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Mogollón García, H.D. Trasncriptôma das células da granulosa durante o desen‑
volvimento folicular em bovinos. Botucatu 2021. 39p. Defesa de Tese Faculdade
de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO
Os mecanismos pelos quais ocorrem o desenvolvimento folicular e o estabelecimento
da dominância ainda são apenas parcialmente compreendidos, constituindo‐se como
peças‐chave para o completo entendimento não apenas da ϐisiologia reprodutiva,
como também das patologias. O objetivo do estudo foi descrever, holisticamente,
a expressão diferencial de genes nos estágios foliculares de pré‐desvio, desvio, pós‐
desvio e pré‐ovulatorio. Um total de 1805 genes foram diferencialmente expressos
(DEGs). Desses DEGs, cento e cinco apresentaram intersecção nos diferentes estágios
foliculares. A análise em conjunto da ontologia gênica (GO), enriquecimento em con‐
junto de genes (GSEA) e a interação de proteína‐proteína (IPP), mostrou que os DEGs
se associaram a respostas esteroidogênicas, proliferação celular e processos vascu‐
lares no folículo durante o estágio de desvio. No folículo pós‐desvio e pré‐ovulatorio,
esses processos mantiveram estreita relação com a resposta inϐlamatória; fenômeno
que foi liderado, principalmente, por DEGs da família quinase. Moléculas como Fig‐α,
kit‐ligante, FGFs e seus receptores, GDF‐9 e BMP‐15, IGFs, ativina, EGF, KGF, peptídeo
intestinal vasoativo e angiotensina‐II foram identiϐicadas em vários estudos prévios
e são relacionadas a numerosas atividades no contexto da dinâmica ovariana como
a esteroidogênese, o crescimento e apoptose celular e a angiogênese. O nosso es‐
tudo complementou esses achados e mostrou a importância de DEGs que ainda não
tinham sido descritos. Dentre esses DEGs, destacam‐se a ADM, NPR1, NPR3, CSF1R,
RAGE. Em conclusão, os nossos resultados evidenciaram que a expressão do gene
ADM, NPR1 e 3 é diferente entre o folículo desvio um e dois, regulando a vasculariza‐
ção e processos de desenvolvimento. Adicionalmente, a resposta inϐlamatória entre
o folículo pós‐desvio e o folículo pré‐ovulatorio foi caracterizada pela expressão de
genes agrupados no termo ontológico de RAGE e família das quinases, respectiva‐
mente.
Palavras chave: Vacas; foliculogênese; expressão gênica; ovário



Mogollón García, H.D. Transcriptomic analysis of bovine granulosa cells during
follicular development. Botucatu 2021. 39p. Botucatu 2021. Defesa de Tese Facul‐
dade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Esta‐
dual Paulista.

ABSTRACT
The mechanisms by which follicular development and the establishment of domi‐
nance occur are still partially understood, constituting key elements for a complete
understanding not only of reproductive physiology but also of pathologies. The aim
of the study was to describe, holistically, the differential expression of genes in the
pre‐deviation, deviation, post‐deviation, and pre‐ovulatory follicular stages. A total
of 1805 genes were differentially expressed (DEGs). One hundred and ϐive DEGs pre‐
sented intersections in the different follicular stages. Together, gene ontology (GO),
pooled gene enrichment (GSEA) and protein‐protein interaction (IPP) showed that
DEGs were associated with steroidogenic responses, cell proliferation, and vascular
processes in the follicle during the deviation. In the post‐deviation and pre‐ovulatory
follicles, these processes were closely related to the inϐlammatory response; a phe‐
nomenon that was led mainly by DEGs of the kinase family. Molecules such as Fig‐
α, kit ligand, FGFs, and their receptors, GDF‐9 and BMP‐15, IGFs, activin, EGF, KGF,
vasoactive intestinal peptide, and angiotensin‐II were identiϐied in several previous
studies and are related to numerous activities in the context of ovarian dynamics,
notably steroidogenesis, follicle growth and apoptosis, and angiogenesis. Our study
complemented these ϐindings and showed the importance of DEGs that had not yet
been described. Among these DEGs, were relevant ADM, NPR1, NPR3 and CSF1R. In
conclusion, our results showed that the expression of the gene ADM, NPR1, and 3 is
different between follicle deviation one and two, regulating vascularization and de‐
velopmental processes. Additionally, the inϐlammatory response between the post‐
deviation follicle and the pre‐ovulatory follicle was characterized by the expression
of genes grouped in the ontological term of RAGE and kinase family, respectively.
Palavras chave: cows; folliculogenesis; gene expression; ovary
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1 Introdução e justiϐicativa

De forma muito particular, o consumo de leite e derivados fornece inúmeros fato‐
res protetores à saúde humana, servindo, por exemplo, como fonte abundante de cál‐
cio, de micro‐organismos benéϐicos à microbiota do trato gastrointestinal, ou mesmo
servindo de base para produtos não‐alimentícios, tais como hidratantes corporais
(PEREIRA, 2014). Vale lembrar que, mesmo entre as pessoas que se declaram vege‐
tarianas, há subgrupos adeptos ao consumo de leite e/ou produtos lácteos, (KESS‐
LER et al., 2016), como os ovolactovegetarianos e os estritamente lactovegetarianos,
o que evidencia a elevada demanda deste produto.

