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RESUMO 

 

 

IDENTIFICAÇÃO DE MARCADORES MOLECULARES PARA A COMPETÊNCIA 

OVOCITÁRIA EM CÉLULAS DO CUMULUS BOVINAS  

Autor: Danielle de Moura Cordeiro 

Orientador: Margot Alves Nunes Dode 

 

As células do cumulus exercem um importante papel durante o crescimento do ovócito, 

maturação, ovulação e fecundação e, portanto, influenciam a qualidade do ovócito. Com o 

objetivo de identificar genes diferencialmente expressos em células do cumulus (CC) bovinas 

foi realizado a análise de microarranjo, utilizando complexos cumulus-ovócitos (COCs) com 

diferentes graus de competência. Para isso foi utilizado o modelo do tamanho de folículo em 

que COCs competentes foram recuperados de folículos ≥8,1 mm e incompetentes de folículos 

de 1-3 mm de diâmetro. Nessa análise, foram identificados 4.178 genes diferencialmente 

expressos (P<0,05) nas duas categorias de CCs. Dentre os genes 

diferencialmente expressos utilizou-se um critério de corte adicional em que somente aqueles 

com 2,5x fold para mais ou menos foram considerados. Foi, então, gerada uma lista 

preliminar de 143 genes mais expressos e 80 genes menos expressos em CCs de folículos 

competentes em relação aos incompetentes, que poderiam possivelmente estar envolvidos 

com a aquisição da competência ovocitária. Esses genes foram investigados de acordo com 

suas respectivas funções celulares e a maioria deles foi classificada como relacionados às 

funções do ciclo celular, ovulação e inflamação, reparo de DNA, metabolismo de energia, 

metabolismo de aminoácidos, sinalização celular e meiose. Três vias moleculares 
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envolvendo esses genes foram discutidas. Seis desses genes candidatos a potenciais 

marcadores (FGF11, IGFBP4, SPRY1, ARHGAP22, COL18A1 e GPC4) foram selecionados 

para validação por qPCR em  células do cumulus obtidas de folículos de 1-3, 6-8 e ≥8,1 mm 

de diâmetro. Dos genes validados, três deles (COL18A1, GPC4 e IGFBP4) confirmaram a 

expressão diferencial detectada no microarranjo (P<0,05). Entretanto, somente o GPC4 

apresentou expressão diferencial entre os folículos mais competentes, 6-8 e ≥8,1 mm, em 

relação aos menos competentes de 1-3 mm, podendo, portanto, ser utilizado como marcador 

para predizer a competência dos ovócitos.  

Palavras Chave: expressão gênica, células do cumulus, competência ovocitária 
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ABSTRACT 

 

IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS FOR OOCYTE COMPETENCE 

IN BOVINE CUMMULUS CELLS  

Author: Danielle de Moura Cordeiro 

Adviser: Margot Alves Nunes Dode 

 

Cumulus cells have an important role during oocyte growth, maturation, ovulation and 

fertilization. Therefore they influence oocyte quality. In an attempt to identify genes 

differentially expressed in bovine cumulus cells (CC) of different competence, microarray 

analysis was performed. The model of follicle size in which competent cumulus-oocyte-

complexes (COCs) were recovered from follicles ≥ 8.1 mm and incompetent from follicles 1-

3 mm in diameter was used. In this analysis, we identified 4,178 genes differentially 

expressed (P<0.05) in the two categories of CCs. In addition to P value we set a cut-off value 

of 2.5 fold change in gene expression for up or down. Based on those criteria a preliminary 

list was produced with 143 genes up and 80 genes down regulated, respectively, in CCs of  

competent follicles in relation to incompetent ones. These genes were investigated according 

to their cellular functions and most of them were classified as related to the cell cycle, 

ovulation and inflammation, DNA repair, energy metabolism, metabolism of amino acids, cell 

signaling and meiosis. Three molecular pathways involving these genes were discussed. Six 

candidate genes (FGF11, IGFBP4, SPRY1, ARHGAP22, and COL18A1 GPC4) were 

selected for validation by qPCR in cumulus cells of follicles 1-3, 6-8 and ≥ 8.1 mm in 

diameter. Among the selected genes, three of them (COL18A1, GPC4 and IGFBP4) 

confirmed the differential expression detected in the microarray (P<0,05). However, only 
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GPC4 showed differential expression between competent follicles, 6-8 and ≥ 8.1 mm when 

compared to 1-3 mm. These markers can be used to predict oocyte competence.  

Key Words: gene expression, cummulus cells, oocyte competence 

 

 



1 
 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

  



2 
 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A maturação in vitro é uma importante tecnologia reprodutiva que gera 

ovócitos maturos que são capazes de suportar o desenvolvimento do embrião para serem 

utilizados em técnicas de reprodução assistida (TRAs). Com o uso crescente dessas técnicas 

existe um grande incentivo clínico e comercial para melhorar a eficiência da maturação in 

vitro que, apesar de inúmeros estudos terem sido realizados, ainda continua ineficiente (Assidi 

et al., 2008). No que se refere a humanos, as TRAs oferecem possibilidades, por exemplo, de 

tratamento para casais inférteis por meio de procedimentos que incluem a seleção de gametas 

competentes para fecundação e a produção de embriões viáveis (Balaban & Urman, 2006). Já 

no que se refere aos animais domésticos, a seleção de ovócitos de qualidade é de grande 

importância para as técnicas de produção in vitro de embriões (PIVE), injeção 

intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI), transferência nuclear, transgenêse, dentre 

outras tecnologias emergentes. Portanto, considerando que somente ovócitos competentes têm 

a capacidade de promover um desenvolvimento embrionário normal, o sucesso da PIVE e 

demais TRAs, tanto em humanos como animais, depende da disponibilidade de ovócitos 

competentes. 

 A competência ovocitária é progressivamente adquirida durante os estágios 

finais da foliculogênese, por meio de várias mudanças celulares e moleculares que conferem 

ao ovócito a capacidade de completar a divisão meiótica e prosseguir o seu desenvolvimento 

(Coticchio et al., 2004). Um desafio crítico é entender em que consiste essa compêtencia e os 

mecanismos que a governam (Gilchrist & Thompson, 2007) e, desta forma, proporcionar 

alternativas para obtenção de ovócitos mais competentes.  

Muitas tentativas têm sido utilizadas para identificar as diferenças entre ovócito 

competentes e incompetentes, tais como a avaliação dos aspectos celulares, como número e 

compactação das CCs, aspecto do citoplasma, morfologia do ovócito, tamanho do folículo, 
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momento da clivagem, idade da doadora, quantidade e distribuição de organelas 

citoplasmáticas, como mitocôndrias e grânulos corticais, avaliação dos transcritos necessários 

para as fases iniciais de desenvolvimento, análise da expressão global de genes, dentre outros. 

Entretanto, essas abordagens ou são insuficientes para predizer a competência de 

desenvolvimento, ou são invasivas e inviabilizam a utilização posterior do ovócito, havendo, 

portanto, a necessidade de se identificar outras metodologias para selecionar ovócitos de 

qualidade. 

Desde que os ovócitos de mamíferos se desenvolvem no microambiente 

folicular, circundado pelas células do cumulus, estas células exercem seus efeitos diretamente 

no ovócito. De fato, as células do cumulus suportam a maturação ovocitária, facilitam o 

transporte do ovócito dentro do oviduto durante a ovulação e, além disso, orquestram o 

mecanismo complexo que controla a interação espermatozóide-ovócito, sendo essenciais para 

os processos de aquisição da competência (Tanghe, 2002). As comunicações bi-direcionais 

entre esses dois grupos celulares estabelecem uma interdependência de tal forma que os 

ovócitos dependem da presença das células foliculares que enviam sinais estimulando seu 

crescimento e maturação, e as células foliculares dependem de fatores secretados pelo ovócito 

para seu crescimento e funcionamento (Gilchrist et al., 2004; Taft et al., 2002). Portanto, o 

estudo da expressão de genes em folículos, incluindo cumulus e ovócitos, pode contribuir 

para um melhor entendimento da maturação e a eficiência na aquisição da competência 

ovocitária (Lonergan et al., 2003). Além disso, a elucidação das vias de sinalização 

envolvidas na comunicação entre o ovócito e células do cumulus durante a maturação podem 

auxiliar no melhor entendimento da origem dos distúrbios na maturação do ovócito, 

envolvidos na redução da fertilidade (Assidi et al., 2008).  

Considerando-se que as células do cumulus são normalmente descartadas 

durante os procedimentos de coleta do ovócito, e que elas podem refletir o potencial de 

fertilidade, a análise da expressão de genes nessas células está emergindo como uma nova 

abordagem para os estudos da competência (Hamel et al., 2008; Assidi et al., 2008). Por 

representar um método não-invasivo para avaliar a qualidade do ovócito, o estudo dessas 

células é interessante para a identificação de potenciais biomarcadores. Portanto, o presente 

estudo visou a identificar, em células do cumulus, por meio da análise de expressão gênica em 

larga escala, genes candidatos a marcadores para competência ovocitária em bovinos. 
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1.1 Objetivo Geral 

 

Identificar nas células do cumulus genes envolvidos com a competência 

ovocitária em bovinos.  

 

     

1.2 Objetivos Específicos 

 

a) Identificar pela tecnologia de microarranjo de alta densidade, genes 

diferencialmente expressos em células do cumulus provenientes de folículos incompetentes e 

competentes; 

 

b) Quantificar nas células do cumulus a abundância de transcritos dos genes 

mais expressos – fator de crescimento de fibroblasto 11 (FGF11), proteína ligante de fatores 

de crescimento semelhante à insulina 4 (IGFBP4), sprouty homolog 1, antagonist of FGF 

signaling (Drosophila) (SPRY1) e dos menos expressos – proteína ativadora de GTPase Rho 

22 (ARHGAP22), colágeno XVIII (COL18A1) e glicana 4 (GPC4), candidatos a marcadores 

para competência ovocitária. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ovogênese e Folículogênese 

   

O processo de formação, desenvolvimento e maturação do ovócito é 

denominado de ovogênese e conforme descrito por Russe (1983) consiste na formação e 

diferenciação das células germinativas primordiais até o estágio de ovócito haplóide 

fecundado.  

Em bovinos, por volta do 40° dia de gestação, ocorre a migração das células 

germinativas primordiais do saco vitelínico para a região das gônadas primitivas. Durante a 

migração, as células germinativas primordiais multiplicam-se ativamente e após chegarem no 

local do ovário em formação, se diferenciam em ovogônias (Gordon, 1994). Essas ovogônias 

ainda sofrerão sucessivas mitoses e, posteriormente, entrarão na meiose I, sendo então 

chamados de ovócitos primários. Os ovócitos, após iniciarem o processo de divisão meiótica 

ficam retidos no estágio de prófase I (Austin & Short, 1982; Soto-Suazo & Zorn, 2005; van 

den Hurk & Zhao, 2005). Portanto, em mamíferos, no momento do nascimento todos os 

ovócitos estocados nos ovários encontram-se no estágio de prófase I da primeira divisão 

meiótica (Hafez & Hafez, 2004; Wang & Sun, 2007).  

A foliculogênese em mamíferos é associada à ovogênese (Hafez & Hafez, 

2004) e, apesar de serem processos distintos, são interdependentes. A foliculogênese é um 

evento também iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, que pode ser definido 

como o processo de formação, crescimento e maturação folicular, começando com a formação 

do folículo primordial e culminando com o estágio de folículo de De Graaf ou pré-ovulatório 

(van den Hurk & Zhao, 2005).  
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Nos folículos primordiais, o ovócito é circundado por uma única camada de 

células achatadas da pré-granulosa (Fair, 2003) e logo que o estoque de folículos primordiais 

é estabelecido, inicia-se o crescimento que ocorre somente em um grupo de folículos de cada 

vez. O crescimento folicular é um processo contínuo durante toda a vida reprodutiva (Austin 

& Short, 1982).  

A reserva folicular ovariana é composta por folículos primordiais, que podem 

ou não continuar o desenvolvimento e maturação. A maioria (milhares) deles sofrerá 

degeneração (atresia), outros serão ativados e continuarão o seu desenvolvimento (Fortune, 

2003) e apenas uns poucos (centenas) chegarão a ovular. 

A ativação do crescimento folicular em bovinos consiste de um balanço entre 

fatores inibitórios e estimulantes de origem local e/ou sistêmica que provavelmente regulam a 

ativação dos folículos primordiais. O hormônio anti-Mulleriano é conhecido por inibir a 

ativação dos folículos primordiais, enquanto outros membros da família dos fatores de 

crescimento de transformação beta (TGFβ), como as ativinas, BMPs e GDF9, dentre outros, 

estão implicados na regulação da ativação desses folículos (van den Hurk & Zhao, 2005). 

A transição de folículo primordial para primário é observada quando a única 

camada de células da granulosa ao redor do ovócito torna-se cubóide, com aumento no 

número de células formando o folículo primário (Hulshof et al., 1992; Fair, 2003). A 

progressão para o estágio de folículo secundário é caracterizada pelo aparecimento de uma 

segunda camada de células da granulosa (Driancourt, 1991), que se torna mais proliferativa e 

se desenvolve aumentando em número (van den Hurk & Zhao, 2005). Além disso, durante 

essa fase, ocorre a deposição inicial do material da zona pelúcida ao redor do ovócito (Fair, 

1997a; 2003) e a formação dos grânulos corticais no citoplasma (Fair et al., 1997a). É durante 

a fase de folículo secundário que o folículo parece tornar-se responsivo às gonadotrofinas (Xu 

et al., 1995; Bao & Garverik, 1998) e também está associada com os primeiros sinais 

detectáveis de síntese de RNA (Fair et al., 1997b). 

Durante todo o período de desenvolviemento folicular o ovócito permanece 

retido de estágio de diplóteno da prófase I. Entretanto, o seu crescimento continua, com 

aumento no volume e várias alterações estruturais e bioquímicas (Warssaman & Albertini, 

1994). Uma complexa organização citoplasmática ocorre, incluindo a modificação e 

redistribuição das organelas existentes (Picton et al., 1998). Junto com o grande aumento da 

síntese de RNA e proteína, o número de ribossomos, mitocôndrias e outras organelas celulares 

também aumenta durante o crescimento do ovócito (Dieleman et al., 2002). O acúmulo de 

numerosas vesículas, grânulos de glicogênio, proteínas, gotas de lipídeos e corpos 
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multivesiculares é um indicativo de estocagem e transporte molecular através da membrana 

do ovócito (Soyal et al., 2000; Dieleman et al., 2002).  

A transição para folículo terciário é caracterizada pela continuada proliferação 

e diferenciação das células circundantes do ovócito em teca interna e externa e das células do 

cumulus, bem como, a formação de cavidade antral pelo acúmulo de fluido folicular 

(Driancourt, 1991; Gordon 1994) (Figura 1.1). Os ovócitos em estágio de folículos terciários 

iniciais ainda são transcricionalmente ativos, o que continua até o folículo alcançar 2-3 mm e 

o ovócito um diâmetro correspondente a 110µm (Crozet et al., 1986; Fair et al., 1995, 1996). 

Somente após o estabelecimento do balanço hormonal adequado e o pico pré-

ovulatório de LH, é que o ovócito é estimulado a retomar a meiose e chegar até o estágio de 

metáfase II na ovulação (Eppig et al., 1992). 

   No período final do desenvolvimento folicular antral ocorrem o recrutamento, 

seleção e dominância. Driancourt (2001) define como recrutamento, ou emergência, o 

crescimento de um grupo de folículos dependentes de gonadotrofinas. Esses são recrutados 

sempre após um rápido aumento nas concentrações de FSH e quando apresentam diâmetros 

médios de 2 mm. Após o recrutamento ocorre a fase de seleção ou divergência. Nesse 

momento, um folículo continua a crescer, sendo denominado de folículo dominante, e os 

demais atingem um platô e depois reduzem suas taxas de crescimento, tornando-se 

subordinados. Esse fenômeno se dá em bovinos quando o maior folículo apresenta em média 

8,5 mm (Beg et al., 2002). A aquisição de receptores para LH nas células da granulosa é o 

fator diferencial do folículo que se tornará dominante em relação aos demais folículos em 

crescimento (Bao et al., 1997). Os folículos sensíveis ao FSH respondem ao aumento das 

concentrações de FSH plasmático, que é um estímulo para o recrutamento folicular. Após o 

recrutamento, apenas um folículo é selecionado e passa a exercer a dominância sobre os 

demais ao longo da onda folicular (Fair, 2003). 

O folículo dominante continua a crescer por poucos dias após a seleção sob o 

estímulo de uma maior concentração de LH. Na ausência de um pico de LH, o folículo 

começa a regredir e estimula o recrutamento de uma nova onda de crescimento folicular. Se 

houver um pico de LH, a meiose é retomada e ocorre a quebra da membrana nuclear. Os 

cromossomos se condensam e progridem através dos estágios finais da meiose I, que coincide 

com a ovulação, e são retidos pela segunda vez na metáfase da meiose II (Hyttel et al., 1986, 

1989, 1997; de Loos et al., 1991) até a fecundação, quando é completada a segunda divisão 

meiótica. No citoplasma do ovócito ocorre um aumento do conteúdo de lipídio, reorganização 

das mitocôndrias e redução do complexo de Golgi (Fair et al., 1997a). Os grânulos corticais 
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são alinhados ao redor da membrana do ovócito neste estágio de desenvolvimento. Há um 

aumento no número de vesículas e os retículos endoplasmáticos liso e rugoso são observados 

em número reduzido (Fair et al., 1997a). A maturação também é caracterizada pela expansão 

das células do cumulus e rompimento do contato entre as células da corona radiata e o 

citoplasma do ovócito (Gilchrist & Thompson, 2007). 

O término da maturação meiótica do ovócito é dependente da penetração do 

espermatozóide durante a fecundação. A penetração espermática faz com que o ovócito 

retome sua atividade metabólica e conclua a segunda divisão meiótica, com a expulsão do 

segundo corpúsculo polar (Palma, 2001). Segue-se então, a descondensação da cromatina 

haplóide dos gametas feminino e masculino, ocorrendo a formação e aposição dos pronúcleos 

masculino e feminino. Posteriormente, ocorre a dissolução da membrana nuclear, 

descondensação dos cromossomos e ordenamento em um plano equatorial, que corresponde a 

singamia (Palma, 2001), com formação de um núcleo diplóide no zigoto, que originará um 

novo indivíduo. 

 

 
 

Figura 1.1 - Morfologia de um folículo terciário ou De Graaf. 
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2.2 Maturação e competência ovocitária 

 

A maturação ovocitária é um longo processo durante o qual os ovócitos se 

preparam para serem fecundados e suportarem os estágios subseqüentes do desenvolvimento. 

Esse processo envolve eventos nucleares e citoplasmáticos (Ferreira et al., 2009). 

A maturação nuclear se refere à retomada e término da segunda divisão 

meiótica. Ou seja, o ovócito progride do estágio de prófase da primeira divisão meiótica até o 

estágio de metáfase da segunda divisão meiótica (Tesfaye et al., 2009). A retomada da meiose 

é estimulada in vivo por um pico pré-ovulatório de LH e in vitro pela remoção do ovócito do 

folículo ovariano. Essa estimulação resulta na quebra do envelope nuclear e condensação da 

cromatina, bem como em mudanças citoplasmáticas simultâneas (Masui & Clarke, 1979). 

Durante a maturação meiótica nuclear in vitro em bovinos, a presença e a fosforilação de 

proteínas específicas do ovócito são requeridas inicialmente para que possa ocorrer a quebra 

da vesícula germinativa, que é a membrana nuclear do ovócito (Hunter & Moor, 1987; Sirard 

et al., 1989; Kastrop et al., 1991).  

O controle da maturação é realizado, em parte, por alterações de fosforilação 

de proteínas, por alterações dos níveis de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e dos níveis 

de cálcio. É bem estabelecido que os níveis de AMPc exercem um importante papel na 

manutenção da retenção da meiose no estágio de diplóteno (Mehlmann, 2005). Por muito 

tempo manteve-se a hipótese da transferência contínua de AMPc das células do cumulus para 

o ovócito através da junções gap era a única fonte de AMPc que mantinha a retenção da 

meiose (Dekel et al., 1981; Wassarman & Albertini, 1994; Webb et al., 2002). Entretanto, 

recentemente tem sido demonstrado que o AMPc produzido pelo ovócito é também essencial 

para a manutenção da retenção da meiose no estágio de diplóteno em ovócitos de 

camundongo (Vaccari et al., 2008). A retomada da meiose pode ser modulada por uma 

diminuição transiente do nível de AMPc, o qual é um passo necessário para a ativação do 

MPF na indução da maturação (Bilodeau et al., 1993).  

Além do AMPc, o monofosfato de guanosina 3’5’cíclico (GMPc) também age 

como um importante sinal inibitório e mantém a retenção da meiose em ovócitos de 

mamíferos. O GMPc é transferido das células do cumulus para o ovócito através das junções 

gap, onde inibe a hidrólise do AMPc. Esta inibição mantém a alta concentração de AMPc 

intra-ovócito o que  bloqueia a progressão da meiose (Norris et al., 2009; Sun et al., 2009). 
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Esse controle inclui também uma proteína chamada de fator promotor de fase 

M (MPF), que é responsável pela retomada da meiose, sendo que a sua ativação precede a 

quebra da vesícula germinativa (GVBD). O MPF é um complexo formado pela ciclina B, que 

é a subunidade regulatória, e pela cinase p34Cdc2, que é a subunidade catalítica (van den 

Hurk & Zhao, 2005). A ativação do MPF requer inicialmente a formação do complexo 

p34Cdc2/ciclina B e, posteriormente a fosforilação e desfosforilação de p34Cdc2. É proposto 

que a modificação das ciclinas pela sinalização de Ca+2 é requerida para a completa ativação 

do MPF na presença de cinases dependentes de ciclinas, o que resulta na GVBD (Meyer et al., 

1992). 

Portanto, a GVBD em ovócitos bovinos ocorre em reposta à ativação do MPF 

(Kubelka et al., 2000; Mermillod et al., 2000) e uma complexa cascata de eventos de 

fosforilação e desfosforilação de proteínas que está envolvida na regulação da retomada da 

meiose. Além do MPF, as proteínas cinsases ativadas mitogenicamente (MAPKs) são também 

conhecidas por estarem envolvidas na maturação do ovócito e sua atividade é requerida para 

manutenção da atividade do MPF, assim como, o fator citostático (CSF) que também é 

conhecido por agir na estabilização do MPF (Tripathi et al., 2010).  

A maturação citoplasmática está associada com as mudanças celulares que 

ocorrem concomitante à maturação nuclear (Sirard, 2001). Na maturação citoplasmática, 

ocorre a reprogramação na síntese protéica, mudança na atividade da proteína quinase ativada 

por mitógenos (MAPK) e do fator promotor da maturação (MPF), desenvolvimento dos 

mecanismos de liberação de Ca+2 e aquisição da capacidade de descondensar a cabeça do 

espermatozóide (Salamone et al., 2001). Ainda durante esse período, ocorrem mudanças na 

organização citoplasmática, tais como um contínuo desenvolvimento dos estoques de lipídios, 

redução do aparelho de Golgi, aparecimento de vários ribossomos, rearranjo das mitocôndrias 

e alinhamento dos grânulos corticais próximos à membrana plasmática (Dieleman et al., 

2002).  

    Durante o processo de maturação, também ocorrem significativas alterações 

nas células somáticas que circundam o ovócito, - as células especializadas da granulosa, do 

complexo cumulus ovócito (COCs), - iniciam um processo de expansão, tornando-se 

suspensas em uma matriz gelatinosa, permanecendo separadas em conseqüência do acúmulo 

da secreção de ácido hialurônico (Gonçalves et al., 2002). A presença do complexo cumulus- 

ovócito é de fundamental importância para o sucesso da maturação do ovócito. As CCs 

bloqueiam a retomada da meiose do ovócito favorecendo uma correta maturação 
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citoplasmática, possuem um papel essencial nas primeiras horas de maturação (Merton et al., 

2003), através do fornecimento de carboidratos, aminoácidos e nucleotídeos (Rodiguez & 

Farin, 2004; Nagano et al., 2006)  e protegem o ovócito do estresse oxidativo induzido pela 

apoptose de célula da granulosa durante o processo da maturação in vitro (Yuan et al., 2005). 

