação, resulta no 

aumento das concentrações desta proteína no FF (OTSUKI et al., 2012) o que 

poderia explicar o aumento da expressão da albumina nos momentos que precedem 

a ovulação (G40), verificado em nossos achados. 

No FF, a alfa-1-antiprotease 2 (A1AT2) foi destacada por ter um importante 

papel no balanço da atividade proteases/antiproteases, controlando a degradação 

da ECM, inflamação, cicatrização e coagulação durante a maturação folicular, a 

ovulação e a formação do CL (BIANCHI et al., 2013). O microambiente do complexo 

cumulus-oócito (COC), bem como os eventos específicos que ocorrem no interior de 

COCs de folículos pré-ovulatórios, são essenciais para a formação adequada da 

ECM, rica em ácido hialurônico (HA), crítica para a ovulação. Assim, proteínas de 

ligação ao HA, como inibidores da tripsina, e fatores associados, parecem ser 

componentes essenciais para a formação e estabilização da matriz expandida que, 

por sua vez, é imprescindível para a liberação do COC (RICHARDS, 2005). Isto 

pode explicar o aumento da A1AT2 a partir da dominância folicular (G30). 

As apolipoproteínas, presentes em muitos complexos proteicos e 

lipoproteicos, têm demonstrado uma relação direta com a reprodução (VON WALD 

et al., 2010). A apolipoproteína A-1 (APOA-1) é considerada como um inibidor 

específico da ativação de monócitos e da interleucina-1β (IL1β) mediada por contato 

(HYKA et al., 2001). Geralmente, durante uma inflamação não tratada, os níveis 

séricos da APOA-1 e HDL diminuem rapidamente a valores mínimos, mais baixos do 
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que os apresentados por indivíduos normais (PARK et al., 1999). Em contrapartida, 

no local da inflamação, os níveis de APOA-1 geralmente tendem a aumentar 

(ANANTH; PRETE; KASHYAP, 1993). 

No FF, a ação da APOA1 parece ir além da relação com o tráfego de 

colesterol e triglicerídios, mas compreende também estímulo mitogênico e 

angiogênico, com consequente relação com o desenvolvimento folicular (VON OTTE 

et al., 2006), transporte de precursores de esteroides e, ainda, importante papel na 

proteção ao dano oxidativo, através da ação anti-inflamatória local, e consequente 

maturação do oócito. Desta forma, o conteúdo de apolipoproteína no FF pode ser 

considerado um marcador para a produção de oócitos maduros (VON WALD et al., 

2010). Nossos achados corroboram com esta ideia já que, a maior expressão desta 

proteína na fase pré-ovulatória (G40), em relação a todos os demais grupos deste 

trabalho, pode estar relacionada com o processo inflamatório que ocorre no folículo 

dominante, em decorrência da ovulação, e com a proteção do oócito neste 

momento. 

In vitro, o FF é capaz de aumentar a motilidade espermática e estimular a 

capacitação e reação acrossomal, especialmente quando é oriundo de folículos 

maduros. Além disso, favorece a chegada dos espermatozoides ao local da 

fecundação através da presença de agentes quimiotáticos (EISENBACH, 1999). No 

momento da ruptura do folículo, o FF é transportado juntamente com o COC e atinge 

o local da fecundação (FAHIMINIYA e GÉRARD, 2010). As partículas de HDL 

presentes no FF, como a APOA1, estão envolvidas na hiperativação dos 

espermatozoides e efluxo de colesterol da membrana plasmática e são 

consideradas os primeiros receptores de colesterol celular (HAMDI et al., 2010). De 

acordo com nossos resultados, é possível que isso aconteça pela presença, em 

maior quantidade, da APOA1 no FF dos folículos próximo ao momento da ovulação, 

justificando sua maior expressão no G40. 

A gelsolina foi previamente identificada no FF humano e está relacionada 

com a organização dos filamentos de actina, cuja presença causa dano tecidual 

(LEE; GALBRAITH, 1992). No ovário de camundongos, foi encontrada 

predominantemente nas células da teca externa e estroma e apresenta importante 

papel no processo contrátil e morfogenético que ocorre durante o desenvolvimento 

folicular e ovulação (TEUBNER et al., 1994). Este trabalho é o primeiro relato da 

presença da gelsolina no FF de éguas. Esta proteína apresentou-se em maior 
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quantidade no folículo dominante próximo à ovulação (G40), reforçando sua íntima 

relação com o processo inflamatório, necessário para a ovulação ocorrer. 