Por essa perspectiva, ϐica claro que ainda há muito espaço para o desenvolvi‐
mento do segmento leiteiro, e é nesse nicho que a ciência deve se envolver. Queixas
frequentes como altas taxas de vacas subprodutivas e falta de persistência na lac‐
tação estão intimamente atreladas à baixa eϐiciência reprodutiva. Dessa maneira, as
biotecnologias da reprodução são capazes de introduzir inúmeros ganhos, tais como:
melhoramento genético, padronização do rebanho, melhor manejo zootécnico, e oti‐
mização da aplicação de gametas masculinos e femininos (CUNNINGHAM, 1999).

As biotecnologias reprodutivas, indispensáveis aliadas dos diversos setores da
pecuária mundial, estão em constante processo de atualização e aprimoramento, no
intuito de acompanhar as novas exigências da sociedade global contemporânea e o
desenvolvimento de recentes técnicas de pesquisa, fortemente impulsionadas pelos
avanços da ciência computacional e da biologia molecular. Portanto, existe ainda
muito a se descobrir: moléculas a serem reveladas, mecanismos a serem esclareci‐
dos e todas as suas implicações.

Dentre os eixos da pesquisa reprodutiva moderna, um dos que mais despertam
interesse cientíϐico é o que aborda a dinâmica ovariana. Existe conhecimento já muito
bem sedimentado acerca do desenvolvimento folicular sob a perspectiva endócrina:
os efeitos do eixo hipotalâmico‐hipoϐisário‐gonadal (PRICE; WEBB, 1988) se encon‐
tram amplamente discutidos na literatura, focando‐se em interações hormonais, me‐
canismos de retroalimentação, e suas consequências para os ciclos estral e menstrual
das mais diversas espécies.

Em relação especíϐica aos bovinos, que são poliéstricos anuais, Fortune et al.,
(1988) evidenciaram a presença de ondas promotoras do crescimento folicular em
resposta a estímulos hormonais do eixo supracitado, de tal modo que foi demons‐
trado (ADAMS et al., 1992) que é fundamental o aumento sérico do hormônio hi‐
poϐisário folículo‐estimulante (FSH) para que ocorra a emergência de uma onda de
crescimento folicular, quando os próprios folículos, através da síntese de estróge‐
nos (principalmente, 17ß‐estradiol) pelas células de sua camada granulosa, inibem
a liberação hipoϐisária de FSH, de tal modo que apenas um folículo (na maioria dos
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casos) progride em desenvolvimento, sendo considerado dominante, enquanto os
demais se tornam atrésicos. Tal evento foi descrito como divergência folicular (tam‐
bém conhecida como desvio) (GINTHER et al., 1996, 1999).

Apesar do conhecimento acumulado relacionado aos fatores endócrinos que con‐
trolam o desenvolvimento folicular ovariano, os mecanismos moleculares que regu‐
lam a seleção de um folículo e o estabelecimento da dominância, a cada onda folicular,
permanece, em grande parte, desconhecido. Como consequência, as pesquisas vem
se voltando, cada vez mais, às técnicas de biologia molecular e à bioinformática para
investigar a organização e o funcionamento genômico detalhado das células folicula‐
res (ZIELAK‐STECIWKO; EVANS, 2016).

O destino dos folículos se subordina ao controle de fatores endócrinos, mas seus
efeitos são também inϐluenciados por outros fatores intraovarianos, que agem no in‐
terior da célula ou por mecanismos parácrinos e/ou autócrinos. Neste sentido, o iní‐
cio e a regulação do estádio de desenvolvimento pré‐antral são predominantemente
conduzidos por fatores de crescimento locais (AERTS; BOLS, 2010; MAGALHÃES et
al., 2012).

Diversas moléculas estão envolvidas na determinação da dominância folicular,
dentre as quais se encontram os receptores de hormônio luteinizante (LH), propostos
por Beg et al., (2001), além de numerosos fatores autócrinos e parácrinos do próprio
ovário (MIHM et al., 2008). Adicionalmente, angiotensina II (FERREIRA et al., 2011),
fatores de crescimento ϐibroblásticos (FGFs) (BURATINI et al., 2007), fator de cres‐
cimento semelhante a insulina (IGF1) e proteína de ligação ao fator de crescimento
semelhante à insulina (IGFBP) vêm sendo apontados como alguns dos principais en‐
volvidos na expressão de genes encarregados de variadas atividades regulatórias,
como proliferação, diferenciação, e atresia folicular (PORTELA et al., 2010), que são
essenciais à esteroidogênese e à proteção contra apoptose.