Desse modo, quando um ovócito imaturo é removido dos folículos, ele deve ser 

capaz de sofrer não só a maturação nuclear, mas também a maturação citoplasmática (Sirard, 

2001). Portanto, ovócitos bovinos que completaram o seu crescimento, extraídos de folículos 

maiores que 2 mm são capazes de retomar a meiose in vitro, passarem pela maturação e serem 

fecundados (Sirard et al., 1998).  

Outro aspecto importante para que a maturação ocorra com sucesso, envolve o 

acúmulo de mRNA necessário para o desenvolvimento inicial. As instruções moleculares 

acumuladas durante o crescimento e capacitação do ovócito controlam ambas as progressões 

nuclear e citoplasmática. Esse processo é denominado por alguns autores como maturação 

molecular (Sirard, 2001). 

    No que se refere a maturação in vitro, a eficiencia é ainda reduzida comparada 

com ovócitos maturados in vivo (Assidi et al., 2008). Portanto, pode-se supor que o baixo 

desenvolvimento embrionário se deve a deficiência do ovócito, seja na maturação nuclear, 

citoplasmática, ou na molecular. Portanto, dentre os fatores que podem afetar o sucesso da 

maturação ovocitária, pode-se citar a morfologia do complexo cumulus-ovócito (COC), as 

condições de maturação e principalmente a competência do ovócito (Dode et al., 2006). 

A competência ovocitária é progressivamente adquirida nos estágios finais da 

foliculogênese, por meio de várias mudanças celulares e moleculares, e se refere a capacidade 

do ovócito de completar a divisão meiótica, garantir uma fecundação monospérmica, 

descondensar a cabeça do espermatozóide, transpor a transição materno-zigótica e prosseguir 

o seu desenvolvimento (Coticchio et al., 2004). Isto é, durante a fase de ovogênese o ovócito 

adquire a maquinaria molecular e citoplasmática que é requerida para suportar o 

desenvolvimento embrionário (Brevini-Grandolfi & Gandolfi, 2001; Sirard et al., 2006).  

Vários critérios têm sido utilizados para avaliar a competência do ovócito. A 

avaliação morfológica tem sido rotineiramente utilizada como critério para selecionar 

ovócitos de melhor qualidade (de Witt et al., 2000; Stojkovick et al., 2001; Lonergan et al., 

2003). Em particular, o número de camadas das células do cumulus, seu grau de expansão 
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e/ou apoptose, o diâmetro do ovócito e homogeneidade do citoplasma são utilizados na 

seleção de COC’s (Blondin & Sirard, 1995; Patel et al., 2007). Entretanto, é conhecido que a 

avaliação morfológica por si só é insuficiente para distinguir ovócitos competentes que têm 

habilidade de levar uma gestação à termo (Lonergan et al., 2003; Coticchio et al., 2004).  

Outros parâmetros que têm sido utilizados para selecionar ovócitos com 

diferentes habilidades para o desenvolvimento incluem o tempo da primeira clivagem (Fair et 

al., 2004; Dode et al., 2006), a idade da doadora (Patel et al., 2007; Bettegowda et al., 2008) e 

o tamanho do folículo (Donnison & Pfeffer 2004; Lequarre et al. 2005; Mourot et al. 2006; 

Caixeta et al., 2009). A existência da correlação entre o momento da primeira clivagem após a 

inseminação e a capacidade de desenvolvimento embrionário em bovinos é um indicativo da 

competência (Holm et al., 1998; Lonergan et al., 2000), pois aqueles ovócitos que clivam 

mais cedo após a fecundação têm maior capacidade de atingir o estágio de blastocisto que 

aqueles que clivam mais tarde (Lonergan et al., 1999; Dode 2006). No que se refere a idade 

da doadora, tem sido relatado que ovócitos de animais pré-púberes são menos competentes 

para o desenvolvimento comparado com ovócitos de fêmeas adultas (Revel et al., 1995; 

Presicce et al., 1997; Salamone et al., 2001; Pujol et al., 2004).  

Existe uma clara relação entre o tamanho do folículo e a competência do 

ovócito, sendo que ovócitos obtidos de folículos maiores são mais competentes in vitro que 

ovócitos obtidos de folículos menores (Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994; Hagemann 

et al., 1999; Machatkova et al., 2004; Kauffold et al., 2005; Lequarre et al., 2005, Caixeta et 

al., 2009). Ovócitos bovinos coletados a partir de folículos de 2-3 mm de diâmetro 

apresentaram menores taxas de blastocisto comparadas a ovócitos oriundos de folículos > 6 

mm de diâmetro (Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994; Hagemann et al., 1999; 

Machatkova et al., 2004; Kauffold et al., 2005; Lequarre et al., 2005; Caixeta et al., 2009). 

Essa transição de ovócito menos para mais competente coincide com a emergência, FSH-

dependente, de um grupo de folículos de 3-5 mm no início da onda folicular (Mihm, et al, 

2002), quando os ovócitos bovinos completam sua fase de crescimento em um folículo de 

aproximadamente 3 mm (Fair et al., 1995). Entretanto, os mecanismos moleculares que 

sustentam esta progressão da competência são desconhecidos. Presumivelmente, essas 

mudanças envolvem a síntese, degradação e modificação de mRNA e proteínas, as quais 

capacitam o ovócito com os necessários estoques moleculares para conduzir o 

desenvolvimento a partir da maturação meiótica e fecundação até o momento da ativação 

genômica embrionária no estágio de 8 a 16 células (Donnison & Pfeffer, 2004). 
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  A transcrição diminui marcadamente uma vez que o folículo ovariano atinge 3 

mm (Crozet et al, 1986; Fair et al., 1995) e após este estágio, o ovócito permanece 

transcricionalmente quiescente (De Souza et al., 1998). A diminuição da maior parte da 

atividade de transcrição no ovócito em um determinado tamanho de folículo e sua relação 

com o baixo potencial de desenvolvimento sugere que ovócitos oriundos de folículos antrais 

menores que 3 mm ainda não tenham acumulado o estoque  total de RNA requerido  para o 

desenvolvimento posterior (Donnison & Pfeffer, 2004).  

  Conseqüentemente, existe uma concordância geral que a competência do 

ovócito possa estar relacionada com a abundância de transcritos específicos no pool de 

mRNA que é acumulado durante o crescimento do ovócito e as fases finais da foliculogênese 

(De Sousa et al., 1998; Robert et al., 2000; Brevini-Gandolfi & Gandolfi 2001; Maddox-

Hyttel et al., 2005; Sirard et al., 2006).  Isso tem conduzido à hipótese de que diferenças entre 

ovócitos competentes e incompetentes possam depender do padrão de expressão diferencial 

de genes, e embora alguns desses genes tenham sido identificados como sendo relativos à 

competência do ovócito (Donnison & Pfeffer 2004; Fair et al., 2004; Dode et al., 2006; 

Mourot et al., 2006; Racedo et al., 2008), os mecanismos envolvidos na aquisição da 

competência não são bem conhecidos. Portanto, COCs isolados de folículos de diferentes 

tamanhos podem servir como um modelo para avaliar ovócitos e as células do cumulus 

correspondentes, com diferentes graus de competência e os possíveis fatores envolvidos na 

aquisição da competência para o desenvolvimento. 

O padrão de expressão de genes tem emergido como uma ferramenta útil para 

determinar os fatores que afetam a qualidade dos ovócitos e embriões. Numerosos estudos 

têm demonstrado a próxima relação entre qualidade do ovócito/embrião e a abundância de 

vários transcritos (Brevini-Gandolfi et al., 1999; Robert et al., 2000, 2002; Brevini et al., 

2002; Wrenzycki et al., 2003; Baran et al., 2004; Donnison & Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; 

Gutierrez-Adan et al., 2004; Lequarre et al., 2005; Dode et al., 2006; Mourot et al., 2006; 

Nemcova et al., 2006). Esses estudos também têm contribuído para uma melhor elucidação 

dos mecanimsos da competência ovocitária. 

  Métodos alternativos já foram sugeridos para definir marcadores moleculares 

para a competência do ovócito que são expressos por ele mesmo (Lonergan et al., 2003; 

Paradis et al., 2005) ou nos compartimentos somáticos circundantes (Robker et al., 2000; 

Ochsner et al., 2003; McKenzie et al., 2004; Assidi et al., 2008; Hamel et al., 2008).  A 

associação íntima entre células do cumulus e ovócito é um requisito básico para o crescimento 

folicular normal e aquisição da competência, assim como para coordenação da maturação 
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nuclear e citoplasmática (Vozzi et al., 2001). A investigação de vias moleculares da 

competência por meio da identificação de potenciais genes candidatos expressos nas células 

do cumulus e associados com a qualidade do ovócito é um passo chave para elucidar a 

complexa via de maturação final do ovócito e aquisição de competência (Assidi et al., 2010).  

 

 

  

2.3 Importância das células do cumulus na aquisição da competência ovocitária 

 

Os ovócitos de mamíferos crescem e se desenvolvem em uma relação íntima e 

mutuamente dependente com as células somáticas adjacentes. A maior parte do crescimento 

do ovócito ocorre durante o estágio de folículo pré-antral, onde o ovócito está muito próximo 

às células da granulosa (CG) relativamente indiferenciadas. Na formação do antro folicular, as 

células da granulosa se diferenciam em duas linhagens distintas anatômica e funcionalmente: 

as células da granulosa murais que se aderem à parede do folículo e que tem um papel 

principal na esteroidogênese e as células do cumulus (CCs), as quais formam uma íntima 

associação com o ovócito. As CCs possuem projeções citoplasmáticas trans-zonais altamente 

especializadas que penetram através da zona pelúcida e formam as junções gap no contato 

com o ovócito, formando uma elaborada estrutura chamada de complexo-cumulus ovócito 

(COC) (Albertini et al., 2001). 

A interação entre células do cumulus e ovócito envolve ambas as junções gap e 

a sinalização parácrina. As junções gap permitem a transferência de pequenas moléculas e 

facilitam as trocas de metabólitos de glicose e íons entre as CCs e os ovócitos (Tanghe et al., 

2002; Gilchrist et al., 2004). 

As comunicações bi-direcionais entre ovócitos e as CCs ocorrem durante o 

desenvolvimento folicular (Buccione et al., 1990; Eppig et al., 2002; Senbon et al., 2003; 

Gilchrist et al., 2004; Makabe et al., 2006; Sirard et al., 2006) e são essenciais na aquisição da 

competência em ovócitos mamíferos (de Loos et al., 1991; Webb et al., 2002; Fair, 2003). A 

completa remoção das CCs antes da maturação in vitro inibe a maturação do ovócito (Vozzi et 

al., 2001). Similarmente, a inibição desse complexo funcional utilizando-se inibidores das 

junções gap reduz significativamente a maturação do ovócito, fecundação (Motilik et al., 

1989; Sirard et al., 1989, Kastrop et al., 1991; Tatemoto & Terada 1995; Vozzi et al., 2001) e 
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a competência para o desenvolvimento (Atef et al., 2005). Isto é normalmente devido à falta 

de transferência de sinais moleculares específicos que coordenam a maturação final dos 

ovócitos (Gilchrist et al., 2004; Lodde et al., 2007). 

Tem sido demonstrado que o ovócito é um regulador central da função celular 

do folículo em mamíferos, secretando fatores de crescimento solúveis, chamados de fatores 

secretados pelo ovócito (OFS), os quais agem nas células foliculares vizinhas para regular 

uma variedade de funções nas células do cumulus e da granulosa (CG), incluindo a 

proliferação (Li et al., 2000; Gilchrist et al., 2001; 2003; 2004; 2008), apoptose (Hussein et 

al., 2005), luteinização (Eppig et al., 1997; Li et al., 2000) e metabolismo (Eppig et al., 2005). 

Entre esses fatores estão o fator de diferenciação de crescimento 9 (GDF9) e a proteína 

morfogenética de osso 15 (BMP15) (Buccione et al., 1990; Vanderhyden et al., 1990). 

Estudos têm demonstrado que a ausência desses dois OFSs, GDF9 e BMP15, causa a 

esterilidade em camundongos (Dong et al., 1996) e em ovelhas (Galloway et al., 2000). 

Ambos GDF9 e BMP15 são da superfamília do fator de crescimento transformante beta 

(TGFβ) e são expressos de modo específico no ovócito a partir do estágio inicial e exercem 

papéis chaves na promoção do crescimento folicular durante o estágio de folículo primário 

(Knight & Glister, 2006).  

Além disso, os ovócitos também influenciam a expressão de marcadores 

bioquímicos específicos do cumulus que podem ser cruciais para a expansão do cumulus 

permitindo a maturação e desenvolvimento eficientes (Buccione et al., 1990; Vanderhyden et 

al., 1990; Lucidi et al., 2003). Os ovócitos em crescimento são capazes de estimular as células 

da granulosa em folículos pré-antrais a produzir o kit ligante (KL), um fator parácrino que é 

conhecido por promover o crescimento do ovócito (Gilchrist et al., 2004). Camundongos 

deficientes em KL, ou seu receptor, c-kit, exibem desenvolvimento anormal na ovogênsese e 

foliculogênese o que leva à infertilidade (Joyce et al., 2000; Otsuka & Shimasaki, 2002), 

demonstrando que a comunicação parácrina CG-ovócito é indispensável (Driancourt et al., 

2000). 

O início da expansão das CCs é dependente de dois eventos de sinalização: a 

estimulação por gonadotrofinas ou peptídeos semelhantes ao fator de crescimento epidermal 

(EGF) e por sinais parácrinos secretados pelo ovócito. Entre essse sinais, encontrasse o fator 

capacitante da expansão do cumulus (CEEF), o qual age sobre as CCs capacitando-as para 

responder à sinalização de gonadotrofinas/EGF para sintetizar as moléculas da matriz 

extracelular (Gilchrit et al., 2008).  
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In vivo, a expansão das CC é induzida por uma cascata pré-ovulatória iniciada 

pelo pico de LH e pela sinalização do AMPc, que estimulam uma massiva produção de 

proteínas de matriz extracelular mucóides pelas CCs, criando uma grande massa de células do 

cumulus expandidas. In vitro, a expansão das CCs requer um sinal de AMPc, o que é  

rapidamente induzido pelo tratamento com FSH. Para a expansão de CCs em camundongos, 

existe um absoluto requerimento de CEEF para facilitar ou ativar a expansão induzida pelo 

FSH (Buccione et al., 1990; Salustri et al., 1990). É provável que o CEEF exerça um 

importante papel na formação e estabilização das moléculas da matriz extracelular (Salustri et 

al., 1990). A regulação da expansão do cumulus pela ação dos fatores parácrinos do ovócito 

pode ser reproduzida in vitro por um número de fatores de crescimento incluindo TGFβ1, 

GDF9, BMP15 e activinas e possivelmente, algumas combinações desses fatores de 

crescimento são componentes dos CEEFs (Gilchrit et al., 2008). 

A competência para se submeter a expansão é a única característica de 

diferenciação das CCs (Diaz et al., 2006), a qual tem sido mostrada ser crítica para o 

desenvolvimento normal do ovócito, ovulação e fecundação (Elvin et al., 1999; Chang et al., 

2002; Vanderhyden et al., 2003). As CCs sintetizam e compactam uma matriz extracelular 

altamente viscoelástica, na qual a hialurona é o principal componente (Salustri et al., 1989). 

Além da hialurona, estão presentes a proteína alfa-induzida do fator de necrose tumoral seis 

(TNFAIP6), a pentraxina (PTX3) e a versicana, que é uma proteoglicana (Russell & Salustri, 

2006). 

As células do cumulus completamente desenvolvidas exercem três importantes 

funções biológicas. Antes da ovulação, as CCs suportam a maturação do ovócito, durante a 

ovulação elas conduzem o ovócito para dentro do oviduto e rapidamente após a ovulação, elas 

participam do complexo mecanismo que controla o acesso do espermatozóide ao ovócito. 

Desta forma, durante a maturação as CCs exercem um importante papel por manter o ovócito 

retido em meiose, por participar na indução da retomada da meiose e por suportar a maturação 

citoplasmática. Estas funções chaves da CCs durante a maturação ovocitária são atribuídas a 

sua elaborada rede de junções gap e a sua capacidade metabolizante específica (Tanghe et al., 

2002). É bem conhecido que o AMPc intra-ovócitário exerce um importante papel na 

manutenção da retenção da meiose no estágio diplóteno (Mehlmann, 2005). As CCs agem 

claramente no controle da meiose, desde que um elevado nível de AMPc intracelular iniba ou 

retarde a retomada da meiose em COC (Bilodeau et al., 1993), uma vez que o AMPc 

produzido pelas CCs é transferido para o ovócito via junções gap (Tripathi et al., 2010). A 
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manutenção de um nível ótimo da concentração de AMPc, em combinação com a retenção da 

meiose, pode ser necessária para uma completa maturação citoplasmática (Motlik et al., 

2000).  

Existem evidências que as CCs exercem positivos efeitos durante a maturação 

por fornecer substâncias essenciais ao ovócito (Tanghe et a., 2002). Outro papel metabólico 

importante das CCs na maturação do ovócito é o de proteção. As CCs reduzem cistina em 

cisteína e promovem a captação de cisteína em ovócitos bovinos durante a maturação 

(Takahashi et al., 1993). Como resultado, os COC tem um conteúdo intracelular mais alto de 

glutationa (de Matos et al., 1997; Geshi et al., 2000), que exerce um importante papel na 

manutenção do estado reduzido das células e as protegem contra os efeitos nocivos do stress 

oxidativo induzido pela apoptose (Lim et al., 1996; Tatemoto et al., 2000; Fatehi et al., 2005). 

Um nível estável de glutationa em ovócitos maturados resulta no aumento do número de 

ovócitos fecundados e que se desenvolvem ao estágio de blastocisto. Além disso, as CCs 

metabolizam a glicose em piruvato ou intermediários do ciclo de Krebs que podem ser 

transferidos para o ovócito. Tem sido demonstrado que o COC utiliza glicose para muitos 

processos metabólicos essenciais, tais como produção de energia, síntese de purinas e ácidos 

nucléicos, mucificação e homeostase celular (Sutton et al., 2003). Entretanto, com relação à 

glicose, o ovócito tem uma capacidade relativamente baixa para utilizar este metabólito 

(Biggers et al., 1967; Sutton-McDowall et al., 2010). As CCs são conhecidas por metabolizar 

a maior parte da glicose consumida pelo COC, suprindo metabólicos intermediários como 

piruvato, principalmente via glicólise, para o ovócito (Sutton-McDowall et al., 2010). Outros 

substratos de baixa massa molecular tais como aminoácidos e ácidos nucléicos são 

transportados para o ovócito para o seu crescimento e síntese das suas próprias 

macromoléculas, bem como mRNA e rRNA das CCs e células da granulosa (Johnson, 2007). 

Além disso, a capacidade do ovócito para formar o pró-núcleo masculino após 

a fecundação depende fortemente da presença das CCs durante a maturação (Vanderhyden & 

Armstrong, 1989; Fukui, 1990; Moor et al., 1990) e fecundação (Tajik et al., 1993; Zhang et 

al., 1995; Suzuki et al., 2000). A fecundação e desenvolvimento de um blastocisto saudável 

são limitados pela qualidade do ovócito (Eppig et al., 1993) e as CCs exercem um papel 

crítico na determinação do potencial de desenvolvimento do ovócito antes e após a ovulação 

(Tanghe et al., 2002). 
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2.4 Estudos da expressão de genes associados à competência ovocitária 

 

 Muitos modelos de estudo da competência de desenvolvimento do ovócito 

bovino têm sido descritos. Tais modelos incluem o tempo da primeira clivagem (Fair et al., 

2004; Dode et al., 2006), a idade da doadora (Patel et al., 2007; Bettegowda et al., 2008) e o 

tamanho do folículo (Donnison & Pfeffer 2004; Lequarre et al., 2005; Mourot et al., 2006; 

Caixeta et al., 2009). Mais recentemente esses modelos têm sido utilizados para os estudos de 

expressão gênica associados à competência, empregando uma combinação da análise de 

microarranjos e PCR quantitativo para investigar o padrão de transcritos em ovócitos e células 

do cumulus. 

A reação em cadeia pela polimerase em tempo real (qPCR) é utilizada para 

amplificar e simultaneamente quantificar uma molécula alvo de DNA. A qPCR consiste de 

uma técnica variante da reação de polimerase em cadeia (PCR) que é comumente utilizada em 

biologia molecular para gerar várias cópias de uma seqüência de DNA em um processo 

chamado de amplificação. A característica chave da qPCR é que o DNA amplificado é 

detectado a cada ciclo, durante a progressão da reação em tempo real, o que é um avanço 

comparado à PCR convencional, onde o produto da reação é detectado somente no final das 

etapas de amplificação. A amplificação exponencial via qPCR consiste de uma técnica de alta 

sensibilidade, na qual um número de cópias muito pequeno de moléculas de RNA pode ser 

detectado (Nolan et al., 2006; Dhanasekaran et al., 2010).  

No que se refere ao microarranjo de DNA, este consiste de sondas pré-

sintetizadas de cDNA ou oligonuleotídeos, que são impressas sobre um suporte (Hager, 

2006). A primeira geração de microarranjo usou cDNA como sondas sobre lâminas de vidro 

(Schena et al., 1995). As sondas para os microarranjos de cDNA são geralmente produtos de 

PCR gerados de bibliotecas de cDNA ou de coleções de clones que são fixados sobre lâminas 

de vidro ou membranas de nylon como spots em locais definidos (Schulze & Downward, 

2001). Na maioria das lâminas de microarranjo, os genes são fixados em duplicata ou 

triplicata, onde o cDNA em cada spot é geralmente um gene inteiro ou seqüências tag 

expressas (EST), pequenos fragmentos da sequência de cDNA, de aproximadamente 300-800 

nucleotídeos de comprimento (Bryant et al., 2004). No caso dos chips de segunda geração 

como o da Affymetrix (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) são utilizados 

oligonucelotídeos que são sintetizados no próprio chip de sílica como sondas e que permite 
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uma densidade muito maior de sondas fixadas conferindo alta sensibilidade e 

reprodutibilidade (Evans et al., 2008). 

O estudo do perfil do transcritoma por meio da tecnologia do microarranjo é 

uma ferramenta amplamente utilizada para examinar a expressão de múltiplos genes 

simultaneamente (centenas a milhares) em diversos estágios e condições (Rodriguez-Zas et 

al., 2008) e tem se tornado altamente comum na identificação de genes diferencialmente 

expressos em diferentes modelos biológicos (Yao et al., 2004).  

Muitos dos estudos iniciais de análise de transcritoma na área de reprodução 

animal foram focados na identificação de genes em ovócitos. De acordo com Fair e 

colaboradores (2007), a análise global da expressão de genes utilizando microarranjo permite 

o estabelecimento de um esquema molecular do transcritoma durante a maturação de ovócitos 

para melhor entendimento da ovogênese e foliculogênese (Yao et al., 2004; Misirlioglu et al., 

2006). Além disso, a capacidade de ovócitos completamente crescidos para sustentar a 

reprogramação genômica e o desenvolvimento embrionário está associada a um complexo 

padrão de expressão de genes e isso desencadeou muitos estudos do transcritoma de ovócitos 

em camundongos (Sharov et al., 2003; Hamatani et al., 2004),  humanos (Kacobas et al., 

2006) e em bovinos (Misirlioglu et al., 2006).  

O conhecimento das mudanças temporais e específicas na expressão de genes 

das células foliculares durante o crescimento dos folículos está longe de se completar em 

animais e humanos (Hamel et al., 2008). Intensos estudos em células do cumulus buscam o 

entendimento da aquisição da competência ovocitária e a identificação de novos marcadores 

da qualidade do ovócito durante o desenvolvimento folicular. Devido às interações próximas 

entre células do cumulus e ovócito, e por dividirem o mesmo microambiente, essas células 

podem refletir as condições foliculares experimentadas pelo ovócito (Patrizio et al., 2007). 

