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RESUMO.- Objetivou-se avaliar a expressão do mRNA para 
o gene do fator de crescimento IGF-2 em oócitos e células 
do cumulus de ovelhas em diferentes estágios do desen-

volvimento folicular. Os folículos classificados morfolo-
gicamente como antrais (terciários e pré-ovulatórios) fo-
ram aspirados manualmente para obtenção dos oócitos e 
células do cumulus. Os folículos pré-antrais (secundários) 
foram extraídos do córtex ovariano, por microdissecção, 
e os oócitos retirados. Nos dois grupos, os oócitos foram 
desnudados e agrupados em “pools” de dez células cada 
(Grupo A, n=10; Grupo B, n=10) e dez amostras com gru-
pos de células do cumulus (Grupo A1, n=10, B1, n=10). 
O mRNA foi extraído e convertido em cDNA utilizando a 
técnica da RT-PCR, utilizando Oligo DT randômico para o 
mRNA. A análise da expressão confirmou a expressão gêni-
ca para IGF-2 nos grupos de oócitos e células do cumulus. 
Houve um aumento da expressão relativa do mRNA para 
IGF-2 nos grupos de oócitos durante a fase mais tardia do 
desenvolvimento folicular e as diferenças foram considera-
das significantes (p<0,05). Não houve variação significante 
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da expressão de IGF2 entre os grupos de células do cumu-
lus. Conclui-se que o fator de crescimento IGF-2 tem níveis 
mais elevados de expressão em oócitos ovinos, na segunda 
fase do desenvolvimento folicular, mas expressão seme-
lhante em células do cumulus durante as fases estudadas 
do desenvolvimento folicular.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: mRNA paraIGF-2, oócitos, cúmulus, fo-
lículos, PCR, ovócitos, gene, ovelhas, Santa Inês.

INTRODUÇÃO
O processo de crescimento e a maturação folicular são 
controlados por uma perfeita interação entre fatores en-
dócrinos, autócrinos e parácrinos. Diversos estudos têm 
comprovado que os fatores de crescimento, como EGF, 
FGF, IGF, TGF-ß e KL são de grande importância durante 
este processo, os quais podem atuar de diferentes for-
mas sobre todas as fases da foliculogênese. Estes fatores 
de crescimento, que são produzidos pelo oócito, células 
da granulosa e células da teca, frequentemente atuam 
modulando os efeitos de FSH e LH (Van den Hurk & Zhao 
2005).

Os fatores de crescimento semelhantes à insulina, tam-
bém conhecidos como somatomedinas ou IGF (do inglês: 
Insulin-like growth factor) são polipeptídeos com sequên-
cias altamente similares a da insulina. Os IGFs são parte de 
um sistema complexo que as células usam para se comu-
nicar com o seu ambiente fisiológico que consiste em dois 
receptores de superfície (IGFR-1 e IGFR-2), dois ligantes 
(IGF-1 e IGF-2), uma família de seis proteínas de ligação 
de IGF de alta afinidade (IGFBP 1-6), bem como enzimas 
degradantes da IGFBP, referidas coletivamente como pro-
teases (Pierce et al. 2001).

O IGFR-1 funciona como receptor para os dois tipos de 
IGF, enquanto que o IGFR-2 tem maior afinidade para IGF-2 
(Jones & Clemmons 1995). Ambos receptores de IGF estão 
presentes em células da granulosa de folículos primários, 
secundários e antrais (Monget et al. 1989).

Diversas evidências têm mostrado que um sistema for-
mado pelo IGF e IGFBP exerce importantes funções no con-
trole do desenvolvimento folicular e atresia em animais do-
mésticos (Monget et al. 2002, Costa et al. 2014). Na maioria 
das espécies mamíferas, o IGF aumenta a proliferação de 
células da granulosa, a esteroidogênese e o crescimento do 
oócito (Silva et al. 2009).

No tocante ao IGF-2, este é expresso nas células da gra-
nulosa de folículos saudáveis e atrésicos (Zhou et al. 1996). 
Foi demonstrado que IGF-2 aumenta a síntese de DNA em 
células da granulosa após o cultivo in vitro de folículos pré-
-antrais caprinos (Rajarajan et al. 2006). Em ovários ovi-
nos, o IGF-2 é apontado como o principal componente do 
sistema IGF, apresentando grande importância para o cres-
cimento de pequenos folículos antrais nesta espécie (Has-
tie & Haresign 2006).