A POMZP3 humana é um curioso transcrito bipartido de RNA, derivado de 

um gene homólogo ao da POM 121 (uma proteína de poro de membrana nuclear) e 

da ZP3 (receptor de ligação espermática à zona pelúcida), e é expressa em vários 

tecidos humanos, incluindo ovário e testículos (KIPERSZTOK et al., 1995). 

Isoladamente, a POM121 é uma proteína indispensável para a fase inicial da 

interfase (FUNAKOSHI et al., 2011), enquanto a ZP3 possui um receptor 

responsável pela ligação do espermatozoide à zona pelúcida (BLEIL; 

WASSARMAN, 1980). Entretanto, a proteína resultante desta alteração gênica não 

apresenta funções descritas até então. Este é o primeiro relato da presença da 

POMZP3 no FF de éguas. A maior expressão desta proteína no fluido do folículo 

dominante em relação ao seu maior subordinado, encontrada neste trabalho, pode 

sugerir esta proteína como um possível marcador do folículo dominante. 

O estudo de moléculas individuais não foi capaz de revelar marcadores 

confiáveis de maturação do oócito e fertilização bem sucedida (JARKOVSKA et al., 

2010). Provavelmente, a qualidade dos oócitos não está relacionada com uma única 

molécula, mas sim com o equilíbrio entre inúmeros componentes (FAHIMINIYA; 

GÉRARD, 2010). Sendo assim, técnicas como a proteômica são de extrema 

importância e de grande contribuição para monitorar as complexas redes 

reguladoras, envolvidas na fisiologia do ovário e na resposta ao estímulo exógeno. 

Além disso, pode contribuir para a elucidação de biomarcadores específicos em 

medicina reprodutiva (JARKOVSKA et al., 2010). 

Seguindo esta ideia, o estudo das possíveis interações entre as proteínas 

que demonstraram ter importância em qualquer uma das fases do desenvolvimento 

folicular, foi considerado um fator relevante neste estudo. A utilização de 

ferramentas e bases de dados contribuiu para a melhor compreensão das possíveis 

vias de ação entre cada uma das proteínas, que corroboraram com os achados 

deste trabalho. São eles STRING, STRAP, METACORE E SWISSPROT. Com o 

auxílio da bioiformática, foi possível concluir que algumas proteínas estão fortemente 

correlacionadas e que estas interações são de suma importância para muitos dos 

processos que envolvem o desenvolvimento folicular, conforme ilustrado na Figura 

5. 
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Figura 5. Modelo hipotético que ilustra as interações entre algumas das proteínas que demonstraram 

diferença significativa na expressão, nas diferentes fases do desenvolvimento folicular, e outros 

compostos envolvidos durante a foliculogênese. FSH (hormônio folículo estimulante), LH (hormônio 

luteinizante), ALBU (albumina), APOA1 (apolipoproteína A1), A1AT2 (α-1-antiproteinase 2), GELS 

(gelsolina), TRFE (transferrina), IGF (fator de crescimento semelhante à insulina), MMP 

(metaloproteinase), TNF (fator de necrose tumoral). 

 

Segundo os achados desta pesquisa, é possível que, uma das vias que dê 

início ao processo de maturação folicular seja o estímulo do FSH na produção de 

transferrina. Considerando a homologia entre as células da granulosa e as células 

de Sertolli (BRIGGS et al., 1999), é possível supor que, assim como o FSH 

desempenha importante papel na regulação da produção de transferrina pelas 

células de Sértoli, resultando no aumento da produção desta proteína por estas 

células (KARZAI; WRIGHT, 1992), ele também possa apresentar ação semelhante 

em relação às células da granulosa, durante o desenvolvimento folicular. 