Com métodos apropriados, pode ser possível detectar e decodificar as alterações moleculares 

nas CCs que revelam informações prognosticamente importantes concernentes aos ovócitos 

(Huang & Wells, 2010). De fato, utilizando-se qPCR e/ou microarranjos de DNA, muitos 

estudos têm fornecido evidências de que os genes expressos nas CCs representam 

biomarcadores potenciais para predição da qualidade do embrião e sucesso da gestação. 

Apesar de alguns estudos de análise do transcritoma terem sido realizados em células do 

cumulus de camundongos (Hernandez-Gonzalez et al., 2006; Kawamura et al., 2009; Ye et 

al., 2009), bovinas (Patel et al., 2007; Assidi et al., 2008; 2010; Bettegowda et al., 2008; 

Regassa et al., 2011) e humanas (McKenzie et al., 2004; Zhang et al., 2005; Assou et al., 
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2006; 2010; Hamel et al., 2008; Huang & Weels 2010; Assidi et al., 2011), a relação da 

expressão específica de genes durante o crescimento folicular e sua habilidade para 

determinar a qualidade do embrião está ainda por ser investigada.  

  Uma abordagem que tem sido utilizada na investigação desses mecanismos é a 

comparação de complexos-cumulus ovócitos com diferentes níveis de competência, 

utilizando-se os modelos de diferentes tamanhos de folículos e da idade da doadora, conforme 

mencionado anteriormente. 

 Além dos estudos desenvolvidos com ovócitos de diferentes tamanhos de 

folículos (Donnison & Pfeffer, 2004; Mourot et al., 2006; Nemvoca et al., 2006; Racedo et al., 

2008; Fagundes et al., 2011), outros têm sido focados também na busca de marcadores para a 

competência ovocitária nas células do cumulus, visto a comprovada interação cumulus-

ovócito. Um recente trabalho, realizado por Caixeta e colaboradores (2009), avaliou o efeito 

do tamanho do folículo sobre a expressão de mRNA nas células do cumulus e ovócitos 

bovinos na tentativa de identificar genes marcadores para a competência ovocitária. Nesse 

trabalho foram quantificados por meio de qPCR, transcritos para os genes candidatos em 

ovócitos e células do cumulus provenientes de diferentes tamanhos de folículos. Os resultados 

obtidos mostraram que a taxa de blastocisto foi mais alta para ovócitos coletados de folículos 

> 6 mm de diâmetro. Em ovócitos, a expressão do transcrito de H2A aumentou gradualmente 

de acordo com o tamanho do folículo, sendo maior em ovócitos de folículos ≥ 8,1 mm de 

diâmetro comprado aos ovócitos de folículos < 6 mm de diâmetro e foi confirmada a 

importância de H2A para a competência do desenvolvimento. Nas células do cumulus, a 

expressão de mRNA de FSHR, EGFR e GHR aumentou com o tamanho do folículo, sendo o 

GHR, o que melhor avalia o potencial de desenvolvimento do ovócito.   

 Da mesma forma, Ghanem e colaboradores (2007) investigaram a abundância 

de transcritos em ovócitos e células do cumulus bovinos coletados de folículos de diferentes 

tamanhos (3-5 mm; 6-8 mm e ≥ 9 mm de diâmetro) nas fases de crescimento (dia 3) e de 

dominância (dia 7) da primeira onda folicular para identificar genes candidatos relacionado 

com a competência de desenvolvimento do ovócito utilizando-se microarranjo de DNA e 

qPCR. A competência de desenvolvimento do ovócito é altamente refletida pela fase da onda 

folicular ovariana. A análise comparativa da expressão de genes dos ovócitos das fases de 

crescimento e dominância revelou um pool de genes regulados diferencialmente. Desse pool, 

dez genes diferencialmente expressos foram validados (ANXA2, FL396, CKS2, CCNB1, 
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PTTG1, MSX1, BMP15, S100A10, RPL24, PP) em ovócitos bovinos coletados em ambas as 

fases foliculares. Dentre os genes validados nas células do cumulus, dois transcritos (MSX1 e 

FL396) foram mais abundantes na fase de dominância comparados aos da fase de 

crescimento. Já os transcritos RPL24 e CKS2 foram mais abundantes nas células do cumulus 

de folículos em fase de crescimento comparados aos da fase de dominância. Nesse estudo, o 

gene MSX1 foi descrito como mais expresso tanto em ovócitos como em células do cumulus 

derivados de folículos subordinados, devido à presença do folículo dominante. 

Outro modelo bovino bem definido para investigação da competência de 

desenvolvimento do ovócito são as fêmeas pré-púberes comparadas às vacas adultas. 

Resultados mostram que ovócitos de fêmeas pré-púberes comparados aos de ovócitos de 

vacas adultas produzem menor taxa de blastocisto (Revel et al., 1995). Um estudo realizado 

por Patel e colaboradores (2007) identificou genes com maior abundância de mRNA em 

ovócitos de fêmeas adultas comparado aos ovócitos de animais pré-púberes. Neste estudo, foi 

observado que ovócitos de fêmeas adultas possuíam mais transcritos importantes na regulação 

da secreção hormonal e biossíntese de macromoléculas. A partir da validação desses 

resultados, confirmou-se a maior abundância de mRNA dos genes folistatina e das 

subunidades beta A e beta B da inibina/ativina em ovócitos dos animais adultos. Não houve 

diferença na abundância de mRNA de folistatina nas células do cumulus de ovócitos 

coletados de animais pré-púberes e adultos, entretanto, a abundância do mRNA da subunidade 

beta A da inibina/ativina foi mais alta nas células do cumulus de ovócitos de animais adultos. 

Esses resultados demonstram uma positiva correlação da abundância de transcritos da 

folistatina com a competência ovocitária nos dois modelos distintos.  

De modo semelhante, Bettegowda e colaboradores (2008) identificaram 

diferenças na abundância de RNA transcritos em células do cumulus bovinas de ovócitos 

coletados de animais adultos e animais pré-púberes, submetidas à análise de microarranjo. 

Quatro genes que codificam as catepsinas CTSB, CTSK, CTSS, CTSZ, e que mostraram 

grande abundância de transcritos nas células do cumulus de ovócitos coletados de animais 

pré-púberes, foram investigados. A família das catepsinas de proteinases cisteína lisossomais 

tem atividade catalítica e tem sido relacionada a diversas funções biológicas. A validação 

desses genes confirmou a abundância dos transcritos nas células do cumulus de ovócitos 

coletados de animais pré-púberes e adultos. Os resultados desse estudo têm estabelecido que 

existe uma relação entre a abundância de mRNA de CTSB, CTSS e CTSZ nas células do 

cumulus e a competência ovocitária. 
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Outros trabalhos utilizando as metodologias de qPCR e microarranjos 

avaliaram a expressão de genes em células do cumulus bovinas, na tentativa de identificar 

marcadores da competecia ovocitária. Um estudo realizado por Assidi e colaboradores (2010) 

em bovinos avaliou a expressão gênica em células do cumulus após o pico de LH em folículos 

pré-ovulatórios com o objetivo de identificar potenciais marcadores para a competência 

ovocitária. A partir da análise de transcritoma, foi gerada uma lista de genes diferencialmente 

expressos nas células do cumulus, afetados pelo pico de LH. Os genes foram classificados 

funcionalmente e sete genes candidatos foram selecionados para validação da expressão 

gênica. Feita a análise, os genes THBS1, EREG, UBE2N, TNFAIP6, TRIB2 e ERRFI1 foram 

validados como potenciais marcadores para a competência. Segundo os autores, esses estudos 

constituem um preâmbulo para o entendimento das vias moleculares do LH que disparam os 

processos de aquisição final da competência ovocitária em bovinos.  

Mais recentemente, outro estudo realizado por Assidi e colaboradores (2011) 

em humanos teve como objetivo identificar biomarcadores da competência ovocitária para o 

desenvolvimento, expressos em células do cumulus. Dois grupos de CCs foram avaliados, o 

primeiro, de CCs de pacientes que obtiveram sucesso na gestação e o segundo, de CCs de 

pacientes sem sucesso na gestação, utilizando-se a análise de microarranjos os genes 

diferencialmente expressos foram identificados. Dos dezessete genes candidatos submetidos à 

análise quantitativa, seis dos mais expressos mostraram diferenças significativas na expressão 

(DPP8, HIST1H4C, UBQLN1, CALM1, NRP1 e PSMD6) e foram identificados como 

marcadores da qualidade do ovócito e sucesso da gestação e o gene TOM1 foi o único dentre 

os menos expressos confirmado como marcador negativo em CCs de pacientes sem sucesso 

na gestação. Esses resultados indicam que tais marcadores genômicos constituem uma 

poderosa ferramenta para a seleção de ovócitos. 

Regassa e colaboradores (2011) analisaram o padrão do transcritoma de 

ovócitos e células do cumulus bovinas na tentativa de identificar transcritos exclusivamente 

expressos no ovócito ou nas CCs e aqueles expressos quando o ovócito e as CCs foram 

cultivados juntos. Nesse estudo, os transcritos específicos do ovócito estavam envolvidos na 

transcrição, tradução e os específicos de CCs incluíram aqueles envolvidos no metabolismo 

de carboidratos, processos metabólicos protéicos e no processo biossintético de esteróides. De 

acordo com a validação dos genes, quando ovócitos e CCs formam cultivados juntos, a 

identificação dos transcritos expressos tanto nos ovócitos quanto nas CCs foram semelhantes, 

e estavam envolvidos no metabolismo de carboidrato, transporte molecular, metabolismo do 
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ácido nucléico, na proliferação e crescimento celular, ciclo celular, desenvolvimento celular e 

expressão gênica. Desse modo, esse estudo poderia fornecer subsídios sobre a função gênica e 

interações entre diferentes vias que são envolvidas na maturação de ovócitos bovinos. 

O conhecimento obtido a partir da análise do transcritoma de ovócitos e CCs 

poderão conduzir a otimização de vários procedimentos usados nas TRAs, em particular dos 

protocolos de maturação in vitro, para os quais o conhecimento das interações ovócito-

cumulus é essencial (Huang & Wells, 2010). Portanto, o estudo do perfil do transcritoma das 

CCs oferece a oportunidade, por um método não-invasivo, de predizer a competência do 

ovócito e do embrião devido ao tráfico bidirecional entre CCs e ovócito, o que é muito 

importante para a aquisição desta competência (Assou et al., 2010). 

 

2.5 Genes selecionados para validação em células do cumulus 

  

  O desenvolvimento de folículos ovarianos é regulado por diversos fatores 

autócrinos, parácrinos e endócrinos. A sinalização parácrina inclui as interações células do 

cumulus-ovócitos e interações células da granulosa-teca. Entre as várias famílias de fatores 

que têm sido implicadas na função das células foliculares, a superfamília de fatores de 

crescimento de fibroblastos (FGF) é uma das maiores. É bem conhecido que os FGFs alteram 

a função ovariana, pelo menos em parte pela inibição da secreção dos hormônios esteroides, e 

afetam a sobrevivência das células da granulosa (Jiang et al., 2010), entretanto, os 

mecanismos de ação do FGF nas células do folículo ovariano ainda não estão bem 

caracterizados. 

Existem 18 FGFs (FGF1-FGF10 e FGF16-FGF23), os quais são agrupados em 

seis subfamílias baseadas nas diferenças de homologias de seqüências e filogenia. Os FGFs 

previamente conhecidos como FGF11-FGF14, que não estão designados entre as subfamílias, 

são denominados fatores homólogos ao FGF (FHF) ou FGFs intracelulares, têm alta 

identidade de seqüência com a família FGF, mas não ativam os receptores de FGF (FGFR) e, 

portanto, não são geralmente considerados membros da família FGF. Os principais alvos dos 

FHFs são os domínios intracelulares dos canais de sódio dependentes de voltagem e proteínas 

scaffolding intracelulares. Mutações feitas nos FHFs em camundongos causaram uma 

variedade de anomalias neurológicas e as mutações de FHFs em humanos estão implicadas na 

ataxia cerebelar (Beeken & Mohammadi, 2009). Por isso, os FHFs são uma intrigante área da 
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pesquisa científica, considerando-se que a família FGF regula uma gama de processos do 

desenvolvimento, incluindo estruturação do cérebro, morfogênese e desenvolvimento. Devido 

à inabilidade dos FHFs se ligarem aos FGFRs, a inclusão dos FHFs na família do FGF 

deveria ser reconsiderada (Zhong et al., 2006; Itoh & Ornitz, 2008; Beeken & Mohammadi, 

2009). 

A expressão do mRNA de FGF11 foi detectada em células-tronco de 

trofoblasto de camundongo, em linhagem de células e placenta humanas, em ovócitos e 

embriões de camundongos em estudo realizado por Zhong e colaboradores (2006). Embora 

alguns FGFs tenham sido demonstrados afetar a função folicular, os mecanismos 

predominantes da ação do FGF nas células ovarianas requerem mais estudos. Somente alguns 

genes alvos do FGF estão sendo investigados no folículo, alguns deles são os genes que 

codificam as proteínas Sprout, produtos dos genes SPRY (Sprout), os quais foram primeiro 

identificados como inibidores de FGF (Jiang et al., 2010).  

O sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling (Drosophila) (SPRY1) faz 

parte de uma família de quarto genes (SPRY1-4) que são induzidos pela sinalização de FGF e 

serve como um regulador de feedback negativo (Faedo et al., 2010). O SPRY foi 

originalmente descrito em Drosophila, como um inibidor da sinalização do FGF durante o 

desenvolvimento da traquéia. Os membros da família Spry em mamíferos são expressos em 

padrões altamente restritos no desenvolvimento inicial de embriões e sua expressão mostra 

uma próxima correlação com os sítios de sinalização do FGF. A sinalização dos fatores de 

crescimento pelos receptores tirosino cinases (RTK) regula algumas respostas em células 

alvo, tais como a proliferação e diferenciação. A excessiva ou inapropriada sinalização por 

RTK tem sido implicada na progressão de câncer e desordens dos processos de 

desenvolvimento, demonstrando que o comprimento e duração da sinalização devem ser 

estritamente regulados. SPRY inibe especificamente a sinalização Ras-Erk/MAPK mediada 

por RTK e devido à atividade inibitória sobre essa via, o SPRY geralmente age como um 

supressor de tumor (Hanafusa et al., 2002).  

Estudos demonstraram que a baixa expressão de SPRY1 endógeno aumenta os 

processos relativos à angiogênese em células endoteliais. O silenciamento de SPRY1 aumenta 

notavelmente a proliferação celular, possivelmente devido a modificação da expressão de p21 

e ciclina D1, mediada por SPRY1 e/ou inibição da ativação de MAPK. Se o silenciamento do 

gene SPRY1 aumenta a angiogênese tumoral, a retomada da expressão do gene poderia ser 

uma interessante via para reduzir o crescimento do tumor. Portanto, tais resultados sugerem 
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que o SPRY1 seja um inibidor endógeno da angiogênese (Sabatel et al., 2010). Em bovinos, 

estudos demonstraram que o FGF2 aumentou a abundância de mRNA dos genes SPRY1, 2 e 

4 nas células da granulosa (Jiang et al., 2010).  

A regulação da expressão de SPRY não tem sido bem caracterizada. Em 

ovários, o FGF2 induziu a expressão de SPRY2 nas células luteínicas-granulosa de humanos e 

em células do cumulus de camundongos (Haimov-Kochman et al., 2005; Sugiura et al., 2009). 

O entendimento da regulação de SPRY2 nas células granulosas foliculares é de grande 

interesse por duas razões. Primeiro, porque esse gene tem potencial implicação para a 

fecundação, uma vez que a sinalização cumulus-ovócito pode ser controlada por SPRY2 

(Sugiura et al., 2009) e a competência de desenvolvimento é inversamente correlacionada 

com os níveis de mRNA de SPRY2 nas células da granulosa (Robert et al., 2001). E segundo, 

por que a maioria dos estudos de sinalização do FGF tem usado linhagens celulares ou tipos 

de células proliferativas como modelo, uma vez que as células da granulosa em meio de 

cultivo livre de soro fornecem um excelente modelo de células proliferativas em diferenciação 

(Gutiérrez et al., 1997; Cao et al., 2006). 

 Os IGFs são fatores de crescimento semelhantes à insulina ou somatomedinas e 

são produzidos pela maioria dos tecidos, tendo capacidade para atuar por via endócrina, assim 

como por mecanismos parácrino e/ou autócrino (Hafez & Hafez, 2004). O sistema IGF exerce 

um importante papel na regulação do desenvolvimento folicular ovariano (Buratini, 2005) e 

esteroidogênese (Kwintkiewicz & Giudice, 2009). O sistema IGF é complexo e composto por 

IGF-I e IGF-II, por dois tipos de receptores (tipo-I e II), por seis proteínas que se ligam ao 

IGF que são as IGFBP1-6 e por enzimas de inativação (IGFBPase) das IGFBPs. As proteínas 

ligadoras de baixa massa molecular (IGFBP2, 4 e 5) apresentam maior afinidade pelos IGFs 

impedindo que estes se liguem aos receptores. A função das IGFBPases é degradar as IGFBPs 

possibilitando maior biodisponibilidade de IGF (livre) para se ligar aos receptores (Fortune et 

al., 2004).  

No ovário humano, no momento da seleção do folículo dominante, o IGF-II 

apresenta-se aumentado nas células da granulosa, as IGFBPs são diminuídas e a protease da 

IGFBP4 é aumentada no folículo antral (Cataldo & Giudice, 1992; Chandrasekher et al., 

1995; Conover et al., 2001, Thierry et al., 1996). O resultado em cadeia desse repertório da 

expressão da família do IGF é aumentar a biodisponibilidade de IGF que age como uma co-

gonadrotrofina na estimulação da estereoidogênese das células da granulosa (Kwintkiewicz & 
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Giudice, 2009; Conover et al., 1999). Em contraste, em folículos atrésicos, os níveis de IGF-II 

são baixos, as IGFBP são aumentadas e a protease de IGFBP4 é quase indetectável (Cataldo 

& Giudice, 1992; Chandrasekher et al., 1995; Thierry et al., 1996) resultando em uma 

limitada biodisponibilidade de IGF e a comprometida sobrevivência do folículo 

(Kwintkiewicz & Giudice, 2009; Giudice, 2001).  

A IGFBP4 é a principal IGFBP inibitória no ovário e a protease IGFBP4 

ovariana tem sido identificada como proteína plasmática-A associada à gestação (PAPPA) em 

humanos (Conover et al., 1999; 2001), camundongos (Nyegaard et al., 2010) e em animais 

domésticos (Mazerboug et al., 2001; Monget et al., 2003). A expressão de PAPPA nas células 

da granulosa é aumentada pelas gonadotrofinas e a PAPPA ovariana é um marcador de 

seleção para o desenvolvimento de folículos e do corpo lúteo (Conover et al., 1999; 2001; 

Hourvitz et al., 2000; 2002).  

A expressão gênica da IGFBP2 e 4 foi localizada em células da granulosa e da 

teca, respectivamente (revisado por Fortune, et al. 2001 e Webb et al., 1999). Níveis 

reduzidos da IGFBP4 foram encontrados em folículos dominantes bovinos comparados com 

os dois maiores folículos subordinados apenas 1,5 dias após a emergência da onda (Mihm et 

al. 2000). Há fortes evidências sugerindo que a redução dos níveis de IGFBP4 no folículo 

selecionado seja conseqüência de um aumento da degradação proteolítica das IGFBPs pela 

proteína plasmática associada à gestação (PAPPA), detectada no folículo (Mazerbourg et al., 

2001). De fato, a degradação não apenas da IGFBP4, mas também da IGFBP5, foi mais alta 

no maior folículo antes do momento esperado do desvio folicular (Fortune et al., 2004). 

 
Recentemente, Kwon e colaboradores (2010) investigaram o padrão de 

expressão de mRNA da família do IGF nas células da granulosa e do cumulus de mulheres 

com e sem a síndrome de ovários policísticos. De acordo com esse estudo, a expressão de 

IGFBP3 foi significativamente diferente nas células da granulosa de mulheres com e sem a 

síndrome, enquanto que a expressão de mRNA de IGFBP4, IGF-II e o receptor IGFR-I foi 

aumentada nas células da granulosa de folículos imaturos em ambos os grupos de mulheres. O 

aumento observado na expressão do mRNA de IGFBP4 em células da granulosa de mulheres 

com a síndrome foi consistente com estudos prévios que demonstraram que o IGFBP4 inibe a 

síntese de esteróides em células da granulosa e teca (Cataldo & Giudice, 1992; Mason et al., 

1998). 
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A família RHO de pequenas GTPases exerce um importante papel na regulação 

de muitos aspectos do comportamento celular, incluindo a progressão do ciclo celular, 

reorganização do citoesqueleto, polaridade celular, migração e invasão (Etienne-Manneville 

& Hall, 2002; Ridley, 2001). O gene ARHGAP22 (Rho GTPase activating protein 22) 

codifica a proteína 22 ativadora de GTPase da família Rho, a qual está envolvida na via de 

transdução do sinal e  regulação da formação das células endoteliais do tubo capilar durante a 

angiogênese (Katoh & Katoh, 2004). De acordo com a classificação gene ontology, as funções 

do ARHGAP22 estão relacionadas com a angiogênese, regulação da transcrição, 

diferenciação celular, ativação de GTPase, desenvolvimento do organismo e transdução do 

sinal (Gene Ontology Annotation, (GOA) Database, disponível em 

http://www.ebi.ac.uk/GOA/). Além disso, estudos têm sugerido que os níveis de expressão de 

ARHGAP22 exercem um importante papel na determinação do modo de movimento da célula 

tumoral (Sanz-Moreno et at., 2008). Mais recentemente, foi demonstrado que ARHGAP22 foi 

o único gene encontrado por estar associado à retinopatia diabética proliferativa, pelo fato de 

estar envolvido na angiogênese celular endotelial (Huang at al., 2011). Em humanos, a 

expressão de ARHGAP22 foi detectada no ovário (RNA Seq Atlas: NM_021226-2749bp, 

Medicalgenomics) e é possível que este gene tenha ação importante nas comunicações 

bidirecionais entre ovócitos e células do cumulus para a aquisição da competência ovocitária.  

O gene COL18A1 (collagen, type XVIII, alpha 1) que codifica o colágeno 

XVIII foi mapeado no cromossomo 21q22.3 em humanos e no cromossomo 10 em 

camundongos. O colágeno XVIII é uma proteína de lâmina basal, o qual juntamente com o 

colágeno XV, forma o subgrupo das multiplexinas (múltiplos domínios tripla-hélice com 

interrupções) na família do colágeno (Rehn & Pihlajaniemi, 1994; Oh et al., 1994; Saarela et 

al., 1998). Essas proteínas formam heterodímeros e contém um domínio não colagenoso (NC-

11) N- terminal, dez repetições colagenosas alternadas com nove repetições não colagenosas e 

uma região não-colagenosa C-terminal, NC-1. A região N-terminal apresenta domínios que se  

ligam às moléculas de sinalização Wnt, as quais estão envolvidas na proliferação celular, 

polaridade e diferenciação em vários processos de desenvolvimento, podendo inibir in vitro a 

sinalização Wnt/beta-catenina em células cancerosas (Quelard et al., 2008). A região C-

terminal, a qual contém um domínio de trimerização e no final 184 resíduos de aminoácidos, 

pode liberar a endostatina (20 kDa) e fragmentos tipo endostatina. A endostatina foi primeiro 

identificada como um potente inibidor da proliferação e migração de células endoteliais, 

capaz de inibir a angiogênese, com habilidade de reduzir o crescimento tumoral e parece 
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exercer algumas outras funções, como a indução da apoptose (Dhanabal et al., 1999;  Dixelius 

et al., 2000; Schmidt et al., 2004). A maioria das pesquisas sobre o colágeno XVIII foi 

originalmente focada na endostatina devido seu grande potencial para inibir a angiogênese 

tumoral. Mas é também conhecido que as glicoproteínas no espaço extracelular exercem um 

importante papel na sinalização química entre células e elas podem fornecer um reservatório 

para várias moléculas sinalizadoras tais como membros das famílias Wnt, fator de 

crescimento tumoral beta (TGFβ), FGF e receptores de moléculas de adesão celular (Lin et 

al., 2001; Aricescu et al., 2002). Além disso, o colágeno XVIII na matriz extracelular pode ser 

importante para definir a plasticidade de células epiteliais e endoteliais em diferentes órgãos e 

pode estar envolvido na determinação da polaridade celular, influenciando o metabolismo 

celular e diferenciação (Lin et al., 2001). Acredita-se também, que o padrão de expressão do 

colágeno XVIII mude durante o desenvolvimento (Lin et al., 2001), sugerindo que essas 

moléculas exerçam um importante papel no desenvolvimento. 