A foliculogênese pode ser desregulada quando um de-
terminado fator de crescimento está ausente (Eppig 2001). 
Em ovelhas e outros ruminantes, a nutrição influencia dire-
tamente a fertilidade através do fornecimento de nutrien-
tes específicos requeridos para os processos de desenvol-

vimento oocitário, ovulação, fertilização e sobrevivência 
embrionária (Boland et al. 2001).

Dietas não balanceadas fornecidas no período prece-
dente à fecundação influenciam negativamente a qualidade 
do oócito e o desenvolvimento embrionário (Papadopoulos 
et al. 2001, Lozano et al. 2003, Arruda et al. 2013). Em ovi-
nos, Pisani et al. (2008) demonstraram que a disponibilida-
de de nutrientes no período pré-acasalamento pode alterar 
a expressão de genes do oócito envolvidos no sucessivo de-
senvolvimento embrionário. Paralelamente, em outros es-
tudos, foi relatada uma redução na taxa de oócitos clivados 
em ovelhas alimentadas com dietas, contendo baixa ou ele-
vada disponibilidade de energia (Borowczyk et al. 2006).

São ainda desconhecidos os níveis de expressão do 
mRNA para fatores de crescimento em ovelhas criadas ex-
tensivamente sem suplementação alimentar no estado de 
Pernambuco. Diante da importância e escassez desses da-
dos, objetivou-se avaliar a expressão do mRNA para o gene 
IGF-2 em oócitos e células do cumulus de ovelhas em dife-
rentes estágios do desenvolvimento folicular.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram coletados ovários de ovelhas de raças nativas abatidas no 
matadouro municipal de Caruaru/PE e transportados para o La-
boratório de Fisiologia Animal Molecular Aplicada (FAMA)/UFR-
PE, onde foram avaliados o tamanho e o número de folículos.

Os oócitos e células do cumulus foram aspirados manualmen-
te (seringa 10 ml com agulha de 0,7x25) dos folículos classifi-
cados morfologicamente como antrais (terciários e pré-ovulató-
rios, 3,1-6,0mm) e separados em uma lupa com auxílio de pipeta, 
formando amostras com “pools” de dez células cada (Grupo A, 
n=10). As células do cumulus foram desnudadas dos oócitos por 
pipetagem e estes grupos de células foram armazenados sepa-
radamente (Grupo A1, n=10). Já os oócitos provenientes de fo-
lículos classificados como pré-antrais (secundários, 1,0-3,0mm) 
foram extraídos do córtex ovariano, previamente fatiado com 
lâmina, microdissecados com auxílio de estereomicroscópio e 
também separados em “pools” de dez células (Grupo B; n=10). 
As células do cumulus, após os oócitos terem sido desnudados, 
formaram grupos celulares seguindo o mesmo padrão (Grupo 
B2; n=10).

O RNA foi extraído dos ovócitos e das células do cumulus utili-
zando o kit RNeasy® Micro (QIAGEN®) de acordo com o protocolo 
do fabricante.

Para obtenção do DNA complementar total (cDNA) foi utiliza-
do o Kit ImProm-II(TM) Reverse Transcription System (Promega) 
seguindo as recomendações do fabricante. O cDNA foi obtido pela 
técnica de RT-PCR, utilizando Oligo DT randômico.

As amostras de cDNA de células do cumulus foram submeti-
das a avaliação no espectrofotômetro (BioMateTM3 da Thermo®) 
para determinar sua concentração, na diluição 1:250.

Não foi realizada a identificação das concentrações das amos-
tras de oócitos no espectrofotômetro, já que se tem como pressu-
posto que todas as amostras de oócitos apresentavam o mesmo 
número de células, sendo a sua variação relacionada à expressão 
de mRNA (Caixeta et al. 2009). Não foi possível utilizar este mes-
mo procedimento com as células do cumulus já que foi inviável a 
contagem de células por amostra. Neste caso, foi necessário medir 
a concentração de cDNA e utilizar sempre a mesma quantidade de 
cDNA na amplificação.