A transferrina apresenta alta afinidade com o IGF (OESTERREICHER et al., 

2005), que desempenha importante papel na dominância folicular e ovulação em 

éguas (GINTHER et al., 2004). Na circulação, a maior parte das IGFs encontram-se 

ligadas em complexos de alto peso molecular (BAXTER; MARTIN; BENIAC, 1989), 

capazes de modular suas propriedades de ligação, estabilidade (OESTERREICHER 

et al., 2005), meia-vida e transporte para tecidos alvo, agindo como um reservatório 
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circulante (BAXTER; MARTIN; BENIAC, 1989). A transferrina e o plasminogênio 

estão presentes em muitos destes complexos, com peso molecular de até 440 kDa 

(OESTERREICHER et al., 2005). Desta forma, a transferrina ligada à IGF é capaz 

de controlar a ação e aumentar a absorção deste fator de crescimento através de 

receptores para a transferrina (ZWAD et al., 2002). Além disso, evita a perda das 

IGFs por proteólise ou filtração glomerular (WEINZIMER et al., 2001). 

Em decorrência de sua função primária de transporte do ferro (BAILEY, 

1988), e a consequente relação com os eventos inflamatórios, a transferrina tem a 

capacidade de potencializar a ação do fator de necrose tumoral (TNF) (PANDEY et 

al., 2007), que regula a produção das metaloproteinases (MMPs), através do 

estímulo à expressão gênica destas proteínas (MURDOCH; MCDONNEL, 2002). O 

aumento dos níveis celulares de ferro reforça a expressão de algumas MMPs 

(MAIRUAE; CONNOR; CHEEPSUNTHORN, 2011). Isto também pode ser resultado 

da ligação entre a transferrina e outras moléculas, como as IGFs, por exemplo, 

aumentando a quantidade de ferro livre no interior do folículo. Em éguas, as MMPs 

são secretadas no FF durante o desenvolvimento folicular e imediatamente antes da 

ovulação e parecem ser fundamentais para que ela ocorra (RILEY et al., 2004). A 

expressão gênica da MMP-1 e MMP-2 também foi verificada no ovário equino 

durante toda a foliculogênese (BASTOS et al., 2014). 

A gelsolina plasmática tem a capacidade de remover filamentos 

extracelulares de actina, evitando obstruções de pequenos vasos, coágulos, 

inflamação, ativação de proteases, e lesão endotelial (LEE; GALBRAITH, 1992). A 

gelsolina é clivada e degradada pela maioria das MMPs, processo que resulta em 

uma perda considerável da sua atividade. Isto sugere que as MMPs têm a 

capacidade de enfraquecer o sistema de eliminação de actina extracelular e, 

portanto, estão envolvidas em condições induzidas pelo acúmulo desta proteína, 

como eventos inflamatórios (PARK et al., 2006). Além disso, alterações na dinâmica 

da actina podem tanto aumentar quanto diminuir os níveis de ROS (GOURLAY; 

AYSCOUGH, 2005). 

Os componentes proteicos do fluido cerebrospinal (CSF) são mantidos a 

uma concentração específica, através de um gradiente dinâmico, imposto pela 

barreira hemato-cefalorraquidiana (BCB), no qual a albumina apresenta importante 

participação. A permeabilidade às proteínas aumenta quando há dano estrutural à 

BCB, como em casos de meningite, por exemplo. As MMPs, responsáveis por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zwad%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11801256
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degradar a ECM, estão diretamente ligadas à maioria dos danos inflamatórios e, sua 

concentração no CSF parece ter relação positiva com a concentração da albumina, 

que pode ser considerada como um indicador útil do grau de dano à BCB (KANOH 

et al., 2008). É possível que isso ocorra de maneira semelhante no FF e, assim, de 

acordo com nossos achados, a albumina poderia atuar como um indicador de 

folículos pré-ovulatórios. 

O comportamento das diferentes moléculas, presentes no FF, apresenta-se 

de forma dinâmica e necessita manter um equilíbrio para o perfeito desempenho de 

suas funções. Neste contexto, é possível observar que algumas proteínas podem 

desempenhar ações distintas, em diferentes fases do desenvolvimento folicular e 

foram identificadas em mais de um spot no decorrer deste trabalho. Isto pode ser 

explicado por uma alteração nos pontos isoelétricos, devido à perda de parte da 

sequência de aminoácidos ou a uma mudança no estado de glicosilação da proteína 

(DUCOLOMB et al., 2013). Muitos peptídeos biologicamente ativos são produzidos 

durante os processos de maturação e degradação de proteínas e são conhecidos 

como fatores peptidérgicos (PIMENTA; LEBRUN, 2007).  