Tamba e colaboradores (2010) avaliaram o padrão da expressão de genes nas 

células do cumulus em camundongos com o objetivo de entender o papel da sinalização do 

receptor de prostaglandinas (Ptger2) durante a ovulação e fecundação, sabendo-se que a 

prostaglandina E2 (PGE2) é um dos principais mediadores da resposta às gonadotrofinas.  

Para isso, a expressão de genes foi avaliada em células do cumulus de camundongos normais 

e com deleção do gene Ptger2 -/-, utilizando-se a análise de transcritoma. A deficiência de 

Ptger2 afetou diferencialmente a expressão de muitos genes nas células do cumulus e dentre 

os genes com maior expressão foram identificados genes da família do colágeno, tais como 

COL18A1, COL4A1, COL4A2 e COL6A1. Esses resultados indicam que o padrão da 

expressão de genes nas células do cumulus difere antes e após a ovulação e a sinalização 

PGE2-Ptger2 exerce um papel crítico na expressão de genes regulados pelo AMPc nas células 

do cumulus sob condições fisiológicas.  

As glicanas (GPCs) são uma família de proteoglicanas sulfato heparan (HSPG) 

da superfície da célula, caracterizadas por se ligarem à superfície celular por uma âncora, 

denominada glicosilfosfatidilinositol (De Cat & David, 2001). Em estudos genéticos e 

embriológicos, as glicanas foram relacionadas à regulação de eventos de sinalização celular 

durante a morfogênese e fisiologia de organismos adultos (Fico et al., 2011). As glicanas, 

como outras HSPG, modulam a sinalização mediada por moléculas extracelulares, incluindo 

Wnts, proteínas morfogenética de osso (BMPs) e FGFs (De Cat & David, 2001; Nybakken & 

Perrimon, 2002). Embora essas moléculas de sinalização tenham receptores transmembranas 
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específicos, as HSPGs são necessárias como sítios de ligação acessórias de baixa-afinidade 

que facilitam ou estabilizam a interação do ligante ao receptor principal de alta-afinidade. A 

proteína gpc4 tem sido estudada por se ligar a FGF2, portanto, acredita-se que o GPC4 tenha 

um possível papel na modulação da sinalização do FGF (Hagihara et al., 2000). As glicanas 

estão entre as mais abundantes HSPGs no desenvolvimento do sistema nervoso e são 

expressas em células-tronco neurais adultas e embrionárias (De Cat & David, 2001). 

Manipulações feitas em embriões de Xenopus têm demonstrado o papel das glicanas no 

desenvolvimento do cérebro, sugerindo que mutações nesses genes podem acarretar desordens 

no sistema nervoso. Portanto, o interesse das glicanas na medicina molecular tem sido a 

descoberta de mutações nos genes GPC3 e GPC4 em humanos que estão associados com a 

Síndrome de Simpson-Golabi-Behmel, cujas manifestações clínicas incluem super 

crescimento pré e pós-natal e anomalias morfológicas. A função de GPC4, como de outros 

genes desta família, parece estar associada à regulação da divisão celular (Waterson et al., 

2010). Em humanos, um estudo conduzido por van Montfoort e colaboradores (2008) revelou 

um padrão de expressão diferencial de genes nas células do cumulus como um prognóstico 

indicador da viabilidade do embrião. Nesse estudo, o GPC4 foi detectado dentre os genes com 

expressão diferencial e foi demostrado estar envolvido na sinalização celular. 
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CAPÍTULO 2 – ANÁLISE DO TRANSCRITOMA DE CÉLULAS DO CUMULUS 

BOVINAS PARA IDENTIFICAÇÃO DE GENES MARCADORES DA COMPETÊNIA 

OVOCITÁRIA 
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1 RESUMO 

 

As camadas de células do cumulus que circundam o ovócito são essenciais para a maturação 

ovocitária, ovulação, bem como a fecundação. Desta forma, mensagens estocadas nessas 

células podem ser indicadoras diretas do status de desenvolvimento do ovócito. Portanto, o 

estudo da expressão de genes nas células do cumulus pode auxiliar no melhor entendimento 

da aquisição da competência, além de permitir a identificação de marcadores para o potencial 

de desenvolvimento embrionário. O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão 

global de genes utilizando-se a análise de microarranjo para identificação de genes 

marcadores da competência ovócitária nas células do cumulus bovina de ovócitos de 

diferentes níveis de competência. Para a realização do microarranjo, o RNA total foi extraído 

a partir de três pools de células do cumulus, provenientes em média de 26 a 30 folículos de 

cada categoria (1-3 e ≥8,1 mm de diâmetro). Após a amplificação do RNA, foi realizada a 

hibridação nas lâminas do microarranjo, leitura e análises dos resultados. A partir dessa 

análise, foram identificados 4.178 genes diferencialmente expressos (P<0,05) dos quais 2.297 

genes tiveram menor expressão e 1.881 genes maior expressão nas células do cumulus 

bovinas de folículos ≥8,1 mm comparado aos de 1-3 mm de diâmetro. Dentre os genes 

diferencialmente expressos utilizou-se um critério de corte adicional em que somente aqueles 

com 2,5x fold para mais ou menos foram considerados. Foi, então, gerada uma lista de 143 

genes mais expressos, 80 genes menos expressos em CCs obtidas de ovócitos competentes em 

relação aos incompetentes. Esses genes foram investigados de acordo com suas respectivas 

funções celulares e moleculares e a maioria deles foram classificados como relacionados às 

funções do ciclo celular, ovulação e inflamação, reparo de DNA, metabolismo de energia, 

metabolismo de aminoácidos, sinalização celular e meiose. Três vias moleculares 

envolvendo esses genes foram discutidas. Apesar dos vários genes identificados e do estudo 

funcional realizado, mais estudos são necessários para a validação dos genes para confirmar 

ou não o seu potencial de marcadores da qualidade do ovócito. 

Palavras Chave: expressão gênica, transcritoma, células do cumulus, ovócito 
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2 ABSTRACT 

 

The cumulus cells layers surrounding the oocyte are essential for oocyte maturation, ovulation 

and fertilization. Then the messages stored in cumulus cells may be direct indicators of oocyte 

developmental status. Therefore, studies of gene expression in cumulus cells may help to 

better understand the acquisition of competence, and allow the identification of potential 

markers for embryonic development. The aim of this study was to evaluate global gene 

expression using microarray analysis to identify molecular markers of oocyte competence in 

bovine cumulus cells with different levels of competence. To perform the microarray, total 

RNA was isolated from three pools of cumulus cells, obtained from an average of 26 to 30 

follicles of each category, 1-3 and ≥ 8.1 mm in diameter, respectively. After RNA 

amplification, hybridization was performed on microarray slides, followed by scanning and 

analysis of results. From this analysis, we identified 4,178 genes differentially expressed (P 

<0.05) in which 2,297 genes were down reguladet and 1,881 were up reguladet in cumulus 

cells of bovine follicles ≥ 8 mm compared to 1-3mm diameter. In the differentially expressed 

genes, an additional cut-off value of 2.5x fold up or down was used. Then, a list was 

generated with 143 up and 80 down regulated genes in CCs of competent oocytes in relation 

to incompetent. These genes were investigated according to their molecular and cellular 

functions and most of them were classified as related to cell cycle, ovulation and 

inflammation, DNA repair, energy metabolism, amino acids metabolism, cell signaling and 

meiosis. Three molecular pathways involving these genes were discussed. Although the genes 

identified were classified according to their function, the validation of those genes to confirm 

their role as their potential biomarkers of oocyte quality is needed. 

Key words: gene expression, transcriptome, cummulus cells, oocyte 
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3 INTRODUÇÃO 

 

  Parâmetros morfológicos, tais como a forma, homogeneidade do citoplasma, 

presença do corpúsculo polar e compactação das células do cumulus têm sido rotineiramente 

utilizados para selecionar ovócitos com o intuito de aumentar a produção de embriões 

(Armstrong, 2001; Lonergan et al., 2003; Coticchio et al., 2004; Krisher, 2004). Entretanto, é 

bem conhecido que os critérios morfológicos isolados são insuficientes para distinguir 

ovócitos mais competentes dos menos competentes (Lonergan et al., 2003; Coticchio et al., 

2004; Krisher 2004). Por essas razões, apesar de todo o conhecimento já adquirido nessa área, 

torna-se fundamental a busca de outros parâmetros indicativos da qualidade ovocitária, de 

modo a viabilizar uma seleção mais acurada para aplicação nas técnicas de reprodução 

assistida (TRAs) em animais e humanos. 

  Várias tentativas têm sido feitas para buscar marcadores da competência em 

ovócitos (de Witt et al., 2000; Stojkovick et al., 2001; Lonergan et al., 2003). Entretanto, 

todas essas abordagens são invasivas e inviabilizam a utilização posterior do ovócito. Desse 

modo, existe a necessidade de se buscar outras alternativas que permitam a seleção de 

ovócitos mais competentes para o desenvolvimento sem que os mesmos sejam danificados.  

É bem conhecido que as comunicações bi-direcionais entre ovócitos e as 

células do cumulus ocorrem durante o desenvolvimento folicular (Buccione et al., 1990; 

Eppig et al., 2002; Senbon et al., 2003; Gilchrist et al., 2004; Makabe et al., 2006; Sirard et 

al., 2006) e são essenciais no desenvolvimento e aquisição da competência em ovócitos 

mamíferos (de Loos et al., 1991; Webb et al., 2002; Fair, 2003).  Esse diálogo entre ovócito e 

células do cumulus é mediado principalmente através de junções intercelular do tipo gap 

(Herlands & Schultz, 1984) que são estabelecidas no início da ovogênese e que permanecem 

funcionais até o rompimento da vesícula germinativa durante a maturação ovocitária. 

(Hashimoto et al., 1998). Estudos prévios têm mostrado que a completa remoção das CC 
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antes da maturação in vitro ou o bloqueio das junções gap inibem a maturação do ovócito, 

(Vozzi et al., 2001), a fecundação  (Motilik et al., 1989; Sirard et al., 1989; Kastrop et al., 

1991; Tatemoto & Terada 1995; Vozzi et al., 2001) e o desenvolvimento embrionário 

posterior (Atef et al., 2005). Além de sua função no crescimento e competência do ovócito, as 

células do cumulus também exercem um papel importante na utilização de substratos e 

energia pelo ovócito (Sutton-McDowall et al., 2004), na prevenção  contra o stress oxidativo 

induzido pela apoptose (Tatemoto et al., 2000; Fatehi et al., 2005) e na estimulação  da síntese 

de glutationa (de Matos et al., 1997; de Matos et al., 2002) durante a maturação in vitro 

(Vanderhyden & Armstrong, 1989; Fukui, 1990; Moor et al., 1990). 

Portanto, as mensagens estocadas nas células do cumulus podem ser 

indicadoras do status de desenvolvimento do ovócito. Desta forma, o estudo da expressão de 

genes nessas células pode auxiliar na elucidação dos sinais envolvidos no cross-talk entre 

ovócito e células do cumulus durante a foliculogênese. Além disso, pode auxiliar na 

identificação de marcadores para a qualidade embrionária que poderiam ser utilizados nas 

TRAs, sem afetar a viabilidade do ovócito. 

Vários estudos têm sido realizados para a identificação de marcadores 

moleculares, utilizando a expressão de genes candidatos individualmente o que, apesar de ser 

um procedimento válido, pode ser muito demorado e caro. Entretanto, com o 

desenvolvimento de tecnologias que permitem a análise de genes em larga escala, tais como 

os microarranjos de DNA, torna-se possível a avaliação de centenas a milhares de genes 

simultaneamente (Rodriguez-Zas et al., 2008; Evans et al., 2008), o que torna possível 

identificar de forma mais rápida e mais precisa os candidatos a serem testados. 

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a expressão global de 

genes utilizando-se a técnica de microarranjo para identificação de genes marcadores da 

competência ovócitária nas células do cumulus bovinas obtidas de ovócitos de diferentes 

níveis de competência.  
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                                             4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

            4.1 Delineamento experimental 

 

  Este experimento visou a identificação de marcadores para a competência 

ovocitária que são expressos pelas células do cumulus. Para isso foram utilizadas células do 

cumulus de COC provenientes de folículos de 1-3 mm e ≥ 8,1 mm de diâmetro. Esses 

tamanhos foram selecionados considerando que, em estudos prévios, foi demonstrado que os 

ovócitos obtidos desses folículos podem ser considerados como incompetentes e competentes, 

respectivamente (Caixeta et al., 2009). As células do cumulus dessas duas categorias foram 

hibridadas em lâminas de microarranjo e a partir dos resultados foi gerada uma lista contendo 

os genes diferencialmente expressos entre as duas categorias. A lista de genes gerada foi 

submetida à análise de anotação funcional dos genes e processos biológicos em que estão 

envolvidos. 

 

   

4.2 Recuperação e seleção dos complexos cumulus-ovócitos 

 

  Ovários de vacas mestiças foram coletados em abatedouro local e transportados 

até o laboratório em solução salina (NaCl 0,9%) acrescida de antibióticos (penicilina G – 100 

UI/ml e estreptomicina – 100ug/ml – Sigma, Sto Louis MO, USA), à temperatura de 35 a 

37°C. 

  Os folículos foram dissecados do córtex ovariano em temperatura ambiente, 

com auxílio de tesoura, bisturi e pinças e foram mantidos em meio de lavagem (TCM-199 
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com sais de Hank’s suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino ([SFB] – Gibco BRL, 

Burlington, ON, Canada) sobre placa aquecedora durante todo o processo de dissecação. 

Posteriormente os folículos foram mensurados utilizando-se uma ocular graduada 

(micrometer eyepiece OSM-4® Olympus, Tokyo, Japan), classificados morfologicamente e 

selecionados de acordo com o diâmetro em folículos de 1-3 mm e  ≥ 8,1 mm. Além do 

tamanho, os critérios utilizados para a seleção dos folículos foram a presença de uma 

vascularização extensiva e fina e um aspecto translúcido e brilhante de forma homogênea. 

Esses tamanhos de folículos foram selecionados por conterem ovócitos competentes e 

incompetentes para maturação, fecundação e desenvolvimento embrionário, conforme 

descrito por Caixeta e colaboradores (2009). Após a ruptura do folículo foram observadas, e 

também utilizadas para a seleção, a presença de células do cumulus com um aspecto regular e 

saudável (Blondin & Sirard, 1995) e ausência de partículas flutuantes no fluido folicular (de 

Wit et al., 2000). Cada COC liberado pela ruptura dos folículos, foi classificado de acordo 

com o aspecto e distribuição das células do cumulus e uniformidade do citoplasma (Figura 

2.1). Somente as células do cumulus de ovócitos classificados como Grau 1 (COCs com 

citoplasma homogêneo e granulações finas e múltiplas camadas compactas de células do 

cumulus) e Grau 2 (COCs com citoplasma homogêneo com pequenas áreas mostrando 

pigmentações irregulares e cumulus compacto menor do que na categoria 1 com pelo menos 

cinco camadas completas) foram utilizados neste experimento. 

 

Figura 2.1 - Complexo cumulus-ovócito (COC) bovino. 
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4.3 Armazenamento das células do cumulus 

 

  Para a remoção das células do cumulus, os COCs classificados como Grau 1 e 

2 foram transferidos para uma gota de 50 µl de solução salina em tampão fosfato (PBS) onde 

foram desnudados por meio de sucessivas pipetagens até a completa remoção das mesmas. 

Após a remoção, a gota de 50 µl de PBS com as células do cumulus foi transferida para um 

tubo de 0,2 ml e centrifugada duas vezes por 2 minutos a 700 x g para lavagem com PBS. O 

sobrenadante foi retirado, sendo adicionados 2 µl de PBS ao pellet formado. 

  Ao final do procedimento, todos os tubos de células do cumulus foram 

armazenados a -80°C até o momento da extração de RNA. Para cada categoria de folículo 

foram estocados 3 pools, sendo cada um, correspondente às células do cumulus de 26-30 

ovócitos. 

   

 

4.4 Análise de microarranjo 

 

 4.4.1 Extração de RNA  

 

  O RNA total foi extraído a partir de 3 pools de células do cumulus, 

separadamente, provenientes em média de 26 a 30 folículos para cada categoria de COC, 

incompetente e competentes. A extração foi realizada utilizando-se o kit RNeasy Micro® 

(Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instruções do fabricante e o RNA foi 

eluído em 10 µl de água livre de RNAse. Após a extração, as amostras de RNA total foram 

submetidas à análise de qualidade, concentração e integridade utilizando-se o Agilent 2100 

Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara,USA) de acordo com as instruções do 

fabricante (Tabela 2.1). 
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  4.4.2 Amplificação de RNA total, síntese do cDNA e hibridação dos 

microarranjos 

 

Todo processo de síntese do cDNA, amplificação e marcação dos transcritos 

com biotina, hibridação dos chips e análise dos microarranjos utilizando o RNA das células 

do cumulus oriundas de ovócitos competentes e incompetentes foi realizado pela empresa 

AFIP-Molecular Core (Associação Fundo de Incentivo à Pesquisa. http:// 

www.afip.com.br/principal.asp). O GeneChip® Bovine Genome Array (Affymetrix Inc., 

Santa Clara, CA, USA) utilizado para essa análise contém 24.027 sondas correspondendo a 

aproximadamente 23.000 transcritos dos quais 19.000 são UniGene Cluster.  

A quantidade de 100 ng de RNA total foi submetido à amplificação linear 

utilizando-se o kit GeneChip® 3’ IVT Express aRNA amplification (Affymetrix Inc., Santa 

Clara, CA, USA), de acordo com as instruções do fabricante. A transcrição reversa para 

sintetizar a primeira fita de cDNA foi realizada com primer T7 oligo (dT) para a síntese de 

cDNA contendo uma seqüência do promotor T7. A síntese da segunda fita de cDNA converte 

a fita-única de cDNA em um molde de  DNA fita dupla para amplificação, seguido de 

transcrição. A reação utiliza DNA polimerase para o processo de síntese. Nova transcrição in 

vitro foi realizada para sintetizar o RNA antisenso (RNAa) marcado com biotina utilizando-se 

o  IVT Labeling Master Mix, o que gera múltiplas cópias de RNAa marcado com biotina a 

partir das duplas fitas de cDNA, no processo de amplificação. Em seguida, foi feita a 

purificação do RNAa, para remoção de nucleotídeos incorporados, sais, enzimas e fosfato 

inorgânico e melhorar a estabilidade do RNAa marcado com biotina. Ao final, o RNAa 

marcado foi fragmentado para hibridação no GeneChip® 3’ expression arrays. A quantidade 

de 1 a 2 µg de RNAa foi hibridada ao GeneChip® Bovine Genome Array para cada réplica 

por 16 horas a 45°C. No total, foram hibridados 6 chips, sendo 3 réplicas biológicas para cada 

tratamento, ou seja, células de cumulus de folículos incompetentes e competentes (Tabela 

2.1). Ao final, os arranjos foram processados de acordo com o protocolo do fabricante.   
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4.4.3 Análises dos resultados dos microarranjos, função molecular dos 

genes diferencialmente expressos e correlação de processos biológicos 

 

As imagens foram adquiridas pelo Gene Chip Operanting Software 

(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), provenientes dos dados brutos gerados no Scanner 

7G 3000 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). 

O controle de qualidade e pré-processamento dos dados (transformações, 

correção de background, sumarização) foram realizados utilizando-se as ferramentas: os 

softwares R/AFFY e R/AFFYQCREPORT, complementadas com estatísticas geradas pelo 

RMA (Robust Multichip Average)/EXPRESS [RLE - Log Expressão Relativa (Relative Log 

Expression) e NUSE - Erros-padrão não-escalados normalizados (Normalized Unscaled 

Standard Errors)]. Foram considerados critérios de qualidade a porcentagem de sondas 

hibridadas, nível de background, fatores de escala para normalizar os dados, genes de controle 

interno (β-actina e GAPDH), degradação de RNA. As estatísticas geradas pelo 

RMA/EXPRESS, baseadas no software R foram usadas para julgar objetivamente a qualidade 

dos arranjos (Brettschneider et al., 2008). Somente foram listadas as sondas que apresentaram 

diferenças significativas de expressão com P < 0,05. O teste foi ajustado de forma que um 

valor positivo (> 1) de log2 (fold change) indica aumento da expressão gênica nas células do 

cumulus de folículo ≥ 8,1 mm em relação ao folículo de 1-3 mm (Tabelas 2.2 e 2.3 ). 

A classificação funcional dos genes diferencialmente expressos foi realizada 

utilizando-se a plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de 

processamento de dados, disponível em: http://www.genome.jp/kegg/kegg1.html. por meio da 

ferramenta de anotação funcional DAVID (Database for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery). 

A anotação funcional genômica, incluindo os mapas de vias metabólicas e 

processos biológicos dos genes menos e mais expressos de folículos incompetentes e 

competentes, foi realizada utilizando-se o software Ingenuity Pathways Analysis (IPA, v 8.7; 

Ingenuity® Systems, www.ingenuitycom 2010) em interface com o DAVID, disponível on 

line em: http://david.abcc.ncifcrf.gov/. Cada via é composta de genes selecionados a partir da 

lista de genes diferencialmente expressos, obtida da análise de microarranjos, e agrupados em 

vias metabólicas ou processos biológicos de acordo com as análises do Ingenuity e DAVID. 

O uso da análise IPA e DAVID tem como objetivo a descoberta de algumas vias de genes e 
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explorar as possíveis interações entre os possíveis biomarcadores genômicos diferencialmente 

expressos em células do cumulus associados à qualidade do ovócito. Para os genes 

diferencialmente expressos utilizou-se um critério de corte que somente aqueles com 2,5x fold 

para mais ou menos foram considerados em relação a expressão nas células do cumulus 

provenientes de folículos ≥ 8,1 mm comparados as de 1-3 mm. 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

  Os dados do microarranjos foram analisados em separado usando o 

procedimento R/ANOVA. As análises consistiram em:  

1) Aplicar um modelo linear misto em dois estágios (Wolfinger et al., 2001):  

Yijkl= m + Ti + Aj(i) + Gk + TGik + eijk, 

Yijkl é o valor normalizado da intensidade; m, mediana geral; A, T e G 

representam os efeitos principais de arranjo, tratamento e gene, respectivamente; TG é o 

efeito de interação entre gene e tratamento; eijk é o erro aleatório; i, intesidade de spot para o 

gene; k, arranjo; 

E(eijk) = 0 e Var(eijk) = σ2
e(k), variâncias do erro heterogêneas para cada 

gene;  

2) Testes FS (ou tS), como neste caso que há somente dois níveis no fator de 

interesse) combinando a informação específica de cada gene e global do experimento usando 

um fator de Shrinkage (Cui et al., 2003);  

3) Permutações para obter valores críticos e p-valores para esses testes;  

4) FDR (False Discovery Rate) para ajustar a taxa de falso-positivo, que foi 

fixada em 5%.   
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     5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise de dados do microarranjo  

  

5.1.1 Extração de RNA  

   

Os resultados da análise de qualidade do RNA total extraído das amostras de 

células do cumulus de folículos de 1-3 mm e ≥ 8,1 mm para o experimento de microarranjos, 

utilizando-se o Agilent 2100 Bioanalyzer® estão demonstrados na tabela 2.1. O resultado da 

análise das amostras de RNA demonstrou que o RIN (RNA Integrity Number) variou entre 9,2 

a 10, de acordo com a classificação da integridade do RNA (Schroeder et al., 2006), na qual 

dez categorias de RIN foram definidas de 1 (RNA totalmente degradado) a 10 (RNA 

completamente intacto). 

