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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi investigar através da técnica de imunohistoquímica a presença das 

proteínas do sistema TNF-α nos diferentes compartimentos foliculares, bem como nas diferentes 

categorias foliculares. Para alcançar esses objetivos, ovários (n=10) bovinos foram coletados em 

abatedouros e fixados em paraformaldeído (4% em tampão fosfato salino – PBS, pH 7,4) e inclusos 

em parafina, em seguida, foram realizadas secções seriadas de 5 m, montadas em lâminas 

revestidas com uma camada de poli-L-lisina, desparafinizadas em xilol e reidratadas em 

concentrações decrescentes de etanol. As secções foram incubadas à 4ºC por 18 horas com 

anticorpo primário anti-TNF-α (1:50); anticorpo primário monoclonal anti-TNFRI (1:50) e anti-

TNFRII (1:50), lavadas e a incubadas com anticorpo secundário biotinilado. As secções foram 

coradas com diaminobenzidina por 7 minutos e contracoradas com hematoxilina. Os resultados 

demonstraram uma forte reação para TNF-α em oócitos de folículos primordiais e primários, 

marcação moderada em folículos secundários, pequenos folículos antrais (<3mm) e em folículos 

antrais grandes (3-6 mm). Para o TNFRI, foi observada uma forte imunomarcação no oócito de 

folículos primordiais e primários, enquanto a marcação foi moderada nos oócitos dos folículos 

secundários, e em pequenos folículos antrais (<3mm) uma fraca reação foi identificada. Para o 

TNFRII, a marcação foi fraca nos oócitos de folículos primordiais e primários, moderada em 

folículos secundários, fraca em folículos antrais pequenos (<3 mm) e grandes (3-6 mm). Em 

conclusão, o sistema TNF- α é expresso das diferentes categorias foliculares (pré-antrais e antrais), 

na espécie bovina.  
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Introdução 

As citocinas são sintetizadas por uma ampla gama de tipos de células, incluindo as células 

de ovário e são capazes de estimular ou inibir o crescimento de células, regular a diferenciação 

celular, induzir quimiotaxia de células e modular a expressão de outras citocinas. As citocinas 

exercem várias funções no ovário, estando envolvida nos processos de crescimento folicular, 
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esteroidogênese, recrutamento e ativação de leucócitos necessários para a ovulação e remodelação 

tecidual durante a luteinização, ovulação, e luteólise (BUSCHER et al., 1999). A ovulação em 

mamíferos pode ser considerada uma reação inflamatória e os folículos ovarianos representam um 

local de síntese, recepção e ação do Fator de Necrose Tumoral α (TNF-α) (ROBY et al., 1990; 

BRANNSTROM et al., 1994) e da interleucina-1β (IL-1β) (BRANNSTROM et al., 1993). Esses 

peptídeos afetam diretamente a função secretora das células da teca e/ou das células da granulosa 

com efeito estimulante ou inibitório sobre a biossíntese de prostaglandinas e esteroidogênese 

(OTANI et al., 1996). 

O TNF-α é uma proteína com 17,3 kDa que foi identificada nos ovários de vários animais, 

incluindo coelhas (BAGAVANDOSS et al., 1990), vacas (ROBY et al., 1989) e os seres humanos 

(ROBY et al., 1990). Em ovário de ratas os sítios de localização do TNF-α incluem, oócitos 

(MARCINKIEWICZ et al., 1994), células da granulosa (ROBY et al., 1989), células do corpo lúteo 

e macrófagos (SANCHO-TELLO et al., 1993). Já foi demonstrado que o TNF-α inibe a secreção de 

estradiol, bem como a secreção de progesterona em células da granulosa de ratos, suínos, bovinos e 

humanos (VELDHUIS et al., 1991; RICE et al., 1996; SPICER, 1998). 

O TNF-α age ligando-se a um de seus dois subtipos de receptores distintos: receptor do tipo 

I (TNFRI), que tem aproximadamente 60 kDa (p60) e o receptor do tipo II (TNFRII). Os receptores 

são proteínas transmembranares com porções citoplasmáticas que iniciam a transdução de sinal a 

partir da ligação ao TNF-α. O oócito e as células do cúmulus em humanos expressam tanto o 

RNAm quanto a proteína para TNF-α e seu receptor do tipo II (TNFRII) (NAZ et al., 1997). A 

expressão de receptores para TNF-α também foi determinada nas células da granulosa em bovinos 

(SPICER, 2001). Em ovários de ratas foram identificados os RNAs mensageiros para os receptores 

do tipo I (TNFRI) e do tipo II (TNFRII) (BALCHAK et al., 1999). Além disso, o TNF-α 

imunorreativo está presente em folículos bovinos durante o desenvolvimento folicular (SPICER, 

1998). Em humanos, a expressão do TNF-α aumenta gradativamente durante as fases foliculares, 

atingindo o nível máximo em todo do período pré-ovulatório (ZOLTI et al., 1992). Portanto, é 

provável que o TNF-α produzido localmente no ovário desempenhe um papel importante na 

regulação do desenvolvimento folicular ovariano em várias espécies.  