Seguindo esta lógica, ao mesmo tempo em que a A1AT2 aumenta a síntese 

de receptores para a tranferrina e, com isso, tem a capacidade de atuar no 

metabolismo do ferro (JANCIAUSKIENE et al., 2011), ela também tem importante 

papel na proteção dos tecidos contra a ação do TNF, um potente mediador da 

inflamação (DENG et al., 2005), suprimindo a liberação desta substância e 

impedindo sua subsequente infiltração nas células (CHURG et al., 2007). Além 

disso, soma-se à relação de efeitos da A1AT2, a capacidade de inibir tanto a 

trombina quanto a plasmina e, com isso, impedir a liberação de algumas MMPs, 

agindo como um inibidor de protease, o que requer moléculas intactas, já que, neste 

caso, suas formas oxidadas e polimerizadas são ineficazes (CHURG et al., 2007).  

Por outra via, a ocorrência de polímeros de A1AT2 em folículos maduros, 

associados a lesões provocadas por ROS, está intimamente ligada aos processos 

inflamatórios que ocorrem durante ovulação, já que, a polimerização da A1AT2 e 

sua consequente inativação como inibidor de protease, resultam na perda fisiológica 

do balanço proteólise/inibição da proteólise atuando na ruptura do folículo e 

liberação do oócito. Assim, a A1AT2 pode exercer um papel central na maturação 

folicular e ovulação (BIANCHI et al., 2013). 
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A APOA1 também contribui com o equilíbrio entre os fatores pró e anti- 

inflamatórios. Esta proteína exerce um efeito inibidor, in vivo e in vitro, sobre a 

MMP2, e outras citocinas inflamatórias, diminuindo sua expressão e liberação, 

agindo como um importante agente anti-oxidante (WANG et al., 2013). 

 

6. CONCLUSÃO 

 

O FF apresenta uma grande complexidade e dinamicidade de suas 

moléculas, tornando sua análise uma tarefa bastante difícil. Entretanto, o estudo 

aprofundado de seus componentes é de suma importância para uma melhor 

compreensão dos mecanismos que envolvem a foliculogênese. Os resultados deste 

trabalho demonstram que o estudo das proteínas presentes no FF torna-se mais 

conclusivo ao analisarmos as interações entre elas e, também, suas possíveis 

relações com o processo de desenvolvimento folicular.  

Os principais achados deste experimento foram encontrados a partir da fase 

de dominância folicular, reforçando a hipótese da necessidade de eventos 

específicos para que o folículo tenha a capacidade de continuar seu 

desenvolvimento no momento em que, normalmente, se tornaria atrésico. Além 

disso, foram identificadas pela primeira vez no FF equino a gelsolina e a POMZP3. A 

primeira trata-se de uma proteína intimamente relacionada com o processo 

inflamatório que precede a ovulação e, a segunda, de acordo com nossos 

resultados, poderia ser considerada como um marcador de folículos dominantes. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

É notável a importância do estudo das proteínas do FF no que diz respeito à 

elucidação dos fatores envolvendo a foliculogênese da égua. Muitas destas 

proteínas demonstram ser fundamentais para eventos importantes, tais como 

maturação do oócito e ovulação, e, por esta razão, podem servir como relevantes 

biomarcadores das funções reprodutivas, contribuindo para o maior sucesso de 

técnicas como a fertilização in vitro. A POMZP3 é um exemplo disso e, segundo 

nossos achados, poderia ser considerada como um marcador para folículos 

dominantes. Este foi o primeiro relato desta proteína no FF equino. Além disso, a 

gelsolina também foi identificada pela primeira vez no FF equino e está intimamente 

relacionada com o processo inflamatório que envolve a ovuação. 

Entretanto, o estudo do papel individual de proteínas e outras moléculas não 

tem contribuído efetivamente com a melhor compreensão dos processos que 

envolvem o desenvolvimento folicular. Por este motivo, esse trabalho buscou 

correlacionar as possíveis funções das proteínas que demonstraram ser importantes 

durante qualquer uma das fases da foliculogênese. Neste contexto, foi possível 

concluir que muitas destas proteínas estão fortemente relacionadas entre si e que o 

pleno cumprimento de suas funções depende de uma ampla e dinâmica gama de 

fatores. Desta forma, é de suma importância que estudos envolvendo a proteômica 

do FF da égua sejam permanentemente realizados e, assim, permitam que o 

conjunto destas informações possam indicar novos rumos para a ciência 

reprodutiva. 
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