Tabela 2.1. Análise de qualidade de RNA total extraído das amostras 

 

Réplicas Pools de CC (N) Bioanalyzer (RIN) 
 
Réplica 1 

  

1-3 mm 30 9,5 
≥8,1 mm 27 10 
   
Réplica 2   
1-3 mm 26 9,4 
≥8,1 mm 26 9,6 
 
Réplica 3 

  

1-3mm 26 9,2 
≥8,1 mm 27 9,2 
 

CC – células do cumulus; N – Número; RIN – RNA Integrity Number 
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5.1.2 Análise de dados do microarranjo 

A análise dos arranjos foi considerada dentro dos padrões desejáveis com 

porcentagens de sondas hibridadas acima de 56% e um baixo nível de background ao redor de 

35-44 pontos. Para todos os arranjos o fator de escala para normalização dos dados foi de 38, 

o que é considerado dentro dos padrões aceitáveis. O RMA Express apresentou limites de 

qualidade entre 95 e 99% tanto para a mediana quanto para a amplitude entre quartis (IQR) 

para os valores de RLE e NUSE, no qual as estimativas do erro padrão de todos os arranjos 

analisados estavam dentro dos padrões desejáveis de qualidade (Figura 2.2). Quando todas as 

amostras foram analisadas juntas, considerando RLE e NUSE, foi determinado que nenhum 

arranjo deveria ser descartado da análise estatística. 

A partir da análise dos microarranjos foram identificados um total de 4.178 

genes diferencialmente expressos (P<0,05), dos quais 2.298 genes tiveram menor expressão e 

1.880 genes com maior expressão nas células do cumulus bovinas de folículos ≥ 8mm de 

diâmetro comparados aos de 1-3mm de diâmetro (Figura 2.3). As diferenças de expressão dos 

genes foram plotadas em gráfico (volcano), no qual se observa a dispersão dos transcritos 

expressos em folículos de 1-3 e ≥ 8,1 mm de diâmetro, testados em relação à significância [(-

log10 (valor de P)] e as diferenças de expressão entre os folículos de diferentes tamanhos 

[(Log2 (fold change)]. Sendo que, quanto maior o valor de P, mais significativa a expressão e 

quanto mais se afasta de zero maior a mudança na expressão. Mais de 4.000 transcritos foram 

significativos pelo teste Fs que combina a informação específica de cada gene e a expressão 

global do experimento usando um fator de Shrinkage (Cui et al., 2003) e são apresentados em 

vermelho no gráfico (Figura 2.4). 
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NUSE values by array

 
Figura 2.2 - NUSE - Erros-padrão não-escalados normalizados (Normalized Unscaled 
Standard Errors). Estimativas do erro padrão obtidas para cada gene em cada arranjo pelo 
modelo de sumarização (RMA). 
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5.2 Anotação funcional dos genes e processos biológicos envolvidos 

 

Todos os genes diferencialmente expressos foram classificados funcionalmente 

baseados nos critérios de classificação da plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes), e sua distribuição, estão apresentadas na Figura 2.5. De acordo com esta 

classificação, os genes menos expressos foram distribuídos em diversas categorias funcionais 

tais como: ciclo celular (20%), metabolismo de aminoácido (13%), sinalização celular (12%), 

reparo de DNA (10%), metabolismo de energia (9%) e meiose (9%). Da mesma forma, os 

genes mais expressos foram classificados funcionalmente em diversas categorias: ciclo celular 

(28%), ovulação e inflamação (23%), metabolismo de energia (18%) e sinalização celular 

(11%). Pode-se observar que a maioria dos genes mais e menos expressos em células do 

cumulus de ovócitos competentes se refere ao ciclo celular. Entretanto, os genes envolvidos 

na ovulação e inflamação foram somente aqueles com maior expressão em células do cumulus 

de ovócitos mais competentes oriundos de folículos de maior tamanho. Dentre os genes mais 

e menos expressos em células do cumulus de ovócitos mais competentes 20% e 27%, 

respectivamente, foram identificados como sem anotação e, portanto não pertencem a 

nenhuma categoria funcional. Uma relação de exemplares dos genes diferencialmente 

expressos em células do cumulus bovinas distribuídos de acordo com a classificação 

funcional é apresentada no anexo A.  

Dentre os genes diferencialmente expressos utilizou-se um critério de corte que 

somente aqueles com 2,5x fold para mais ou menos foram considerados em relação a 

expressão nas células do cumulus provenientes de folículos ≥ 8,1 mm comparados as de 1-3 

mm. A partir desses resultados foi gerada uma lista de genes diferencialmente expressos, mais 

(≥2,5 fold change) e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus de folículos 

≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, juntamente com a anotação funcional dos genes 

(Tabelas 2.2 e 2.3). Dentre os genes listados, 143 deles apresentaram expressão ≥ 2,5x (mais 

expressos) e 80 apresentaram expressão ≤ 2,5x (menos expressos) em células do cumulus de 

folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, com uma variação de fold change de 2,5x a 

14,9x e 0,4x a 0,1x respectivamente. Dentre esses genes diferencialmente expressos, 56 deles 

constituem sondas sem anotação.  

A análise genômica funcional investigou as principais funções celulares e 

moleculares relativas aos genes listados, utilizando-se o software IPA em interface com o 
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DAVID. Nessa análise, dez vias moleculares, onde estão relacionados os genes menos e mais 

expressos em células do cumulus de ovócitos incompetentes e competentes foram 

selecionadas. As vias metabólicas 1 e 2 (VM1 e VM2) e a sinalização do interferon (Figuras 

2.6, 2.7 e 2. 8) foram escolhidas para discussão e as demais vias estão apresentadas no anexo 

B (Figuras 2.B.9 a 2.B.15). 
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Tabela 2.2 - Lista de genes com expressão aumentada em células do cumulus bovinas provenientes de 

folículos ≥ 8,1 mm de diâmetro comparado aos folículos de 1-3 mm de diâmetro. 

 NOME DO 
GENE 

FOLD 
CHANGE 

NOME COMPLETO DO GENE 

1 SA 14,98 Sonda sem anotação 

2 DLC1 13,60 Bos taurus deleted in liver cancer 1 

3 PPP1R3C 11,90 Bos taurus protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3C 

4 ANKRD1 9,27 Bos taurus ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) 

5 SPOCK2 8,79 Bos taurus sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 2 

6 SA 8,03 Sonda sem anotação 

7 APOD 7,56 Bos taurus apolipoprotein D 

8 BLA-DQB 7,07  Bos taurus MHC class II antigen 

9 EGLN3 6,94 PREDICTED: Bos taurus egl nine homolog 3 (C. elegans) 

10 NDRG1 6,53 Bos taurus N-myc downstream regulated 1 

11 SA 5,81 Sonda sem anotação 

12 LOC787239 5,22 PREDICTED: Bos taurus similar to Synaptotagmin-1 (Synaptotagmin I) (SytI) (p65) 

13 SA 4,94 Sonda sem anotação 

14 SLC39A8 4,63 Bos taurus solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8 

15 FGF11 4,62 Bos taurus fibroblast growth factor 11 

16 LOC525199 4,62 PREDICTED: Bos taurus similar to GDNF-inducible zinc finger protein 1 

17 SA 4,59 Sonda sem anotação 

18 BNIP3 4,59 Bos taurus BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 

19 SLC2A1 4,55 Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1 

20 ISG15 4,55 Bos taurus ISG15 ubiquitin-like modifier 

21 SLC2A3 4,45 Bos taurus solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3 

22 LOC539246 4,40 PREDICTED: Bos taurus similar to C1orf51 protein 

23 CYP19 4,40 Bos taurus cytochrome P450, family XIX (conversion of androgen to estrogen), aromatase 

24 SA 4,36 Sonda sem anotação 

25 CDKN1A 4,28 Bos taurus cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 

26 PRSS23 4,27 Bos taurus protease, serine, 23 

27 GRK5 4,26 Bos taurus G protein-coupled receptor kinase 5 

28 ARHGAP18 4,25 Bos taurus Rho GTPase activating protein 18 

29 SA 4,22 Sonda sem anotação 

30 SA 4,10 Sonda sem anotação 

31 NDUFA4L2 4,06 Bos taurus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 4-like 2 

32 LOC507426 4,05 PREDICTED: Bos taurus similar to poly (ADP-ribose) polymerase family, member 3 

33 DUSP7 4,02 Bos taurus dual specificity phosphatase 7 

34 SA 3,97 Sonda sem anotação 
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35 PADI1 3,88 Bos taurus peptidyl arginine deiminase, type I 

36 SEMA6D 3,86 
Bos taurus sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain,  
(semaphorin) 6D 

37 LOC790811 3,79 Bos taurus MHC class I antigen 

38 SPRY1 3,78 Bos taurus sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling (Drosophila) 

39 MXI1 3,78 Bos taurus MAX interactor 1 

40 KRT18 3,75 Bos taurus keratin 18 

41 SA 3,69 Sonda sem anotação 

42 PPP1R3B 3,66 Bos taurus protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3B 

43 CDKN1C 3,55 Bos taurus cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 

44 MGC148992 3,50 Bos taurus similar to RGC-32 

45 OAS1 3,48 Bos taurus 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 

46 IGFBP4 3,47 Bos taurus insulin-like growth factor binding protein 4 

47 SA 3,44 Sonda sem anotação 

48 SA 3,40 Sonda sem anotação 

49 SLC25A33 3,39 Bos taurus solute carrier family 25, member 33 

59 MGC128424 3,39 PREDICTED: Bos taurus hypothetical protein MGC128424 

51 IFI6 3,38 Bos taurus interferon, alpha-inducible protein 6 

52 NT5E 3,29 Bos taurus 5'-nucleotidase, ecto (CD73) 

53 CYP11A1 3,29 Bos taurus cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 

54 ANKRD34A 3,27 Bos taurus ankyrin repeat domain 34A 

55 TDRD6 3,24 Bos taurus tudor domain containing 6 

56 SA 3,23 Sonda sem anotação 

57 SA 3,23 Sonda sem anotação 

58 ISG12(A) 3,22 PREDICTED: Bos taurus similar to putative ISG12(a) protein 

59 LOC614107 3,22 PREDICTED: Bos taurus similar to Hexokinase-2 (Hexokinase type II) (HK II) 

60 SA 3,22 Sonda sem anotação 

61 SA 3,19 Sonda sem anotação 

62 TAGLN 3,18 Bos taurus transgelin 

63 BHLHB2 3,16 Bos taurus basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 

64 FABP4 3,16 Bos taurus fatty acid binding protein 4, adipocyte 

65 MYLIP 3,15 Bos taurus myosin regulatory light chain interacting protein 

66 MRAP 3,14 Bos taurus melanocortin 2 receptor accessory protein 

67 SLC5A11 3,12 Bos taurus solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 11 

68 CPNE8 3,12 Bos taurus copine VIII 

69 RGS1 3,09 Bos taurus regulator of G-protein signaling 1 

70 TIPARP 3,06 Bos taurus TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase 

71 F3 3,06 Bos taurus coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor) 

72 SA 3,06 Sonda sem anotação 

73 SA 3,05 Sonda sem anotação 

74 SA 3,03 Sonda sem anotação 

75 HEG1 3,02 PREDICTED: Bos taurus HEG homolog 1 (zebrafish) 

76 IL4R 3,02 Bos taurus interleukin 4 receptor 

77 IFI30 3,00 Bos taurus gamma-inducible protein 30 
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78 HIVEP2 2,99 Bos taurus human immunodeficiency virus type I enhancer binding protein 2 

79 RASGRP1 2,99  Bos taurus RAS guanyl releasing protein 1 (calcium and DAG-regulated) 

80 PROX1 2,96 Bos taurus prospero homeobox 1 

81 IRF9 2,96 Bos taurus interferon regulatory factor 9 

82 SNAPC1 2,96 Bos taurus  small nuclear RNA activating complex, polypeptide 1, 43kDa 

83 TIMP1 2,95 Bos taurus TIMP metallopeptidase inhibitor 1 

84 SRXN1 2,94 Bos taurus sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) 

85 TUFT1 2,94 
 Bos taurus tuftelin 1 
 

86 EIF4EBP1 2,94 Bos taurus eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 

87 ARRDC2 2,94 Bos taurus arrestin domain containing 2 

88 ADFP 2,93 Bos taurus adipose differentiation-related protein 

89 ERO1L 2,92 Bos taurus ERO1-like 

90 SA 2,92 Sonda sem anotação 

91 SLC16A3 2,91 Bos taurus solute carrier family 16, member 3 (monocarboxylic acid transporter 4) 

92 HBM 2,91 Bos taurus hemoglobin, mu 

93 RCAN3 2,89 Bos taurus RCAN family member 3 

94 SA 2,88 Sonda sem anotação 

95 SA 2,88 Sonda sem anotação 

96 CDH8 2,85 Bos taurus cadherin 8, type 2 

97 TFR2 2,85 Bos taurus transferrin receptor 2 

98 SA 2,85 Sonda sem anotação 

99 SA 2,84 Sonda sem anotação 

100 EPHB6 2,84 Bos taurus EPH receptor B6 

101 LOC100137875 2,80 similar to MGC127538 protein 

102 SA 2,80 Sonda sem anotação 

103 PIK3IP1 2,80 phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1 

104 TIPARP 2,79 Bos taurus TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase 

105 LOC541088 2,77 Bos taurus similar to BCL-6 interacting corepressor 

106 CEBPD 2,77 Bos taurus CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta 

107 FOSL2 2,77 Bos taurus FOS-like antigen 2 

108 LOC286871 2,75 Bos taurus uterine milk protein 

109 INPP1 2,75 Bos taurus inositol polyphosphate-1-phosphatase 

110 TNFAIP6 2,74 Bos taurus tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 

111 SA 2,73 Sonda sem anotação 

112 UCN3 2,71 Bos taurus urocortin 3 (stresscopin) 

113 BNIP3 2,70 Bos taurus BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 

114 LOC100126815 2,69 Bos taurus MHC class I-like family A1 

115 PDK4 2,68 Bos taurus pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 

116 SERPINE1 2,68 
Bos taurus serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 
1), member 1 

117 NC 2,67 Sonda sem anotação 

118 XAF1 2,67 Bos taurus XIAP associated factor 1 

119 IFITM1 2,67 Bos taurus interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) 

120 LGALS3 2,66 Bos taurus lectin, galactoside-binding, soluble, 3 
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121 SA 2,65 Sonda sem anotação 

122 LOC513548 2,64 PREDICTED: Bos taurus similar to retinoic acid early transcript 1E 

123 LRP8 2,64 Bos taurus low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor 
124 PLA2G7 2,64 Bos taurus phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase, plasma) 

125 PTHLH 2,64 parathyroid hormone-like hormone 

126 SYNE1 2,63 Bos taurus spectrin repeat containing, nuclear envelope 1 

127 MYH8 2,63 Bos taurus myosin, heavy chain 8, skeletal muscle, perinatal 

128 TMIGD1 2,61 Bos taurus transmembrane and immunoglobulin domain containing 1 
129 STC1 2,59 Bos taurus stanniocalcin 1 
130 SA 2,59 Sonda sem anotação 

131 PCOLCE 2,58 Bos taurus procollagen C-endopeptidase enhancer 

132 PFKP 2,56 Bos taurus phosphofructokinase, platelet 

133 SA 2,55 Sonda sem anotação 

134 GHR 2,55 Bos taurus growth hormone receptor 

135 SA 2,54 Sonda sem anotação 

136 RNF19B 2,54 Bos taurus ring finger protein 19B 

137 ERRFI1 2,53 Bos taurus ERBB receptor feedback inhibitor 1 

138 SA 2,52 Sonda sem anotação 

139 STK38L 2,51 PREDICTED: Bos taurus serine/threonine kinase 38 like 

140 PLN 2,51 Bos taurus phospholamban 

141 TMEM88 2,51 Bos taurus transmembrane protein 88 

142 CRABP2 2,50 Bos taurus cellular retinoic acid binding protein 2 

143 SLC27A3 2,50 Bos taurus solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 3 
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Tabela 2.3 - Lista de genes com expressão diminuída em células do cumulus bovinas 

provenientes de folículos ≥ 8,1 mm de diâmetro comparados aos folículos de 1-3 mm de 

diâmetro. 

  NOME DO GENE
 

FOLD CHANGE NOME COMPLETO DO GENE 

1 DPP4 0,40 Bos taurus dipeptidyl-peptidase 4 

2 SA 0,40 Sonda sem anotação 

3 NSA 0,40 Sonda sem anotação 

4 NUDT11 0,40 Bos taurus nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 11 

5 SA 0,40 Sonda sem anotação 

6 ACTN4 0,40 Bos taurus actinin, alpha 4 

7 SA 0,40 Sonda sem anotação 

8 SA 0,40 Sonda sem anotação 

9 CYTL1 0,40 Bos taurus cytokine-like 1 

10 SA 0,40 Sonda sem anotação 

11 DSG2 0,40 Bos taurus desmoglein 2 

12 ASS1 0,40 Bos taurus argininosuccinate synthetase 1 

13 ACSM2A 0,40 Bos taurus acyl-CoA synthetase medium-chain family member 2A 

14 HOXA5 0,39 Bos taurus homeobox A5 

15 C10H14orf37 0,39 Bos taurus chromosome 14 open reading frame 37 ortholog 

16 LOC506812 0,39 PREDICTED: Bos taurus similar to carnitine palmitoyltransferase 1C 

17 ABAT 0,39 Bos taurus 4-aminobutyrate aminotransferase 

18 HAPLN3 0,39 Bos taurus hyaluronan and proteoglycan link protein 3 

19 SA 0,39 Sonda sem anotação 

20 SA 0,39 Sonda sem anotação 

21 SA 0,38 Sonda sem anotação 

22 COL4A5 0,38 Bos taurus collagen, type IV, alpha 5 

23 KLF4 0,38 Bos taurus Kruppel-like factor 4 (gut) 

24 CKAP2 0,37 Bos taurus cytoskeleton associated protein 2 

25 CTSB 0,37 Bos taurus cathepsin B 

26 KIT 0,37 
PREDICTED: Bos taurus v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral 
 oncogene homolog 

27 SA 0,37 Sonda sem anotação 

28 LOC532603 0,37 Bos taurus hypothetical protein LOC532603 

29 SPARCL1 0,37 Bos taurus SPARC-like 1 (hevin) 

30 CYP4F2 0,37 Bos taurus cytochrome P450, family 4, subfamily F, polypeptide 2 

31 SA 0,37 Sonda sem anotação 

32 PCDH19 0,36 Bos taurus protocadherin 19 

33 SA 0,36 Sonda sem anotação 

34 MAT2A 0,36 Bos taurus methionine adenosyltransferase II, alpha 

35 LRRC17 0,36 Bos taurus leucine rich repeat containing 17 

36 LOC786672 0,36 Bos taurus similar to tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 

37 LTF 0,35 Bos taurus lactotransferrin 

38 ACSS1 0,35 Bos taurus acyl-CoA synthetase short-chain family member 1 



74 
 

39 SA 0,35 Sonda sem anotação 

40 ZFAND2A 0,35 Bos taurus zinc finger, AN1-type domain 2A 

41 HOPX 0,35 Bos taurus HOP homeobox 

42 COL4A6 0,34 Bos taurus collagen, type IV, alpha 6 

43 SA 0,34 Sonda sem anotação 

44 NNAT 0,34 Bos taurus neuronatin 

45 SA 0,33 Sonda sem anotação 

46 FBN1 0,33 Bos taurus fibrillin 1 

47 SDPR 0,32 Bos taurus serum deprivation response (phosphatidylserine binding protein) 

48 SA 0,32 Sonda sem anotação 

49 CAPN6 0,31 Bos taurus calpain 6 

50 ANG 0,31 Bos taurus angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 

51 SA 0,31 Sonda sem anotação 

52 GPC4 0,31 Bos taurus glypican 4 

53 SA 0,28 Sonda sem anotação 

54 SA 0,28 Sonda sem anotação 

55 SA 0,28 Sonda sem anotação 

56 IKZF3 0,28 Bos taurus IKAROS family zinc finger 3 (Aiolos) 

57 ASB15 0,28 Bos taurus ankyrin repeat and SOCS box-containing 15 

58 MEST 0,27 Bos taurus mesoderm specific transcript homolog (mouse) 

59 ARHGAP22 0,27 Bos taurus Rho GTPase activating protein 22 

      60 MUC13 0,27 Bos taurus mucin 13, cell surface associated 

61 PXDN 0,27 Bos taurus peroxidasin homolog (Drosophila) 

62 SA 0,26 Sonda sem anotação 

63 JAKMIP1 0,25 Bos taurus janus kinase and microtubule interacting protein 1 

64 GPM6B 0,25 Bos taurus glycoprotein M6B 

65 SVOPL 0,24 PREDICTED: Bos taurus SVOP-like 

66 SA 0,23 Sonda sem anotação 

67 COL18A1 0,22 Bos taurus collagen, type XVIII, alpha 1 

68 LOC782069 0,22 PREDICTED: Bos taurus similar to G protein-coupled receptor 

69 ABCC8 0,22 Bos taurus ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 

70 RPRM 0,21 Bos taurus reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate 

71 HSPA1A 0,20 Bos taurus heat shock 70kDa protein 1A 

72 RGS2 0,20 Bos taurus regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 

73 CD99 0,19 Bos taurus CD99 molecule 

74 MEST 0,15 PREDICTED: Bos taurus mesoderm specific transcript homolog (mouse) 

75 DNAJB1 0,15 Bos taurus DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 

76 SA 0,14 Sonda sem anotação 

77 SHISA2 0,14 PREDICTED: Bos taurus shisa homolog 2 (Xenopus laevis) 

78 HIST3H2A 0,12 Bos taurus histone cluster 3, H2a 

79 SA 0,10 Sonda sem anotação 

80 SEPT4 0,10 Bos taurus septin 4 
 

  



75 
 

 

Figura 2.6 - Via metabólica 1 (VM1) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) e 
menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovinas provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) desta via são: COL4A5, PTHLH, NT5E, 
LGALS3, F3, FOSL2, TIMP1, ANKRD1, FAPB4, CEBPB, CEBPD, TNFAIP6, CYP11A1, 
CDKN1A. Os genes menos expressos (verde) são: COL4A6, IKZF3, COL4, COL18A1, 
RPRM, DPP4, CYP4F2, KLF4. Os genes diferencialmente expressos estão relacionados ao 
ciclo celular (CDKN1A, KLF4, CEBPB, CEBPD, RPRM, LGALS3, PTHLH, DPP4, ILR4); 
cresciemento e proliferação celular (DLC1, F3, GPC4, SEMA6D, COL18A1, FBLN1, 
IZFK3, TNAIP6, FABP4, CDKN1A, LEGALS3, KLF4, ANKRD1, TIMP1, DPP4, CEBPB, 
CEBBP); desordens da morfogênese, organogênese e doenças (COL18A1, CEBPB, CEBBP, 
PTHLH, CDKN1A) e resposta inflamação (F3, FBLN1, TNAIP6, FABP4, CDKN1A, 
ANKRD1, DPP4, CEBPB, CEBBP). 
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Figura 2.7 -  Via metabólica 2 (VM 2) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) e 
menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: HEG1, DLC1, GHR, DUSP7, F3 e 
ANKRD34A. Os genes menos expressos (verde) são: GPC4, MAT2A, SPARCL1, SEMA6D, 
COL18A1, CAPN6, FBN1 e GPM6B. Os genes diferencialmente expressos estão envolvidos 
com ciclo celular (GHR); cresciemento e proliferação celular (GHR, DLC1, F3, GPC4, 
SEMA6D, COL18A1, FBN1, MAT2A) e desordens da morfogênese, organogênese e doenças 
(GHR, COL18A1). 
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Figura 2.9 - Via molecular de sinalização de interferon gerada a partir de genes mais 
(≥2,5 fold change) e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina 
provenientes de folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA 
(Ingenuity Pathways Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) identificados são: 
IFITM1, IRF9, OAS1 e MX1 e estão relacionados com a resposta imune e anti-inflamatória, 
mediante ativação do interferon (Wolf et al., 2003; Bauersachs et al., 2008; Asirvatham et al., 
2009). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Durante a foliculogênese, o ovócito inicialmente adquire primeiro a 

competência meiótica e posteriormente a competência para o desenvolvimento, que é 

conduzida, pelo menos em parte, pelas células somáticas circundantes (Tanghe et al., 2002). 