Os efeitos do TNF-α em células da granulosa cultivadas e células da teca incluem alterações 

na esteroidogênese e na morfologia celular (ZACHOW et al., 1992).  Além de seus efeitos sobre a 

esteroidogênese, o TNF-α pode também afetar a proliferação celular e apoptose ovariana. 

Recentemente, foi demonstrado que o TNF-α induz tanto a proliferação celular quanto a morte 

celular em cultivo de células da granulosa de grandes folículos antrais suínos (PRANGE-KIEL et 
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al., 2001). Em adição, estudos apontam que o TNF-α em associação a progesterona (P4) pode 

interagir na regulação do crescimento de folículos primordiais (NILSSON et al., 2006). Em síntese, 

o TNF-α tem uma variedade de efeitos sobre a foliculogênese em mamíferos. Estes efeitos incluem: 

(1) modulação da esteroidogênese pelas células da granulosa, teca e luteais, (2) envolvimento na 

regressão luteal, (3) envolvimento na ruptura do folículo ovariano, e (4) envolvimento na apoptose 

ovariana (CHUN e HSUEH, 1998). No entanto, estudos in vitro afirmam que a exposição de oócitos 

suínos a TNF-α (200ng/mL) causa uma redução na maturação oocitária (CAI-HONG et al., 2010). 

Em bovinos, ainda existem relativamente poucas informações acerca do sistema TNF-α e suas 

funções no ovário. O objetivo deste trabalho foi investigar a presença e a distribuição do TNF-α e 

seus receptores nos folículos ovarianos desta espécie.  

 

Material e métodos 

Para esta finalidade, ovários (n=10) bovinos foram coletados em abatedouros e 

transportados até o laboratório em um período máximo de 1 hora. No laboratório, os ovários foram 

fixados em paraformaldeído (4% em tampão fosfato salino – PBS, pH 7,4) e inclusos em parafina. 

O estudo imunohistoquímico para localização do Fator de Necrose Tumoral - α (TNF-α) e seus 

receptores (TNFRI e TNFRII) foi realizado em secções seriadas de 5 m. Estas secções foram 

montadas em lâminas revestidas com uma camada de poli-L-lisina, desparafinizadas em xilol e 

reidratadas em concentrações decrescentes de etanol. A atividade da enzima peroxidase endógena 

foi bloqueada por meio da incubação das secções desparafinizadas em uma solução contendo 3% de 

peróxido de hidrogênio em metanol por 10 minutos. Em seguida, as secções foram lavadas em PBS 

(pH 7,4) e colocadas em tampão citrato 0,01M (pH 6,0), onde os epítopos foram ativados por meio 

da ebulição do tampão por sete minutos em micro-ondas. Após este tratamento, as secções foram 

lavadas em PBS contendo 0,05 de Tween 20 (PBS-T, Merck, Darmstadt, Germany) antes de serem 

incubadas por 30 minutos em 5% de soro normal caprino em PBS para minimizar as ligações 

inespecíficas. As secções foram incubadas à 4ºC por 18 horas nas diluições apropriadas para cada 

anticorpo primário anti-TNF-α (1:50); anticorpo primário monoclonal anti-TNFRI (1:50) e anti-

TNFRII (1:50). Em seguida, todas as demais incubações e lavagens foram realizadas em 

temperatura ambiente. Após a incubação com o anticorpo primário, as secções foram lavadas três 

vezes em PBS e incubadas por 45 minutos no anticorpo secundário biotinilado (anti-camundongo 

IgG - Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida, as secções foram lavadas em 

PBS antes de serem incubadas por 45 minutos com o complexo avidina-biotina (1:600, Vectastain 

Elite ABC kits; Vector laboratories, Burlingame, CA, USA). As secções foram, em seguida, lavadas 
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e coradas com diaminobenzidina (DAB; 0.05% DAB em Tris/HCl, pH 7.6, 0.03% H2O2 - Sigma 

tablets, St. Louis, MO, USA) por 7 minutos. As secções foram lavadas em PBS e contracoradas 

com hematoxilina por 10 segundos. Finalmente, as secções foram lavadas por 10 minutos em água 

corrente, desidratadas em etanol e xilol, e montadas em bálsamo do Canadá. A intensidade da 

reação para cada anticorpo nas diferentes categorias foliculares será classificada como ausente (-), 

ocasionalmente presente (- / +), fraca (+), moderada (+ +), ou intensa (+ + +).  