Para a reação em cadeia da polimerase (PCR), as amostras 
foram amplificadas utilizando os primers do gene IGF-2 (Caixeta 
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et al. 2009) e do controle endógeno (gene de referência) GAPDH 
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (Quadro 1).

Para cada amostra, a PCR foi realizada em um volume final de 
25mL com 2,5mL de 10X PCR, l,75mL de MgCl2 (50 mM), 0,5mL de 
cada primer (10pmol), 2,5mL de dNTP (2mM), 15mL de água ultra-
-pura, 0,8 U Taq DNA polimerase, 100 ng de DNA.

Os fragmentos foram amplificados empregando-se 35 ciclos 
a 94oC por 30 segundos, 53,7oC por 40 segundos, e 70oC por 30 
segundos, seguidos por 72oC por 4 min. O DNA amplificado foi 
analisado em gel de agarose (1,5%), com marcador de peso mo-
lecular DNA-Ladder 50 bp, corado com Blue Green Loading Dye 
(LGC Biotecnologia), visualizado em luz ultravioleta e fotografado 
para constatar sua amplificação).

As reações de qPCR foram realizadas utilizando o equipamen-
to termociclador Real Time (Rotor-Gene Q da Qiagen®) e kit de 
amplificação Qiagen - QuantifastTM SYBR Green PCR Handbook.

Em cada reação foram utilizados 1,5mL do cDNA (75ng), 7,5mL 
do Qiagen - QuantifastTM SYBR Green PCR Handbook, 0,5mL de 
primer sense e anti-sense (10pM) e 5mL de H2O, totalizando um 
volume final de 15mL. Os seguintes ciclos foram empregados: tem-
peratura inicial de 95°C por 5 min (ativação da enzima), 40 ciclos 
de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 30 segundos. As condições 
do Melting foram: temperatura inicial: 95 a 65°C, com incremento 
de 0,5°C/5 segundos.

Os valores de CT foram transformados pelo método delta-del-
ta-CT e normalizados pela expressão relativa de mRNA, usando o 
GAPDH como controle endógeno da expressão.

O efeito do tamanho dos folículos e consequente fase do de-
senvolvimento folicular sobre a expressão de IGF-2 foi compara-
do por análise de variância (ANOVA) e as diferenças entre médias 
foram avaliadas pelo teste de Tukey, sendo as diferenças signifi-
cantes quando p<0,05. Toda a análise estatística foi realizada uti-
lizando o programa SAS (version 9.2; SAS Institute, Cary, NC, USA).

RESULTADOS
Como resultado da amplificação, foram obtidos fragmentos 
em torno de 323bp com o primer IGF-2. A análise da ex-
pressão na qPCR confirmou a expressão gênica para IGF-2 

Quadro 1. Sequência do primer, tamanho, homologia e código de acesso dos genes IGF-2 e GAPDH

 Gene Sequência do primer Tamanho (bp) Homologia GenBank

 IGF-2 F: 5’CTTCAGCCGACCATCCAGCCGCATAAAC3’
  R: 5’TCAGCGGACGGTGACTCTTGGCCTCTCT3’ 323 97% X53554.1
 GAPDH F: 5’GAAATCCCATCACCATCTTCCAGG3’
  R: 5’GAGCCCCAGCCTTCTCCATG3’ 153 100% AF030943

Fig.1. qPCR: (A) Melting e (B) curva de amplificação para o gene IGF-2.

Fig.2. qPCR: (A) Melting e (B) curva de amplificação para o gene 
GAPDH.

Fig.3. Dados da média±erro padrão (SEM) dos níveis de expressão 
do mRNA de IGF-2 determinados por PCR real time em oócitos 
ovinos provenientes de folículos em diferentes tamanhos (0,1-
3,0 e 3,1-6,0mm) e respectivos estágios (pré-antrais e antrais) 
do desenvolvimento folicular. Os dados foram normalizados 
com o gene do controle endócrino GAPDH e os resultados re-
lativos expressos usando o método ∆∆CT. (p<0,05)
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(Fig.1) nos grupos de oócitos e células do cumulus, utilizan-
do o GAPDH (Fig.2) como gene de referência.
Houve um aumento da expressão relativa do mRNA para 
IGF-2 nos grupos de oócitos durante a fase mais tardia do 
desenvolvimento folicular e as diferenças foram considera-
das significantes (p<0,05) (Fig.3).