As células do cumulus mantêm cooperação metabólica com o ovócito, com fatores parácrinos 

e moléculas de baixo peso molecular mediando o diálogo entre os dois tipos celulares. Esta 

comunicação bidirecional é um fator determinante para a completa maturação do ovócito 

(Gandolfi et al., 2005). Portanto, a análise destas células pode fornecer importante informação 

a respeito do metabolismo envolvido na aquisição da competência do ovócito. Além disso, as 

células do cumulus são uma fonte promissora de marcadores moleculares para a predição da 

qualidade do ovócito (Cillo et al., 2007; Feuerstein et al., 2007; Assidi et al., 2008; 

Bettegowda et al., 2008).  

Considerando essas informações, o presente trabalhado foi o primeiro estudo 

realizado, visando à análise da expressão diferencial de genes em células do cumulus bovinas 

oriundas de complexos-cumulus ovócitos com diferentes graus de competências, utilizando-se 

o Affymetrix GeneChip Genome Bovine Array. Para a obtenção de células do cumulus de 

ovócitos de diferentes competências foi utilizado o modelo do tamanho do folículo, 

previamente estabelecido (Caixeta et al., 2009), o qual define que ovócitos de folículos 

maiores são mais competentes do que os de folículos menores. Portanto, foram utilizados dois 

grupos de células de cumulus sendo, um obtido de folículos de 1-3 mm e outro de folículos ≥ 

8,1 mm de diâmetro (grupo referência). 

Para assegurar a qualidade das amostras biológicas utilizadas neste estudo, o 

RNA extraído das células do cumulus das duas categorias de folículos foi analisado quanto a 

sua integridade utilizando-se o Bioanalyzer. Os resultados demonstraram que as amostras de 

RNA estavam dentro dos padrões recomendados de qualidade (Schroeder et al., 2006), o que 

é um pré-requisito fundamental para a condução de experimentos de expressão gênica, como 

a análise de microarranjo de DNA. Além disso, todas as hibridações realizadas apresentaram 
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limites de qualidade entre 95 e 99% e as estimativas do erro padrão de todos os arranjos 

analisados estavam dentro dos padrões desejáveis de qualidade obtidas para cada gene em 

cada lâmina hibridizada.  

Dos 4.178 genes diferencialmente expressos, a maioria (54%) foi menos 

expressa em células do cumulus bovinas de folículos ≥ 8,1mm de diâmetro (grupo referência) 

comparado aos de 1-3 mm de diâmetro. Os dados obtidos estão de acordo com outros estudos 

em que se avaliou a expressão diferencial de genes em células do cumulus de bovinos (van 

Montfoort et al., 2008; Assidi et al., 2010), nos quais também foi observado um maior número 

de genes menos expressos em folículos maiores. Provavelmente, por se tratar de um folículo 

grande e já formado, pode ser que uma menor expressão de genes seja requerida nesta fase, 

considerando-se que muitos transcritos já tenham sido traduzidos e estejam sendo utilizados 

nos eventos da maturação final do folículo ou mesmo terem sido rapidamente degradados, 

considerando-se que uma das características distinguíveis dos mRNAs é a sua alta taxa de 

degradação (Telford et al., 1990; Meyer et al., 2004). 

Todos os genes diferencialmente expressos nas células do cumulus bovinas 

foram classificados funcionalmente de acordo com a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes). A partir da classificação, os genes menos expressos nas células do cumulus de 

ovócitos competentes apresentaram-se envolvidos em um maior número de funções celulares 

distintas (ciclo celular, metabolismo de aminoácido, sinalização celular, reparo de DNA, 

metabolismo de energia e meiose. Isso se deve, provavelmente, à identificação de um maior 

número de genes menos expressos e por isso uma maior diversidade funcional. 

Dentre as principais categorias funcionais identificadas nos genes 

diferencialmente expressos nas células do cumulus, 20% dos genes menos expressos e 28% 

dos genes mais expressos em folículos ≥ 8,1 mm estão envolvidos em processos do ciclo 

celular. Durante a foliculogênese, o crescimento dos folículos se dá pelo crescimento do 

ovócito em diâmetro, pela divisão das células somáticas e formação do fluido folicular a partir 

da fase antral (Monniaux et al., 1997). A identificação de uma grande quantidade de genes 

relacionados ao ciclo celular é esperada uma vez que se trata de folículos em estágios 

diferentes de crescimento. É conhecido que durante o crescimento do folículo existe a 

proliferação simultânea das células do culumus ao redor do ovócito para formar o COC e, que 

posteriormente essas células mantêm um fenótipo proliferativo (ciclo celular e funções de 

crescimento celular) que parece ser um pré-requisito para a sua rápida expansão e suporte 

para a aquisição da competência (Assidi et al., 2010).  
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Durante o ciclo celular, a seqüência de DNA pode ser alterada como resultado 

de erros de cópia introduzidos pelas DNAs polimerases no processo de replicação. Portanto, o 

reparo de seqüências erradas de DNA é de suma importância para a sobrevivência das 

espécies (Lodish et al., 1999). Em consistência com este conhecimento, 10% dos genes menos 

expressos em células do cumulus bovinas de folículos maiores estão relacionados aos 

mecanismos de reparo de DNA. Considerando-se que as divisões celulares são mais vigorosas 

nos folículos em crescimento que nos folículos grandes, que crescem mais pelo o acúmulo de 

líquido no espaço antral que pela multiplicação das células somáticas, os resultados 

observados indicam que as vias de reparo do DNA encontram-se mais expressas no grupo de 

folículos menores.  

Nos folículos ≥ 8,1 mm de diâmetro, a segunda maior categoria de genes 

diferencialmente mais expressos foi aquela envolvida no processo de ovulação e inflamação 

(23%). Durante o crescimento e desenvolvimento folicular, o COC está sendo preparado para 

o processo de ovulação, o qual é marcado pela ruptura do epitélio ovariano e liberação do 

COC para ser captado pela tuba uterina (Hunter, 2003). A ovulação é um processo semelhante 

à inflamação, altamente regulado nas células do cumulus (Hernandez-Ganzalez et al., 2006; 

Richards, 2007; Russell & Robker, 2007), o que justificaria a expressão aumentada de genes 

relativos a esses processos nos folículos maiores. É importante ressaltar que essa categoria 

funcional foi somente identificada nos genes mais expressos em folículos grandes, o que é 

esperado, considerando-se que neste estágio o folículo já se aproxima do momento da 

ovulação. 

As células do cumulus são reconhecidas por expressar muito genes que são 

indispensáveis à resposta semelhante à inflamação que ocorre antes da ovulação para permitir 

a ruptura do folículo (Hernandez-Gonzalez et al., 2006; Tatemoto et al., 2000). Além disso, 

em resposta ao processo de inflamação, várias células e moléculas mediadoras imunes 

aparecem no ovário e no fluido folicular dos animais domésticos, no momento da ovulação e 

durante a luteólise (Terranova, 1997; Ramadan et al., 2001; Orsi et al., 2007). As células 

imunes e suas citocinas secretadas têm um importante papel na regulação da função dos 

órgãos sexuais femininos (Brännström et al., 1995; Gérard et al., 2004). Neste estudo, foram 

identificados genes relacionados à resposta imune nas células do cumulus bovinas dos 

folículos maiores (Figura 2.8).  
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Outra categoria funcional em que os genes mais e menos expressos em 

folículos ≥ 8,1 mm estão envolvidos é o metabolismo de energia. Durante a maturação, o 

COC também se prepara para uma dramática modificação de seu ambiente e do metabolismo 

de energia para os processos de ovulação e fecundação (Brison, 2000). Substratos de energia e 

aminoácidos fornecem suporte para a aquisição da competência de desenvolvimento de COCs 

durante a maturação (Rose-Hellekant et al., 1998). Com relação ao metabolismo de energia, 

18% dos genes com maior expressão e 9% com menor expressão nas células do cumulus de 

folículos grandes estão envolvidos neste processo. O metabolismo de aminoácido foi outra 

categoria funcional identificada que representou 13% dos genes com expressão menor nas 

células do cumulus de folículos grandes. Estudos têm mostrado que o metabolismo de energia 

parece ser essencial para a aquisição da competência de desenvolvimento (Thompson et al., 

2007; Su et al., 2008) e que a diferenciação das células do cumulus é marcada por uma fina 

regulação da síntese protéica e do metabolismo de aminoácidos (Hernandez-Gonzales et al., 

2006). Estudos mostram que as células do cumulus exercem um papel importante na 

utilização de substratos e energia pelo ovócito (Sutton-McDowall et al., 2004), previne o 

ovócito contra o stress oxidativo induzido pela apoptose (Fatehi et al., 2005; Tatemoto et al., 

2000) e estimula a síntese de glutationa durante a maturação in vitro (de Matos et al., 1997; 

2002). 

Tem sido demonstrado que as células do cumulus representam uma interface 

de sinalização entre o ovócito e seu ambiente circundante. Este processo de sinalização 

celular é demonstrado por exercer um papel chave na aquisição da competência do ovócito 

por meio de uma cascata de sinalização funcional em ambos os compartimentos germinativo e 

somático do folículo (Sirard et al., 2007). Neste experimento, 12% dos genes menos 

expressos e 11% dos mais expressos foram classificados como relacionados à sinalização 

celular nas células do cumulus de folículos grandes. É possível que a expressão desses genes 

seja importante tanto para as comunicações entre as células do cumulus quanto para as 

comunicações bidirecionais entre cumulus e ovócito necessárias para a aquisição da 

competência. A exemplo das junções gap, que são realizadas via extensão citoplasmática das 

células da corona radiata que passam através da zona pelúcida e permutam com o ovócito 

durante todo o processo de maturação (Allworth & Albertini, 1993).  

A maturação de ovócitos bovinos envolve a retomada e término da primeira 

divisão meiótica a partir do estágio de vesícula germinativa para o estágio de metáfase II com 

correspondente maturação citoplasmática (Fair et al., 2007). Os genes relacionados aos 
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eventos da meiose neste estudo representaram uma proporção de 9% dos genes menos 

expressos nos folículos grandes. O estímulo que induz a retomada da meiose é essencial para 

a formação de um ovócito haplóide para a fecundação, e é liberado pelas células foliculares. A 

identificação desses transcritos nos folículos maiores é condizente com o estágio de 

maturação do folículo que se prepara para a ovulação. Esses genes com menor expressão em 

folículos grandes podem estar envolvidos na indução da retomada da meiose e é possível que, 

pelos folículos grandes estarem mais próximos da ovulação, os transcritos desses genes 

provavelmente estejam sendo traduzidos ou degradados.  

A análise de microarranjo do presente trabalho confirma a expressão 

diferencial em células do cumulus bovinas de vários genes descritos em trabalhos prévios, tais 

como o FSHR, EGFR e GHR (Caixeta et al., 2009); CTSB (Bettegowda et al., 2008), dos 

genes TNFAIP6, TRIB2 e ERRFI1 (Assidi et al., 2010) e DPP8 (Assidi et al., 2011), o que 

contribui para a corroboração dos resultados do atual experimento. 

Para reduzir a lista de genes obtida na análise do microarranjo, além do valor 

de P, foi utilizado um valor arbitrário de corte ≥ 2,5 vezes o valor de expressão para mais e 

para menos. A utilização desse valor de corte arbitrário na expressão dos genes implica no 

risco de perda de genes relevantes nos quais as pequenas mudanças de expressão podem ter 

profundos efeitos. Entretanto, mesmo diante da perda de algumas informações, o presente 

estudo ainda foi capaz de identificar mais de duas centenas de genes que foram 

diferencialmente expressos em células do cumulus com possível envolvimento com a 

competência ovocitária e os genes diferencialmente expressos com menos que 2,5 fold não 

devem ser descartados nem subestimados. Como o microarranjo permite identificar centenas a 

milhares de genes simultaneamente (Rodriguez-Zas et al., 2008; Evans et al., 2008), a 

aplicação de um valor de corte torna-se um critério que facilita a seleção e agrupamento de 

genes para um maior aprofundamento dos estudos funcionais. 

Com o objetivo de se identificar as principais vias metabólicas representadas 

pelos genes diferencialmente expressos caracterizados em nosso estudo, dez importantes vias 

metabólicas funcionais foram classificadas de acordo com os softwares IPA/DAVID 

(Ingenuity Pathways Analysis/Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery) e três delas foram selecionadas para discussão. De um modo geral, as vias 

metabólicas discutidas representam a interação dos genes diferencialmente expressos nas 

células do cumulus de acordo com a classificação funcional realizada neste estudo. É possível 
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observar que as vias metabólicas representam a funções vitais presentes nas células do 

cumulus durante o desenvolvimento folicular e podem estar envolvidas com a competência 

ovocitária. 

Vários genes diferencialmente expressos em células do cumulus de folículos 

competentes comparados aos incompetentes estão relacionados ao ciclo celular, crescimento e 

proliferação celular, o que pode ser evidenciado nas vias metabólicas VM1 e VM2 (Figura 2.6 

e 2.7). Alguns dos genes representados, principalmente na via VM1, estão relacionados com 

as funções de desenvolvimento do sistema reprodutivo (PTHLH, CEBPB, TIMP1, CEBPD, 

CDKN1A), resposta à inflamação em células do cumulus (ANKRD1, CEBPD, TNFAIP6, 

FABP4, DPP4, RGS2, CEBPB, F3, CDKN1A), como também os envolvidos com a 

sinalização celular (LGALS3, PTHLH, TIMP1, KIT, COL18A1, SERPINE1, TNFRSF6B, 

DPP4, F3, CDKN1A, TNFAIP6). De acordo com a análise funcional IPA, muitos genes da 

vias VM1 e 2 estão relacionados com desordens da morfogênese (CEBPB, CEBPD, 

CDKN1A, KLF4, PTHLH, TNFAIP6, FOSL2, LGALS3, IKZF3, COL18A1, GHR, F3), 

organogênese (TIMP1, PTHLH, CEBPB, CEBPD, CDKN1A, COL18A1, FBN1, GHR) e o 

desenvolvimento de doenças, incluindo as do sistema reprodutivo (TIMP1, CEBPB, CEBPD, 

CYP11A1, CDKN1A, KLF4, DCL1, GHR, F3, COL18A1, CAPN6, FBN1). Essas vias 

metabólicas representam um rico material para aprofundar o conhecimento das inter-relações 

gênicas que acontecem nas células do cumulus e suas repercussões na aquisição da 

competência do ovócito.  

Outra via que está relacionada ao processo de desenvolvimento do folículo em 

preparação para a ovulação é a via de sinalização do interferon. Recentemente, foi 

demonstrado que o interferon alfa, está envolvido na diferenciação de folículos pré-

ovulatórios em ratos (Lee et al., 2009). Na via de sinalização do interferon apresentada 

(Figura 2.8), a ação dos interferons alfa e beta induziu a expressão de genes nas células do 

cumulus bovinas. Os interferons alfa e beta são conhecidos por ter funções regulatória 

antivirais, antitumorais e imunes. Nos processos de inflamação, ambos os tipos de interferons 

possuem funções pro e anti-inflamatórias (Axtell et al., 2011). Nesta via de sinalização, todos 

os genes com maior expressão (IRF9, OAS1, IFITM1, MX1) estão relacionados com a 

resposta imune e anti-inflamatória, mediante ativação do interferon (Wolf et al., 2003; 

Bauersachs et al., 2008; Asirvatham et al., 2009). A expressão desses genes em resposta ao 

interferon é esperada, devido ao processo de inflamação que ocorre durante a fase final de 

desenvolvimento dos folículos para a ovulação. 
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As vias apresentadas demonstram a interação de vários genes diferencialmente 

expressos nas células do cumulus de folículos grandes, os quais evidenciam a ocorrência dos 

eventos de ciclo celular para a proliferação das células foliculares, crescimento do folículo e 

resposta imune nos folículos que se aproximam do momento da ovulação. 

De acordo com o presente estudo, a análise da expressão global de genes 

utilizando-se microarranjo permitiu o estabelecimento de uma lista de genes diferencialmente 

expressos em células do cumulus bovina de folículos com diferentes níveis de competência. 

Pore meio dessa análise, muitos genes poderão ser apontados como biomarcadores da 

qualidade do ovócito o que constitui uma ferramenta para os estudos da ovogênese, 

foliculogênese e dos eventos críticos que conferem a competência do ovócito para o 

desenvolvimento. Entretanto, cabe ressaltar que apesar dos vários genes identificados e da 

categorização funcional realizado no presente trabalho, mais estudos são necessários para a 

compreensão global do papel de cada gene em particular dentro da complexa via de interação 

entre células do cumulus e ovócito para a aquisição da competência. Para isto, torna-se 

necessário a validação dos genes para a confirmação ou não quanto ao seu potencial de 

biomarcadores da qualidade do ovócito.   
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                              7  CONCLUSÕES 

 

 Em conclusão, este estudo fornece evidência de que a qualidade do 

ovócito é reflexo da expressão diferencial de genes nas células do cumulus. Os genes 

diferencialmente expressos identificados em células do cumulus bovinas de folículos 

competentes e incompetentes pela análise de microarranjo estão relacionados com diversas 

funções (ciclo celular, metabolismo de aminoácido, sinalização celular, reparo de DNA, 

metabolismo de energia e meiose) e vias metabólicas importantes e, podem representar 

potenciais marcadores da qualidade do ovócito. Os genes aqui identificados constituem-se 

como candidatos para estudos futuros relativos à qualidade e competência do ovócito para o 

melhor entendimento dos eventos moleculares que conferem a competência para o 

desenvolvimento. 
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CAPÍTULO 3 – EXPRESSÃO DE GENES EM CÉLULAS DO CUMULUS BOVINAS: 

POTENCIAIS MARCADORES DA COMPETÊNCIA OVÓCITÁRIA  
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1 RESUMO 

 

É conhecido que somente ovócitos competentes podem sofrer maturação completa e ter 

desenvolvimento embrionário normal. Portanto, o sucesso das tecnologias de reprodução 

assistida (TRAs) depende da disponibilidade de ovócitos competentes para serem utilizados 

para a produção de embriões. Vários critérios têm sido utilizados para selecionar ovócitos 

com habilidade para o desenvolvimento, entretanto a maioria deles inviabilizam a utilização 

posterior dessas células. Portanto, as células do cumulus representam um 

alvo potencial não invasivo para a identificação de marcadores moleculares da qualidade do 

ovócito. Com o objetivo de identificar genes associados com a competência ovocitária foi 

avaliada a expressão de seis genes (FGF11, IGFBP4, SPRY1, ARHGAP22, COL18A1 e 

GPC4) identificados pela análise de microarranjo como diferencialmente expressos em 

células do cumulus bovinas obtidas de ovócitos com diferentes competências. Para a 

quantificação desses genes, por qPCR, o RNA total foi extraído de quatro pools de células do 

cumulus correspondentes a 20 ovócitos de folículos de três categorias 1-3, 6-8 e ≥8,1 mm de 

diâmetro. Os resultados do qPCR foram submetidos à análise estatística e dos seis genes 

quantificados nas células do cumulus, três deles (COL18A1, GPC4 e IGFBP4) (50,0%), 

apresentaram expressão diferente (P<0,05) entre os grupos. Entretanto, somente o GPC4 

apresentou expressão diferencial entre as CCs de folículos mais competentes, 6-8 e ≥8,1 mm, 

comparadas as de folículos menos competentes, de 1-3 mm. O GPC4 é o que melhor refletiu a 

qualidade do ovócito e seu grau de competência, podendo ser utilizado como marcador de 

qualidade do ovócito em bovinos.  

Palavras Chave: expressão gênica, células do cumulus, ovócito, bovino 
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2 ABSTRACT 

 

It is well known that only competent oocytes can undergo complete maturation and normal 

embryonic development. Therefore, the success of assisted reproductive technologies (ART) 

depends on the availability of competent oocytes to be used for embryo production. Several 

criteria have been used to select oocytes with development ability, however the majority of 

those are detrimental for the oocyte. Therefore, cumulus cells are a noninvasive potential 

target for identification of molecular markers for oocyte quality. In order to identify genes 

associated with oocyte competence, the expression of six genes (FGF11, IGFBP4, SPRY1, 

ARHGAP22, COL18A1 and GPC4), identified by microarray analysis as differentially 

expressed in cumulus cells obtained from bovine oocytes with different competences were 

evaluated. For the quantification of gene expression by qPCR, total RNA was extracted from 

four pools of cumulus cells corresponding to 20 oocytes of three follicles categories 1-3, 6-8 

and ≥ 8.1 mm in diameter. The qPCR results were submitted to statistical analyzis and among 

the six candidate genes quantified in cumulus cells, three of them (COL18A1, GPC4 and 

IGFBP4) (50.0%) had differential expression (P<0.05) among groups. However, only GPC4 

showed differential expression between competent follicles, 6-8 and ≥ 8.1 mm, compared 

with those less competent, 1-3 mm. The expression pattern of GPC4 reflected better the 

oocyte competence. Therefore, it can be used as a marker for bovine oocyte quality.  

Key words: gene expression, cummulus cells, oocytes, bovine 
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3 INTRODUÇÃO 

   

Somente ovócitos competentes podem sofrer maturação completa e ter 

desenvolvimento embrionário normal (Dode, 2006). Portanto, o sucesso das tecnologias da 

reprodução assistida (TRAs) depende da disponibilidade de ovócitos competentes para serem 

utilizados na produção de embriões. Entretanto, não é possível diferenciar morfologicamente 

um ovócito competente de um incompetente, o que torna necessário o estabelecimento de 

critérios que possam predizer a qualidade do ovócito. Desta forma, a caracterização molecular 

se torna uma ferramenta importante para a identificação de marcadores para estimar a 

competência ovocitária.  

Embora vários estudos tenham sido conduzidos com esse objetivo, ainda não 

foi identificado um marcador que possa ser utilizado rotineiramente nas práticas de 

reprodução assistida, sem que inviabilize a utilização posterior do ovócito.  Considerando que 

as células do cumulus têm um papel fundamental no crescimento e maturação do ovócito elas 

podem refletir o status de desenvolvimento ovocitário. Desse modo, a identificação de 

transcritos expressos nessas células poderia aumentar o entendimento das moléculas e 

processos biológicos que estão envolvidos no diálogo ovócito-células do cumulus para a 

aquisição da competência ovocitária. Além disso, as células do cumulus representam uma 

alternativa para a identificação de marcadores da competência do ovócito de modo não-

invasivo. 