Os controles para reações inespecíficas foram realizados da seguinte forma: (1) substituição 

do anticorpo primário com IgG da mesma espécie em que o anticorpo específico foi produzido e na 

mesma concentração; (2) incubação somente com diaminobenzidina para excluir a possibilidade de 

atividade da peroxidase endógena não suprimida e (3) pré-absorção do anticorpo primário com o 

peptídeo utilizado para sua síntese em uma concentração cinco vezes maior do que à do anticorpo 

primário, à 4ºC por 18 horas.  

Os folículos ovarianos foram classificados como pré-antrais (primordiais, primários e 

secundários) de acordo com o número de camada de células da granulosa, bem como em folículos 

antrais pequenos (0,5 - 1 mm em diâmetro), médios (1 - 3 mm) ou grandes (>3 mm). Os folículos 

também foram classificados como normais ou degenerados de acordo com a morfologia do oócito e 

das células da granulosa. Os folículos foram considerados normais se apresentassem um oócito 

intacto, rodeado por células da granulosa, que eram bem organizadas em uma ou mais camadas e 

sem núcleos picnóticos. Folículos atrésicos foram definidos como folículos com um oócito retraído, 

núcleo picnóticos e/ou de células da granulosa desorganizadas destacadas da membrana basal. 

 

Resultados e discussão 

Os resultados demonstraram uma intensa reação para TNF-α em oócitos de folículos 

primordiais e primários. Em folículos secundários, revelou-se uma moderada marcação para este 

anticorpo em oócitos e células da granulosa. Já em pequenos folículos antrais (<3mm), uma 

moderada marcação foi identificada em oócitos, células do cúmulus e células da granulosa murais, 

no entanto, nas células da teca não houve reação. Por outro lado, folículos antrais grandes (3-6 mm) 

apresentaram moderada marcação positiva para TNF-α em toda estrutura folicular, estando ausente 

apenas nas células da teca nesta categoria folicular. A análise feita para o TNFRI, uma intensa 

imunomarcação foi observada no oócito de folículos primordiais e primários. Em folículos 

secundários evidenciou-se uma moderada imunomarcação para TNFRI em células da granulosa e 

oócito. Já em pequenos folículos antrais (<3mm) uma fraca reação foi identificada na zona 

pelúcida, em oócitos, nas células do cúmulus, nas células da granulosa e da teca. Ademais, em 
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grandes folículos antrais (3-6 mm) uma moderada imunomarcação foi observada na zona pelúcida, 

em oócitos e células da granulosa. Para o receptor do tipo II (TNFRII), os resultados mostraram 

uma fraca imunomarcação em oócitos de folículos primordiais e primários, enquanto que em 

folículos secundários uma marcação moderada em observada em oócitos e células da granulosa. Já 

em folículos antrais pequenos (<3 mm) e grandes (3-6 mm) uma fraca imunomarcação foi 

identificada em oócitos, células do cúmulus e células da granulosa murais, estando ausente em 

células da teca. 

O TNF-α tem sido amplamente estudado em sua relação com os processos reprodutivos, 

especialmente a ovulação. Para Murdoch (1985), a ovulação é um processo complexo, envolvendo a 

ruptura da parede de um folículo ovariano, permitindo a expulsão de seu oócito maturo, em resposta 

a um processo inflamatório agudo. No entanto, o presente trabalho relata pela primeira vez a 

localização do sistema TNF-α no ovário bovino antes da ovulação. O TNF-α e seus receptores 

também estão presentes no corpo lúteo bovino, com as maiores expressões na luteólise 

(SKARZYNSKI et al., 2005; OKANO et al., 2006), sendo um potente estimulador das 

prostaglandinas luteais e da endotelina-1, em uma ação luteotrófica na fase luteal inicial 

(SAKUMOTO e OKUDA, 2004; ACOSTA et al., 2007). Zhao et al. (1998), trabalhando com 

corpos lúteos suínos, observaram que as citocinas, particularmente o TNF-α, têm efeitos inibitórios 

sobre a produção de progesterona das células luteais, mas, contrariamente, nos estágios luteais 

iniciais, o TNF-α pode ter um efeito luteotrófico. Conforme conclusões de Okano et al. (2006), o 

TNF-α tem um importante papel na função do corpo lúteo de muitas espécies mamíferas, através da 

indução de apoptose por fragmentação do DNA das células luteais durante o ciclo estral. 

 

Conclusão 

Em conclusão, as proteínas para TNF- α e seus receptores do tipo I e II são expressas em 

folículos ovarianos pré-antrais e antrais bovinos em todos os estágios de desenvolvimento, o que é 

um indicativo de que o TNF- α está envolvido no sistema intrafolicular que controla a 

foliculogênese. 
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