Não houve variação significante da expressão de IGF2 
entre os grupos de células do cumulus (Fig.4).

DISCUSSÃO
Em oócitos e células do cumulus, o IGF-2 é expresso no 
início do período de desenvolvimento e continua sendo ex-
presso ao longo do estágio antral avançado, sugerindo que 
este gene é requerido para o desenvolvimento de folículos 
pré-ovulatórios de ovelhas, concordando com os resulta-
dos de Monget et al. (2002).

Muitos dados conflitantes têm sido relatados para o 
sistema IGF. Transcrições de IGF-2 foram detectadas em 
células da teca, células do cumulus e os oócitos (Yuan et 
al. 1996, Yaseen et al. 2001, Nuttinck et al. 2004, Hastie & 
Haresign 2006, Caixeta et al. 2009). Os resultados obtidos 
para a expressão do mRNA de IGF-2 em células do cumulus 
são semelhantes aos obtidos em bovinos por Caixeta et al. 
(2009), não havendo variação significante ao decorrer dos 
estágios foliculares (p>0,05). Estes pesquisadores detec-
taram transcrição de IGF-2 em células do cumulus de bo-
vinos, no entanto, não associaram os níveis de IGF-2 a um 
potencial de desenvolvimento folicular.

Em ovários ovinos, o IGF-2 é apontado como o principal 
componente do sistema IGF, apresentando grande impor-
tância para o crescimento de pequenos folículos antrais 
nesta espécie (Hastie & Haresign 2006), o que pode expli-
car o aumento significante (p<0,05) dos níveis de IGF-2 nos 
oócitos de folículos maiores que 3,1mm (Grupo A) em rela-
ção ao grupo de folículos pré-antrais (Grupo B).

Porém, os resultados obtidos em células da teca por 
Perks et al. (1995) e Monget et al. (1996) em ovinos, e Ar-
mstrong et al. (1998) em bovinos, demonstraram expres-
sões maiores para mRNA de IGF-2 em folículos no início do 
desenvolvimento, utilizando hibridização in situ.

Mais tarde, em estudos realizados em bovinos (Yuan et 
al. 1998) e equinos (Watson et al. 2004), pesquisadores ob-
tiveram maiores níveis de expressão do mRNA para IGF-2 
nas células da teca em folículos antrais. Os resultados ob-
tidos neste estudo corroboram com esses resultados mais 
recentes e indicam que o aumento da expressão de IGF-2, 
em folículos pré-ovulatórios, pode aumentar a biodisponi-
bilidade do sistema IGF no meio intrafolicular em compara-
ção com os folículos anovulatórios, e assim contribuir para 
o aumento da esteroidogênese e subsequente ovulação 
desses folículos.

Segundo Silva et al. (2009), o sistema IGF tem ação dire-
ta no crescimento dos oócitos e na proliferação das células 
da granulosa em folículos antrais. Esta ação do IGF nas cé-
lulas da teca (Watson et al. 2004), granulosa e nos oócitos 
(Silva et al. 2009) pode estar diretamente relacionada com 
os resultados obtidos neste trabalho que confirmaram uma 
maior expressão de IGF-2 em oócitos extraídos de folículos 
maiores que 3,1mm, indicando uma relação direta entre 
estes tipos celulares no controle sob os fatores de cresci-
mento e, consequentemente, no desenvolvimento folicular.

CONCLUSÃO
Conclui-se que o fator de crescimento IGF-2 tem níveis mais 
elevados de expressão, em oócitos ovinos, na segunda fase 
do desenvolvimento folicular, mas expressão semelhante 
em células do cumulus durante as fases estudadas. Mais 
estudos envolvendo a relação dos demais fatores de cresci-
mento e o desenvolvimento folicular de ovelhas nativas são 
necessários para avaliar a relação desta função reprodutiva 
com as características genéticas das ovelhas nativas deste 
Estado.
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