Na tentativa de identificar genes associados com a competência do ovócito foi 

avaliada a expressão de seis genes - FGF11, IGFBP4, SPRY1, ARHGAP22, COL18A1 e 

GPC4 - identificados nas células do cumulus bovinas.  A seleção desses genes foi baseada em 

resultados prévios da análise de transcritoma de células do cumulus obtidas de ovócitos com 

diferentes graus de competência e nas suas possíveis funções relacionadas à competência 

ovocitária.  
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A expressão de FGF11 foi identificada em células-tronco de trofoblasto de 

camundongo, em linhagem de células e placenta humanas, ovócito e embriões de 

camundongos em estudo realizado por Zhong e colaboradores (2006). Os FGFs alteram a 

função ovariana, pelo menos em parte pela inibição da secreção dos hormônios esteróides e 

afetam a sobrevivência das células da granulosa (Jiang et al., 2010), entretanto, os 

mecanismos de ação do FGF nas células do folículo ovariano ainda não estão bem 

caracterizados. O IGFBP4 é a principal IGFBP inibitória no ovário (Conover et al., 1999), a 

qual  inibe a síntese de esteróides em células da granulosa e teca (Cataldo & Giudice, 1992; 

Mason et al., 1998; Kwon et al., 2010). É conhecido que sistema IGF exerce um importante 

papel na regulação do desenvolvimento folicular ovariano e esteroidogênese (Kwintkiewicz & 

Giudice, 2009). SPRY1 é um gene induzido pela sinalização de FGF e serve como um 

regulador de feedback negativo (Faedo et al., 2010). Os membros da família SPRY em 

mamíferos são expressos em padrões altamente restritos no desenvolvimento inicial de 

embriões e sua expressão mostra uma próxima correlação com os sítios de sinalização do FGF 

(Hanafusa et al., 2002). As funções do ARHGAP22 estão relacionadas com a angiogênese, 

regulação da transcrição, diferenciação celular, ativação de GTPase e desenvolvimento do 

organismo (Gene Ontology Annotation, (GOA) Database). O gene COL18A1 que codifica o 

colágeno XVIII está envolvido na proliferação celular, polaridade e diferenciação em vários 

processos de desenvolvimento (Quelard et al., 2008). O colágeno XVIII é conhecido pelo seu 

grande potencial para inibir a angiogênese tumoral e sua expressão já foi descrita nas células 

do cumulus de camundongos (Tamba et al., 2010). As glicanas foram relacionadas à 

regulação de eventos de sinalização celular durante a morfogênese e fisiologia de organismos 

adultos (Fico et al., 2011). O gene GPC4 foi diferencialmente expresso nas células do 

cumulus em humanos e mostrou-se envolvido na comunicação celular dessas células (van 

Montfoort et al. 2008). A função de GPC4, como de outros genes desta família, parece estar 

associada na regulação da divisão celular (Waterson et al., 2010). 

Todos esses genes foram identificados como sendo diferencialmente expressos 

em celulas do cumulus e representam canditados para serem validados por outras técnicas de 

avaliação molecular. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a abundância de transcritos 

dos genes selecionados na tentativa de identificar marcadores da competência ovocitária. 
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         4 MATERIAL E MÉTODOS 

  

        4.1 Delineamento experimental 

 

  Este experimento visou à identificação de marcadores para a competência 

ovocitária nas células do cumulus de ovócitos bovinos. Para isso foram utilizadas células do 

cumulus de COC provenientes de folículos de 1-3 mm, 6-8mm e ≥ 8,1 mm de diâmetro. Esses 

tamanhos foram selecionados considerando que em estudos prévios foi demonstrado que os 

ovócitos obtidos desses folículos podem ser considerados como incompetentes e competentes, 

respectivamente. Os genes avaliados foram selecionados a partir de uma lista de genes gerada 

pela análise de microarranjo e seis genes diferencialmente expressos, candidatos a marcadores 

para a competência ovocitária foram quantificados. A seleção dos genes candidatos foi 

baseada na significância (fold change) e na sua função biológica. Para a quantificação dos 

genes candidatos selecionados foram utilizados 4 pools de células do cumulus de 20 COC’s 

para cada categoria de folículos acima referidos, sendo a sua expressão quantificada por PCR 

em tempo real. 

 

 

  4.2 Recuperação e seleção dos complexos cumulus-ovócitos 

 

  Os ovários de vacas mestiças foram coletados em abatedouro local e 

transportados até o laboratório em solução salina (NaCl 0,9%) acrescida de antibióticos 

(penicilina G – 100 UI/ml e estreptomicina – 100ug/ml – Sigma, Sto Louis MO, USA), à 

temperatura de 35 a 37°C. 
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  Os folículos foram dissecados do córtex ovariano em temperatura ambiente, 

com auxílio de tesoura, bisturi e pinças e foram mantidos em meio de lavagem (TCM-199 

com sais de Hank’s suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino ([SFB] – Gibco BRL, 

Burlington, ON, Canada) sobre placa aquecedora durante todo o processo de dissecação. 

Posteriormente os folículos foram mensurados utilizando-se uma ocular graduada 

(micrometer eyepiece OSM-4® Olympus, Tokyo, Japan), classificados morfologicamente e 

selecionados de acordo com o diâmetro em folículos de 1-3 mm, 6-8 mm e  ≥ 8 mm . Além do 

tamanho, os critérios utilizados para a seleção dos folículos foram a presença de uma 

vascularização extensiva e fina e um aspecto translúcido e brilhante de forma homogênea. 

Esses tamanhos de folículos foram selecionados por conterem ovócitos competentes e 

incompetentes para maturação, fecundação e desenvolvimento embrionário, conforme 

descrito por Caixeta e colaboradores (2009). Após a ruptura do folículo foram observadas e 

também utilizadas para a seleção a presença de células do cumulus com um aspecto regular e 

saudável (Blondin & Sirard, 1995) e ausência de partículas flutuantes no fluido folicular (de 

Wit et al., 2000). Cada COC liberado pela ruptura dos folículos, foi classificado de acordo 

com o aspecto e distribuição das células do cumulus e uniformidade do citoplasma. Somente 

as células do cumulus de ovócitos classificados como Grau 1 (COC’s com citoplasma 

homogêneo e granulações finas e múltiplas camadas compactas de células do cumulus) e Grau 

2 (ovócito com citoplasma homogêneo com pequenas áreas mostrando pigmentações 

irregulares e cumulus compacto menor do que na categoria 1 com pelo menos cinco camadas 

completas) foram utilizados neste experimento. 

   

 

  4.3 Armazenamento das células do cumulus 

 

  Para a remoção das células do cumulus, os ovócitos classificados como Grau 1 

e 2 foram transferidos para uma gota de 50 µl de solução salina em tampão fosfato (PBS) 

onde foram desnudados por meio de sucessivas pipetagens até a completa remoção das 

mesmas. Após a remoção dos ovócitos desnudados, a gota de 50 µl de PBS com as células do 

cumulus foi transferida para um tubo de 0,2 ml e centrifugada duas vezes por 2 minutos a 700 
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x g para lavagem com PBS. O sobrenadante foi retirado, sendo adicionado 2 µl de RNA 

later® Soln (Ambion, Applied Biosystems, USA) ao pellet formado. 

  Ao final do procedimento, todos os tubos de células do cumulus foram 

armazenados a -20°C até o momento da extração de RNA. Para cada categoria de folículo 

foram estocados 4 pools, sendo cada um, correspondente às células do cumulus de 20 

ovócitos. 

  

4.4 Validação dos genes através de PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR) 

 4.4.1 Extração de RNA total e transcrição reversa 

 

O RNA total para realização do qPCR foi extraído de pools de células do 

cumulus correspondentes a 20 complexo-cumulus ovócitos (COC) utilizando-se o kit 

RNeasy®Plus Micro Kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instruções do 

fabricante e eluído em 14 µl de água livre de RNAse. Após a extração, o RNA total foi 

quantificado por espectrofotômetro NanoDrop® ND 1000 (NanoDrop Technologies, 

Wilmington, DE, USA), visto que o número de células do cumulus pode ser variável entre os 

pools. Todas as amostras de RNA foram diluídas para a concentração final de 37,7 ng/µl de 

RNA, em função da quantidade de amostras disponíveis. 

O RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa (RT) contendo 200 

U de SuperScript III (Invitrogen), 0,5 µg de primer Oligo-dT (Invitrogen), 2,0 mM total de 

dNTPs (Invitrogen), 0,1M de DTT (Invitrogen), 40 U de RNAseOUT® Recombinat 

Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen) em tampão de reação 1X, com um volume final de 22 µl 

de reação. As reações foram realizadas nos seguintes passos: 1º Passo: 65°C por 5 minutos; 2º 

Passo: 50ºC por 2 minutos, seguido da adição de SuperScript III (Invitrogen); 3º Passo: 50ºC 

por 58 minutos e 4º Passo: 70ºC por 15 minutos.  
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4.4.2 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

  Para a análise da expressão gênica foi utilizado qPCR usando o protocolo de 

amplificação do kit Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, USA). As reações 

foram realizadas com um volume final de 10 µl e as condições para a amplificação dos genes 

foram: desnaturação inicial a 95°C por 20 segundos, 50 ciclos (desnaturação a 95°C por 3 

segundos; anelamento a 60ºC por 30 segundos), seguido de curva de dissociação padrão. A 

seqüência dos primers, tamanho do fragmento e temperatura de anelamento para cada gene 

estão apresentados na Tabela 3.1. As concentrações dos primers utilizados foram: 0,2 µM de 

ARHGAP 22; 0,3 µM de COL18A1; 0,2 µM de FGF11; 0,3 µM de GPC4; 0,3µM de IGFBP; 

0,3µM de SPRY1 e 0,15 µM de GAPDH. Os dados da fluorescência foram coletados ao final 

de cada extensão. As reações foram otimizadas a fim de propiciarem máxima eficiência de 

amplificação para cada gene. Cada amostra foi analisada em triplicata e a eficiência e 

especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores foram avaliadas pelas curvas de amplificação 

e dissociação, respectivamente. 

  O gene Gliceraldeído 3-fosfasto desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como 

controle endógeno e os valores de expressão dos genes alvos foram normalizados pela 

expressão desse gene constitutivo. A expressão relativa de cada gene foi calculada utilizando 

o método do ∆∆Ct com correção da eficiência (Pfaffl, 2001) (Figura 3.1). A eficiência de 

amplificação para cada iniciador foi calculada baseada na amplificação de uma curva padrão 

utilizando-se o 7500 Software, Version 2.0.3 (Applied Biosystems, USA). 
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Tabela 3.1. Seqüência de primers específicos dos genes selecionados para validação, tamanho do 

fragmento em pb (pares de base), temperatura de anelamento e concentração  

Gene   Seqüência          Tamanho        Temperatura de      Concentração 

                do primer                                      do fragmento (pb)    anelamento (ºC)           (µM) 

GAPDH  F 5’-GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3’  119  60  0,15  

  R 5’-CCCTCCACGATGCCAAAGT-3’ 

Mais expressos 

 

FGF11  F 5’- TTCACCCACTTCAACCTGATCCCT-3’  148  60  0,2 

  R 5’- AGACGCACTCCTTAAAGCGACACT-3’ 

 

IGFBP4  F 5’- TGTGTGCGTGTGTGTTAATGAGCC-3’  108  60  0,3 

  R 5’ – TTGGAAACATACCAGGGCTCTCCT-3’  

   

SPRY1  F 5’- CATGTGCTTGGTCAAGGGCATCTT-3’  93  60  0,3 

  R 5’- TGTGACTGTGAACAGGAGCAAGGA-3’ 

Menos expressos 

 

ARHGAP22 F 5’- AGCAGAGAAGCATCATGAAGGGCT-3’ 127  60  0,2 

  R 5’- ACCTGGGTCCCTTGCAGAGAAATA-3’ 

 

COL18A1 F 5’- ACAGCAACGCATTTGTGGACTCTG-3’ 94  60  0,3 

  R 5’- ACGTCTCCTTTGTCACCCTTGAGT-3 

 

GPC4  F 5’- TGGTGAATCCCACAACCCAGTGTA-3’  192  60  0,3 

  R 5’- TCTCAGCCACCATCAGCATAGCAT-3’ 

   

 F= primer forward; R= primer reverse 
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Figura 3.1 - Modelo matemático para cálculo da expressão relativa derivada de dados 
obtidos por PCR em tempo real. A razão de um gene alvo é expressa em relação ao 
gene constitutivo e normalizada em relação à amostra controle. Ealvo é a eficiência do 
gene alvo; Eref é a eficiência do gene referência; CP é o ciclo threshold; ∆CPalvo é 
desvio de CP do controle - amostra do gene alvo; ∆CPref é desvio de CP do controle – 
amostra do gene referência. 

 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

Os dados de quantificação do padrão de expressão gênica foram comparados 

entre os tratamentos experimentais utilizando-se análise de variância e teste de Tukey, ou 

Kruskall-Wallis e Mann-Whitney se apresentaram distribuição normal ou não, 

respectivamente. Todas as análises foram avaliadas utilizando-se o programa Prophet 

Statistics, versão 5.0 (BBN Systems & Technologies, Cambridge, MA, 1996). 

 

  

∆CPalvo (controle – amostra) 

 (E alvo)   

Razão = _____________________________________ 

∆CPref (controle – amostra) 

   (E ref) 
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5 RESULTADOS 

 

Para o estudo da expressão de genes relacionados com a competência 

ovocitária em bovinos seis genes candidatos foram quantificados em células do cumulus 

obtidos de COCs recuperados de diferentes tamanhos de folículos.  

De acordo com a análise de qPCR, a expressão dos três genes candidatos 

selecionados, pelo microarranjo, por serem menos expresso em células do cumulus de 

folículos grandes variou de acordo com os grupos de folículo (P<0,05) (Figura 3.2). A 

abundância relativa de transcritos do gene ARHGAP22 foi maior nas células de folículos de 

1-3 mm, comparados as dos folículos de 6-8 mm. A expressão desse gene nos folículos ≥ 8,1 

mm apresentou um nível de expressão intermediária, mas não diferiu dos folículos de 1-3 e 6-

8 mm. A expressão do gene COL18A1 foi maior em células do cumulus obtidas de folículos 

de 1-3 mm comparados com as de folículos ≥ 8,1 mm. Entretanto, o nível de mRNA para esse 

gene em células do cumulus de folículos de 6-8 mm não diferiu dos outros tamanhos de 

folículos. Não foi observada alteração nos níveis de transcritos para o gene GPC4 quando 

células de folículos grandes (6-8 e ≥ 8,1 mm) foram comparadas. Já as células de folículos 

pequenos (1-3 mm) apresentaram maior expressão desse gene do que as células de folículos 

maiores.  

Dos três genes candidatos a serem mais expressos em células do cumulus de 

folículos grandes, somente o gene IGFBP4 apresentou variação (P>0,05) na expressão entre 

os tamanhos de folículo avaliados (Figura 3.3). A abundância relativa de transcritos de IGPB4 

foi menor em células de folículos de 1-3 mm comparados com as de folículos ≥ 8,1 mm. 

Entretanto, a expressão desse gene nos folículos de 6-8 mm não diferiu dos outros tamanhos 

de folículos. Os níveis de transcritos (P>0,05) para os genes FGF11 e SRPY1 foram similares 

(P>0,05) entre as células do cumulus obtidas de folículos de diferentes tamanhos. 
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Figura 3.2 - Nível de transcritos dos ARHGAP22, COL18A1 e GPC4 analisados por PCR em 
tempo real em células do cumulus bovinas de complexos-cumulus ovócitos oriundos de 
diferentes tamanhos de folículos (1-3; 6-8 e ≥ 8,1 mm). Cada grupo foi analisado utilizando-
se 4 pools de amostras e avaliados em três réplicas. Os dados (média ± EPM) foram 
normalizados pelo gene GAPDH e expressos em relação à amostra controle, por meio do 
método ∆∆Ct com correção da eficiência. 

a-b Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P<0,05). 
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Figura 3.3 - Nível de transcritos dos genes FGF11, IGFBP4 e SPRY1 analisados por PCR em 
tempo real em células do cumulus bovinas oriundas de ovócitos de diferentes tamanhos de 
folículos (1-3; 6-8 e ≥ 8,1 mm). Cada grupo foi analisado utilizando-se 4 pools de amostras e 
avaliados em três réplicas. Os dados (média ± EPM) foram normalizados pelo gene GAPDH e 
expressos em relação à amostra controle, através do método ∆∆Ct com correção da eficiência. 

a-b Diferentes letras nas barras indicam valores diferentes (P>0,05). 
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6 DISCUSSÃO 

 

   

É conhecido que na maioria das espécies mamíferas incluindo humanos, a 

qualidade do embrião depende principalmente da competência do ovócito selecionado para a 

fecundação. Esta competência é o resultado de mútuas interações do ovócito com seu 

ambiente folicular (Blondin & Sirard, 1995; Mikkelsen & Lindenberg, 2001; Krisher, 2004; 

Balaban & Urman, 2006). As células do cumulus são as células somáticas que ocupam o 

espaço imediato ao redor do ovócito e representam a primeira interface do ovócito com o 

ambiente externo (Hussein et al., 2006). As células do cumulus mantêm uma contínua e 

recíproca relação com o ovócito e estão envolvidas no suporte e na cronologia da maturação e 

na aquisição da competência (Hashimoto et al., 1998; Sirard & Trounson, 2003; Hussein et 

al., 2006). Portanto, o estudo da expressão de genes nas células do cumulus pode refletir o 

potencial de fertilidade de ovócitos, o qual pode ser avaliado por meio da identificação de 

biomarcadores moleculares da competência nestas células.  

Neste estudo foi avaliada a expressão de seis genes, selecionados a partir da 

análise de microarranjo, os quais apresentaram menor expressão (ARHGAP22, COL18A1 e 

GPC4) e maior expressão (FGF11, IGFBP4 e SPRY1) em células do cumulus oriundas de 

ovócitos com diferentes competências. Para isso foi utilizado o modelo de diferentes 

tamanhos de folículos o qual estabelece uma relação entre o tamanho folicular e a 

competência para o desenvolvimento (Caixeta et al., 2009). Apesar de que na análise do 

microarranjo em que esses genes foram identificados tenham sido utilizadas células de 

folículos pequenos (1-3 mm) e grandes (≥8,1 mm), no presente estudo foi incluído um 

terceiro grupo de células. Esse grupo consistia em células do cumulus obtidas COCs de 

folículos de 6-8 mm, que em estudos prévios demonstraram apresentar competência para o 

desenvolvimento semelhante aos COC obtidos de folículos ≥8,1 mm. Desta forma, seria 
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possível verificar se a expressão diferencial de genes se deve somente à diferença devido ao 

tamanho do folículo ou se deve à diferença na competência ovocitária.  

  Dos seis genes candidatos avaliados nas células do cumulus, 3 deles (50,0%), 

validaram o resultado do microarranjo, o que representa dois genes menos expressos 

selecionados (COL18A1 e GPC4) e somente um dos mais expressos (IGFBP4). Da mesma 

forma, Assidi e colaboradores (2011) avaliaram 17 genes candidatos em células do cumulus e 

somente 7 genes (41,2%) validaram os resultados do microarranjo. Entretanto, na maioria dos 

estudos, os padrões encontrados na análise de microarranjo são confirmados pelo qPCR 

(Ganhem et al., 2007; Assidi et al., 2008; Bettegowda et al., 2008; Hamel et al., 2008; Van 

Montfoort et al., 2008; Assidi et al., 2010; Regassa et al., 2011). No presente estudo na 

análise de microarranjo, o valor de correlação (r2 > 0,93) entre as replicas foi alto, o que está 

de acordo com o recomendado para análises de microarranjo para aquisição de dados 

relevantes e com alta correlação com a validação de qPCR (Gupta et al., 2008).  É possível, 

que se um maior número de genes tivesse sido avaliado neste estudo, a taxa de validação fosse 

diferente. Apesar disso, os resultados confirmam a idéia de que as informações obtidas na 

análise do microarranjo requerem uma confirmação da expressão diferencial por outro método 

como o qPCR.  

 
  O gene ARHGAP22 codifica a proteína 22 ativadora de GTPase da família 

Rho, a qual está envolvida na via de transdução do sinal e regulação da formação das células 

endoteliais do tubo capilar durante a angiogênese (Katoh & Katoh, 2004). Em humanos, a 

expressão de ARHGAP22 foi detectada no ovário e é possível que este gene tenha ação 

importante nas comunicações bidirecionais entre ovócitos e células do cumulus para a 

aquisição da competência ovocitária. Neste trabalho, a abundância relativa de transcritos de 

ARHGAP22 foi maior nas células de folículos de 1-3 mm comparados aos de folículos de 6-8 

mm. Entretanto, nesta análise não se observou diferença na expressão do gene entre os 

folículos de 1-3 e ≥ 8,1 mm como observado nos resultados obtidos no microarranjo.  

Os resultados obtidos sugerem que as diferenças da expressão de ARHGAP22 

em células do cumulus observadas nos folículos de 1-3 e ≥ 8,1 mm com relação aos de 6-8 

mm podem refletir a variação existente no desenvolvimento do folículo. Portanto, é possível 

que uma maior expressão desse gene seja requerida inicialmente em folículos menores para os 

eventos de sinalização celular nas células do cumulus e formação da vascularização durante o 

crescimento, ambas importantes para o desenvolvimento do COC. É aceito que o 
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desenvolvimento folicular é dependente da angiogênese (Koos, 1989), a qual é evidente no 

final do estágio pré-antral durante a aquisição da camada da teca. A vascularização se 

desenvolve para formar duas redes de capilares, conectadas em teca interna e externa 

(Findlay, 1986). Entretanto, nos folículos de 6-8 mm a expressão do gene foi diminuída e 

aumentou novamente nos folículos ≥ 8,1 mm a um padrão similar ao observado nos folículos 

de 1-3 mm. A redução da expressão de ARHGAP22 nos folículos de 6-8 mm pode ser 

decorrência de um maior nível de tradução dos transcritos expressos nas células do cumulus 

necessários para um intenso processo de vascularização que ocorre simultaneamente à alta 

taxa de crescimento do folículo neste estágio ou devido a degradação de mRNA, o que é 

observado durante a ovogênese em bovinos (Vallée et al., 2009). Já nos folículos ≥ 8,1 mm, o 

crescimento folicular continua e apesar da vascularização já ter sido formada, é possível, 

entretanto, que seja requerida uma maior expansão da vascularização existente, o que pode 

explicar os níveis aumentados da expressão de ARHGAP22 durante o desenvolvimento para 

formar o folículo maduro para a ovulação. De acordo com van den Hurk e colaboradores 

(1997), uma vascularização desenvolvida é observada durante as fases finais de crescimento 

folicular, que provavelmente propiciam um maior suprimento de hormônios, particularmente 

gonadotrofinas, para o folículo maior. Além disso, a família RHO de pequenas GTPases 

exerce um importante papel na regulação de muitos aspectos do comportamento celular 

incluindo progressão do ciclo celular, reorganização do citoesqueleto, polaridade celular, 

migração e invasão (Etienne-Manneville & Hall, 2002; Ridley, 2001). 

De acordo com a bibliografia revisada, até o momento, não se tem 

conhecimento da descrição da expressão de ARHGAP22 em células do cumulus de ovócitos 

bovinos oriundos de diferentes tamanhos de folículos. Sendo, portanto, a primeira vez que 

este gene é descrito em células do cumulus bovinas. 

O gene COL18A1 que codifica o colágeno XVIII está envolvido na 

proliferação celular, polaridade e diferenciação em vários processos de desenvolvimento 

(Quelard et al., 2008). Mas é também conhecido que essas glicoproteínas no espaço 

extracelular exercem um importante papel na sinalização química entre células e elas podem 

fornecer um reservatório para várias moléculas sinalizadoras tais como membros das famílias 

Wnt, fator de crescimento transformante beta (TGFβ), FGF e receptores de moléculas de 

adesão celular (Lin et al., 2001; Aricescu et al., 2002). A região C-terminal do colágeno 

XVIII pode liberar a endostatina que foi primeiro identificada como um potente inibidor da 

proliferação de células endoteliais e migração, capaz de inibir a angiogênese, com habilidade 
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de reduzir o crescimento tumoral e parece exercer algumas outras funções, como a indução da 

apoptose (Dhanabal et al., 1999; Dixelius et al., 2000; Scchmidt et al., 2004). Além disso, o 

colágeno XVIII na matriz extracelular pode ser importante para definir a plasticidade de 

células epiteliais e endoteliais em diferentes órgãos e pode estar envolvida na determinação da 

polaridade celular, influenciando o metabolismo celular e diferenciação (Lin et al., 2001). De 

acordo com as funções descritas desse gene, foi suposto que ele estivesse relacionado com a 

competência para o desenvolvimento embrionário. Entretanto, os resultados obtidos no 

presente estudo não confirmam essa hipótese, uma vez que a sua expressão nos folículos de 6-

8 mm foi intermediária entre os demais folículos. É possível, portanto, que a diferença na 

expressão desse gene esteja relacionada com o tamanho do folículo. Isso porque, a expressão 

de COL18A foi maior em folículos menores comparada aos folículos ≥ 8,1 mm, o que sugere 

que a sua expressão nas células do cumulus seja necessária para os eventos de regulação da 

proliferação celular, angiogênese e sinalização celular durante os estágios iniciais de 

desenvolvimento dos folículos.  

Além disso, já foi descrito que a lâmina basal do folículo contém colágeno do 

tipo XVIII (Irving-Rodgers & Rodgers, 2005). É conhecido que, para a ruptura do folículo 

ovulatório que resulta na expulsão do ovócito, as fibras de colágeno contidas na túnica 

albungínea e na teca, bem como nas lâminas basais que contribuem para a tensão de 

estiramento (expansão) da parede do folículo são degradadas e ocorre um aumento da 

dilatação vascular e permeabilidade, os quais são necessários para que a ruptura ocorra 

(Murdoch et al., 1986; Abisogun et al., 1988). Desse modo, é provável que a expressão 

diminuída do gene COL18A1 nos folículos ≥ 8,1 mm esteja relacionada com esse evento, 

uma vez que os folículos grandes estão em preparação para o momento da ovulação ou com o 

evento de degradação de mRNA descrito em ovócitos (Valée et al., 2009). Esses resultados 

diferenciam-se dos encontrados por Tamba e colaboradores (2010) que identificaram a 

expressão de aumentada de COL18A1 em células do cumulus de camundongos avaliadas 

após a ovulação, em resposta à sinalização da prostaglandina. Entretanto, é importante 

ressaltar que as células do cumulus utilizadas por esses autores foram previamente submetidas 

à aplicação de hCG, o que difere das condições do presente estudo para maiores comparações.  

Quanto ao gene GPC4, o nível de transcritos foi maior nas células do cumulus 

de folículos de 1-3 mm comparados com as de folículos grandes, entretanto, a expressão do 

gene não diferiu entre os folículos grandes, ou seja, entre os folículos que continham ovócitos 

mais competentes. O GPC4 pertence à família das glicanas, as quais estão relacionadas à 
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regulação de eventos de sinalização celular durante a morfogênese e na fisiologia de 

organismos adultos (Fico et al., 2011). As glicanas são conhecidas por modular a sinalização 

mediada por moléculas extracelulares, incluindo Wnts, proteínas morfogenética de osso 

(BMPs) e FGFs e estão entre as proteoglicanas mais abundantes relacionadas ao 

desenvolvimento do sistema nervoso, sendo também expressas em células embrionárias (De 

Cat & David, 2001; Nybakken & Perrimon, 2002). A proteína gpc4 tem sido mostrada por se 

ligar a FGF2, portanto, acredita-se que o GPC4 tenha um possível papel na modulação da 

sinalização do FGF (Hagihara et al., 2000). A função de GPC4, como de outros genes desta 

família, parece estar associada à regulação da divisão celular (Waterson et al., 2010).  

Estes resultados são similares aos encontrados por van Montfoort e 

colaboradores (2008), os quais avaliaram o padrão de expressão do gene em células do 

cumulus humanas como um prognóstico indicador da viabilidade do embrião e também 

identificaram uma expressão diferencial de GPC4 em células do cumulus. As metodologias de 

análises da expressão gênica foram as mesmas utilizadas no presente estudo, entretanto, 

diferiu quanto às células do cumulus utilizadas pelos autores, as quais foram provenientes de 

ovócitos que resultaram em embriões em clivagem inicial comparados às células oriundas de 

ovócitos que não resultaram em embriões clivados. E de fato, a expressão de GPC4 foi 

identificada nas células do cumulus provenientes de ovócitos que resultaram em embriões de 

clivagem inicial, o que comprova que esse gene pode ser um marcador nas células do cumulus 

para a qualidade do embrião e reforça os resultados obtidos no presente estudo. 

Dos três genes candidatos com maior expressão avaliados nas células do 

cumulus bovinas, somente o IGFBP4 apresentou uma alteração no padrão de expressão nos 

diferentes tamanhos de folículos, sendo que a abundância de transcritos desse gene foi menor 

em células de folículos de 1-3 mm comparados com as de folículos ≥ 8,1 mm. O sistema IGF 

exerce um importante papel na regulação do desenvolvimento folicular ovariano (Buratini, 

2005) e esteroidogênese (Kwintkiewicz & Giudice, 2009). Os IGFs são sinérgicos ao FSH na 

promoção de crescimento folicular e produção de estradiol (Fortune et al., 2004). É conhecido 

que a IGFBP4 apresenta grande afinidade pelos IGFs impedindo que estes se liguem aos 

receptores, portanto, a função das IGFBPases é degradar as IGFBPs possibilitando maior 

biodisponibilidade de IGF (livre) para se ligar aos receptores (Fortune et al., 2004). Além 

disso, a IGFBP4 tem sido descrita como a principal IGFBP inibitória no ovário (Conover et 

al., 1999; 2001).  
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A expressão aumentada de IGFBP4 tem sido também descrita por Kwon e 

colaboradores (2010) nas células da granulosa de folículos imaturos em mulheres. Nesse 

estudo, o aumento observado na expressão do mRNA de IGFBP4 em células da granulosa de 

mulheres com a síndrome de ovários policísticos é consistente com estudos anteriores que 

demonstraram que o IGFBP4 inibe a síntese de esteróides em células da granulosa e teca 

(Cataldo & Giudice, 1992; Mason et al., 1998).  

A expressão gênica da IGFBP2 e 4 foi localizada em células da granulosa e da 

teca, respectivamente (revisado por Fortune, et al. 2001 e Webb et al., 1999). Níveis 

reduzidos da IGFBP4 foram encontrados em folículos dominantes bovinos comparados com 

os dois maiores folículos subordinados apenas 1,5 dias após a emergência da onda (Mihm et 

al. 2000). Há fortes evidências sugerindo que a redução dos níveis de IGFBP4 no folículo 

selecionado é conseqüência de um aumento da degradação proteolítica das IGFBPs pela 

proteína plasmática associada à gestação (PAPPA), recentemente detectada no folículo 

(Mazerbourg et al., 2001). De fato, a degradação não apenas da IGFBP4, mas também da 

IGFBP5, foi mais alta no maior folículo antes do momento esperado do desvio folicular 

(Fortune et al., 2004). 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a maior concentração 

de transcritos de IGFBP4 em células do cumulus de folículos ≥ 8,1 mm valida os resultados 

do microarranjo. Entretanto, a expressão de IGFBP4 nos folículos de 6-8 mm não diferiu da 

expressão nos folículos menores ou incompetentes. Portanto, essas diferenças na expressão 

gênica podem estar relacionadas ao tamanho do folículo e não com a competência do ovócito, 

uma vez que já foi demonstrado que os folículos > 6 mm apresentaram competência de 

desenvolvimento semelhante aos ≥ 8,1 mm (Caixeta et al., 2009).  

A expressão dos genes FGF11 e SRPY1 não apresentou diferença em células 

do cumulus bovina de acordo com o tamanho do folículo. Entretanto, era esperado que as 

expressões desses genes validassem os resultados do microarranjo, visto que o fold change 

(Tabelas 2.2 e 2.3, Capítulo 2) de ambos identificados no microarranjo foram superiores em 

relação aos dos demais genes avaliados. Os resultados de microarranjos são influenciados por 

uma variedade de fatores, como extração do RNA, marcação da sonda, condições de 

hibridação e análise de imagens. De acordo com Dallas e colaboradores (2005) geralmente 

existe uma grande correlação entre o dados de microarranjo e qPCR e que os dados 

discordantes indicam que uma validação independente continua sendo uma importante 

consideração.  
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Os FGFs alteram a função ovariana, pelo menos em parte pela inibição da 

secreção dos hormônios esteróides e afetam a sobrevivência das células da granulosa (Jiang et 

al., 2010), entretanto, os mecanismos de ação do FGF nas células do folículo ovariano ainda 

não estão bem caracterizados. O SPRY1 faz parte de uma família de quarto genes (SPRY1-4) 

que são induzidos pela sinalização de FGF e serve como um regulador de feedback negativo 

de FGF (Faedo et al., 2010;  Jiang et al., 2010). Estudos demonstraram que a baixa expressão 

de SPRY1 endógeno aumenta os processos relativos à angiogênese em células endoteliais e o 

silenciamento deste gene em camundongos aumenta notavelmente a proliferação celular 

(Sabatel et al., 2010). Estudos em bovinos, demonstraram que o FGF2 aumentou a 

abundância de RNAm dos genes SPRY1, 2 e 4 nas células da granulosa (Jiang et al., 2010). 

Apesar de não terem sido detectadas diferenças na expressão dos genes FGF11 

e SRPY1 é evidente a expressão dos transcritos desses genes nas células do cumulus nos 

grupos de folículos avaliados. De acordo com a bibliografia consultada, até o momento, não 

se tem conhecimento da descrição de transcritos de FGF11 em células do cumulus de 

bovinos.  

Portanto, a identificação de marcadores moleculares para a qualidade do 

ovócito em células do cumulus é uma importante ferramenta, especialmente porque permite 

predizer a qualidade do ovócito para se desenvolver em um embrião saudável sem danificar o 

ovócito, o qual poderá ser ainda utilizado nas tecnologias de produção in vitro de embriões 

tanto para humanos quanto para os animais domésticos.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, foi confirmada a expressão diferencial dos genes COL18A1, 

GPC4 e IGFBP4 expressos em células do cumulus bovinas oriundas de folículos de diferentes 

tamanhos. Entretanto, o GPC4 é o gene que melhor reflete a qualidade do ovócito e seu grau 

de competência. Este gene pode representar um biomarcador não-invasivo para a competência 

de desenvolvimento do ovócito e ser utilizado rotineiramente nos procedimentos das TRAs. 

Todavia, o conhecimento do exato papel desse gene no controle do desenvolvimento potencial 

de ovócitos necessita de investigação adicional. 
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CAPÍTULO 4  
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1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A otimização das biotécnicas de reprodução, tais como a produção in vitro de 

embriões, depende de muitos fatores, dentre eles, a seleção de ovócitos de qualidade. Muitos 

estudos têm sido conduzidos em ovócitos para se estabelecer parâmetros eficientes para a 

identificação dos mais competentes para o desenvolvimento. As células do cumulus que 

envolvem o ovócito, e que são metabolicamente ligadas a eles por comunicações 

intercelulares, têm papel fundamental no crescimento e maturação ovocitária. Essas células, 

portanto, podem ser indicadores diretos do status fisiológico dos ovócitos e, por serem 

facilmente obtidas sem inviabilizar a posterior utilização do ovócito, têm sido alvo na busca 

de marcadores para a qualidade do ovócito. 

O uso da análise de microarranjo permite o estabelecimento de um painel de 

expressão dos genes e representa um arsenal valioso de informações biológicas a ser 

intensivamente explorado. Essa técnica foi utilizada no presente estudo na tentativa de 

identificar genes diferencialmente expressos em células do cumulus bovinas que 

representassem ovócitos com diferentes graus de competência. Vários genes foram 

identificados e muitos deles possivelmente constituem-se como potenciais marcadores da 

competência do ovócito e a sua validação é um passo crucial para a confirmação dos mesmos 

como verdadeiros biomarcadores. A partir dos resultados pode-se confirmar que a viabilidade 

do ovócito é dependente de um fino balanço de múltiplas vias e vários tipos celulares que 

compõem o folículo. Entretanto, é importante ressaltar que as vias moleculares nas quais esses 

genes estão envolvidos são ainda muito pouco conhecidas e mais estudos são necessários para 

um melhor entendimento das suas respectivas funções e facilitar a capacidade de predizer o 

desenvolvimento potencial dos ovócitos. 

De posse das informações obtidas nesse estudo, seria importante o 

estabelecimento de uma lista de marcadores moleculares em células do cumulus para a 
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seleção de ovócitos competentes que pudessem realmente ser utilizados nas rotinas de 

produção in vitro de embriões, visto a existência das várias facilidades tecnológicas 

atualmente disponíveis nos laboratórios para a rápida quantificação da expressão gênica. 

Apesar de um pequeno número de genes terem sido utilizados para validação do resultado do 

microarranjo, foi possível identificar pelo menos um gene que está claramente relacionado e 

que tem grande potencial para ser utilizado como marcador para competência. A identificação 

de marcadores moleculares não-invasivos para a competência do ovócito pode contribuir para 

uma melhor seleção de ovócitos competentes para aplicação nas rotinas de FIV, ICSI e 

clonagem e proporcionam ferramentas importantes para os estudos que visam melhorar a 

eficiência dessas técnicas. 

Além disso, os transcritos de alguns dos genes investigados neste estudo 

(ARHGAP22 e FGF11) foram pela primeira vez descritos em células do cumulus de bovinos 

de diferentes tamanhos de folículos. Essas informações moleculares são essenciais para 

auxiliar na elucidação dos eventos que regem a complexa interação células do cumulus e 

ovócito e que estão envolvidos na aquisição da competência. De acordo com esta perspectiva, 

este estudo representa uma contribuição diante da quantidade de informação disponível que 

foi gerada. Todavia, significa um avanço para a continuidade dos estudos conduzidos nesse 

laboratório, de modo a aprofundar as investigações sobre os eventos que conferem a 

competência ovocitária. 
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1 ANEXO A – RELAÇÃO DE GENES 
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Tabela 2.A.1 - Relação de genes diferencialmente expressos em células do cumulus bovinas 
provenientes de folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com a 
classificação funcional IPA (Ingenuity Pathways Analysis). 
 
 

EPO, ID2, LGALS3, AATF, DDIT3, HSPA1A, PTN, PTHLH, TPD52L1, 
PROX1, BCL6, CHEK1, VEGFA, BCAT1, RASSF1, TOP2A, FOSL2, 
KIT, ERRFI1, CDKN1C, MXI1, DPP4, IL4R, PLAGL1, H19, UHRF1, 
ANGPTL2, IRF9, CKAP2, RPRM, CEBPB, IER3, KLF4, INHBA, TOB2, 
GHR, SMC2, BHLHE40, CEBPD, CDKN1A, FBXO5, LEF1, PTGS2, 
A2M, TRIM25 
 

Ciclo celular 
 

TFR2, TYRO3, IKZF3, VEGFA, BNIP3, BCAT1, LTF, MT2A, FBLN1, 
OSMR, SERPINE1, TNFRSF21, SFRP4, IL4R, SLC2A1, NDRG1, ITGA6, 
GRK5, IER3, MAFF, CD72, BHLHE40, THBS2, CTSB, ALCAM, MEST, 
TNFAIP6, ENC1, ANG, EPO, CD99, ZFP36, AATF, DDIT3, WWTR1, 
SEMA6A, PTN, PROX1, GPC4, EIF4EBP1, CHEK1, TRIB1, RASSF1, 
F2RL1, PLIN2, HOXA5, IFITM1, FABP4, COL18A1, TNFRSF6B, 
PLAGL1, RGS2, SERPINF1, CDCA7, DLC1, F3, ISG15, MRAP, 
RASGRP1, CDKN1A, FGF11, PTGS2, TRIM25, WFDC1, PER1, 
LGALS3, HSPA1A, PRSS2, PTHLH, BCL6, TCF7, CA9, IFI30, CYBB, 
PXDN, FOSL2, CDKN1C, MXI1, TSPAN31, PFKFB3, H19, KLF4, BST2, 
INHBA, STC1, TOB2, ANKRD1, CEBPD, FBN1, CD14, LEF1, ACTN4, 
IGFBP4, ID2, SFRP2, FRZB, KLF10, UGCG, TNFRSF12A, COL1A2, 
EPHB6, CYP19A1, TIMP1, EGLN3, KIT, ERRFI1, DNAJB1, PIK3IP1, 
ARHGAP22, DPP4, SLC9A3R1, UHRF1, SPRY1, ERO1L, MX1, CEBPB, 
HOPX, CXCL16, GHR, NT5E, CRABP2, EDNRA, A2M, TOX, ISG20 
 

Crescimento celular e 
proliferação 

RGS1, HSPA1A, ASS1, C1QA, BCL6, PLA2G7, TCF7, VEGFA, LTF, 
IFI30, CYBB, OSMR, SERPINE1, IL4R, NDRG1, IRF9, IER3, INHBA, 
ANKRD1, PRSS23, CXCR7, CEBPD, THBS2, CD14, ALCAM, TNFAIP6, 
COL3A1, EPO, ZFP36, TNFRSF12A, EIF4EBP1, VNN1, F2RL1, 
CYP19A1, KIT, FABP4, IFI6, TNFRSF6B, DPP4, RGS2, SERPINF1, 
MX1, CEBPB, S100A12, F3, ISG15, CXCL16, NT5E, CDKN1A, EDNRA, 
NMI, PTGS2, A2M 
 

Ovulação e inflamação 
 

PPP1R3B, PPP1R3C, CTSB, PYGL, TNFAIP6, PLA2G7, ACSS1, ACSS2, 
ACAT2A, CYP2, ALDH2, ALDH1B, ALDH3A, ALDH7A1, AKR1B1, 
ALDH9A, DLAT, DLD, GRHPR, GLO1, LDHA, LDHB, LDHC, LDHD, 
HAGH, HAGHL, MDH1, MDH2 ME1, ME2, ME3, PDHB, PDHA1, PC, 
PCK1, PKLR 
 

 
Metabolismo de energia 

 

BCAT1, DPP4, GHR, ASS1, CPA1, PHGDH, EDNRA, SLC1A1, MAT2A, 
GATM, ALAS2, ABP1, ARG1, AKR1B10, ARG2, ASS1, ASL, AMT, 
ALAS1, ALDH4A1, CHKA, BHMT, CHKB, CKB, CKMT2, CKM, DLD, 
DMGDH, CPS1, GATM, GNMT, GLUD1, GLDC, GARS, GCAT , GOT1, 
GOT2, LAP3, HSD3B7, SARS, MAOA, MAOB, NOS3, OAT, OTC, 
PEMT, PYCRL, PISD, PYCR1, PYCR2, SARS2 ,RDH12, TARS2, 
SHMT2, PIPOX, P4HA3, PSPH, RDH11, RARS, SDS, PRODH, P4HA1, 
P4HA2, SARDH, TARS  
 

Metabolismo de aminoácido 
 

RGS1, PER1, CD99, LGALS3, AATF, HSPA1A, TYRO3, PTHLH, PRSS2, 
C1QA, TNFRSF12A, VEGFA, EPHB6, RASSF1, VNN1, F2RL1, LTF, 
TIMP1, KIT, COL18A1, SERPINE1, TNFRSF6B, DPP4, IL4R, SORL1, 
SERPINF1, ITGA6, F3, INHBA, CXCL16, RND3, RASGRP1, CD72, 
THBS2, CDKN1A, CDH8, ALCAM, CD14, ACTN4, TNFAIP6, DSG2, 
A2M, PVRL2 
 

Sinalização Celular 
 

EPO, IGFBP4, LGALS3, DDIT3, HSPA1A, TFR2, PTHLH, PTN, Reparo de DNA 
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MCM3AP, TPD52L1, CHEK1, VEGFA, BNIP3, RASSF1, TOP2A, 
ERRFI1, CDKN1C, PIK3IP1, UHRF1, INHBA, GHR, CDKN1A, THBS2, 
EDNRA, PTGS2, ANG, A2M, ISG20 
 

 

HMGCR, JAG2, BMP15, CSNK2A2, DDX25, GDF9, PICK1, 
SPA17, SPAG6, TOB2, TSSK3, BMPR1B, PRM2, PRM1, USP9X, 
CEP57, HSPA2, HSF2BP, DUSP13, DAZAP1, CHEK1, DEAF1, 
PNMA1, XRN2, TESK2, TESK1, SPAG4, SYCP3, TCFL5 BAX, 
RACGAP1, AXIN1, MEA1, INSL3, PRKAG1, PARN, DYNLL1, 
SERPINA5, FSHR, PROK2, RUVBL1, FSHB, DNAH9, HOXA10 
 

Meiose 
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ANEXO B – VIAS METABÓLICAS 
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Figura 2.B.9 - Via metabólica 3 (VM 3) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis).  Os genes mais expressos (vermelho) são: PDK4, FOSL2, SLC16A3, NDRG1, 
TMIGD1, TUFT1, TAGLN, CYP11A1, PPP1R3C, PPP1R3B, CDKN1C, PROX1, NDRG1. 
Os genes menos expressos (verde) são: ASS1 e NUDT11. A expressão de vários desses genes 
está envolvida com o ciclo celular (CDKN1C), ovulação e inflamação (ASS1, NDRG1) e 
metabolismo de energia (PPP1R3C, PPP1R3B) nas células do cumulus bovinas, funções 
possivelmente relacionadas à competência ovocitária. 
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Figura 2.B.10 - Via metabólica 4 (VM 4) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: TRF2, APOD, EGLN3, SLC2A3, 
SCL2A1, GHR, EPHB6, IGFBP4 e ARHGAP18. Os genes menos expressos (verde) são: 
JAKMP1, MUC13, SDPR, HSPA1A, HIST3H2A e ABAT, ACSS1. A expressão aumentada 
de IGFBP4 nas células do cumulus bovinas de folículos ≥ 8,1 mm está relacionada com o 
crescimento e proliferação celular e reparo de DNA. 
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Figura 2.B.11 - Via metabólica 5 (VM 5) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: MYLIP, CPNE8, STK38L, PTHLH, 
CRABP2, STC1, SYNE1, BNIP3, TIMP1, FGF11. Os genes menos expressos (verde) são: 
PCDH19, HOXA5 e PXDN. A expressão aumentada dos genes PTHLH e TIMP1 nas células 
do cumulus bovinas de folículos ≥ 8,1 mm está envolvida com a sinalização celular e 
organogênese. Do mesmo modo, a expressão de FGF11 nessas células está relacionada ao 
crescimento e proliferação celular. 
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Figura 2.B.12 - Via metabólica 6 (VM 6) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: PFKP, TIPARP, INPP1, CYP11A1, 
CYP19A1 e CDH8. Os genes menos expressos (verde) são: MEST, HOPX, CKAP2 e 
COL18A1. A função do gene COL18A1 nas células do cumulus bovinas de folículos ≥ 8,1 
mm está relacionada com o crescimento e proliferação celular e sinalização celular. 
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Figura 2.B.13 - Via metabólica 7 (VM 7) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: SPRY1, MXI1, SLC39A8, HIVEP2, 
SLC2A1, PCOLCE, EIF4EBP1 e SRXN1. Os genes menos expressos (verde) são: DSG2, 
CTSB e RGS2. A expressão do gene SPRY1 em células do cumulus bovinas de folículos ≥ 
8,1 mm está relacionado com a função de crescimento e proliferação celular. 
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Figura 2.B.14 - Via metabólica 8 (VM 8) gerada a partir de genes mais (≥2,5 fold change) 
e menos (≤2,5 fold change) expressos em células do cumulus bovina provenientes de 
folículos ≥ 8,1 mm comparados aos de 1-3 mm, de acordo com IPA (Ingenuity Pathways 

Analysis). Os genes mais expressos (vermelho) são: IGS15, IFITM1, IRF9, IFI30, BNIP3, 
MXI1, IFI6, OAS1, LRP6, SERPINE1 e SLC2A3. O único gene menos expresso (verde) 
identificado é o ZFAND2A. Os genes IFITM1, IRF9 e OAS1 apresentaram expressão 
aumentada em células do cumulus bovinas de folículos ≥ 8,1 mm e está envolvida com a via 
de sinalização de interferon em resposta à inflamação. 
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