Muitos estudos vêm sendo conduzidos, em inúmeras espécies, em busca de mar‐
cadores gênicos, protéicos, e metabolômicos que permitam uma compreensão mais
integrada da ϐisiologia e da patogênese das afecções que acometem o trato reprodu‐
tivo feminino (LABRECQUE; SIRARD, 2014; UPADHYAY et al., 2013). Essa abordagem
vem sendo possível graças aos novos conceitos, ao reϐinamento das técnicas de pes‐
quisa e de análises de dados (MAZZONI et al., 2017). Talvez, a ciência que abrange os
conceitos moleculares, estatísticos e computacionais de maior importância é a trans‐
criptômica. Estudos desenvolvidos na última década que utilizaram transcriptômica,
permitiram revelar avanços importantes na área de reprodução animal, especiϐica‐
mente, no desenvolvimento folicular. Esses estudos foram realizados em Iaque (LAN
et al., 2014), ovelhas (CHEN et al., 2015; HERNÁNDEZ‐MONTIEL et al., 2019; PUT‐
TABYATAPPA et al., 2020), cabras (LIU et al., 2020), búfalos (CAPRA et al., 2020),
porcos (YANG et al., 2020), ratos (BIAN et al., 2020) e bovinos (CHRISTENSON et al.,
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2013). Os resultados desses estudos contribuíram na compreensão dos principais
mecanismos relacionados com a expressão gênica conexa com o desenvolvimento
folicular e a atividade ovariana.

No entanto, em bovinos, o número de estudos moleculares, que incluem a análise
dos transcritos nas diversas fases do desenvolvimento folicular ainda é limitado. LI et
al., (2016) estudaram o transcriptoma das células da granulosa de bovinos nas fases
de pré‐desvio e no início do desvio, estudo que excluiu as fases restantes de aquisição
da capacidade ovulatória (12 mm) e pré‐ovulatória. Um outro estudo realizado por
Romereim et al., (2017) envolveu uma abordagem transcriptômica das células lute‐
ais, da granulosa e da teca, sendo que as células da granulosa e da teca foram colhidas
do folículo com capacidade ovulatória e, do mesmo modo, excluiu as fases inicias do
desenvolvimento folicular. Apesar desses estudos utilizarem a transcriptômica e se‐
rem realizados em bovinos, não contemplam uma visão holística dos principais fenô‐
menos moleculares associados às diferentes etapas do desenvolvimento folicular.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi descrever a expressão gênica das
células da granulosa de vacas Holandesas em quatro fases distintas de desenvolvi‐
mento folicular (pré‐desvio, desvio, após a aquisição da capacidade ovulatória e 24
horas após a indução da ovulação com GnRH), empregando‐se a técnica de RNA‐seq.
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2 Revisão de literatura

2.1 Desenvolvimento folicular em bovinos

Em vacas, são observados múltiplos folículos nos estágios iniciais de desenvol‐
vimento até o momento do desvio, quando, um folículo será selecionado e poderá,
se as condições ϐisiológicas permitirem, ovular; durante o tempo em que os folículos
restantes sofrerão atresia (MIHM et al., 2002). O hormônio liberador das gonadotro‐
pinas estimula a secreção do hormônio folículo estimulante (FSH) que, nas células da
granulosa, de folículos deϐinidos como pré antrais, se liga ao receptor de FSH (FSHr)
estimulando o recrutamento de folículos pequenos com tamanhos em média de 3‐4
mm (ADAMS et al., 1992).

O ciclo estral em vacas pode apresentar duas ou três ondas de crescimento folicu‐
lar, mostrando, respectivamente, uma duração média de ∼21 e 22 dias (GINTHER et
al., 1989). A morfologia do folículo sofre alterações estruturais, há proliferação das
células da granulosa, fenômeno que é acompanhado com o alinhamento das células
da teca. Desse modo, essas alterações conϐluem na conversão de folículos primários
em secundários e terciários (AUSTIN et al., 2001). O processo de esteroidogênese é
estimulado, as células da teca produzem andrógenos, que são transformados em es‐
trógenos pelas células da granulosa (BADINGA et al., 1992). A função do estrógeno
produzido é realizar uma retroalimentação negativa do FSH na glândula pituitária.
Dessa forma, o folículo mais desenvolvido, continuará seu crescimento já superando
o momento denominado de desvio (GINTHER, 2016).

Durante o desvio, o folículo mais desenvolvido (dominante) produz inibina, hormô‐
nio que diminui o FSH nos folículos em desenvolvimento denominados como subor‐
dinados (GOOD et al., 1995). Os folículos subordinados entrarão em atresia, processo
que também pode ser observado em folículos dominantes sob exposição a elevadas
concentrações de P4 (AUSTIN et al., 2001). Em contraste, quando o folículo domi‐
nante se desenvolve com concentrações de P4 diminuídas, produto da luteólise, há
uma produção do hormônio luteinizante (LH) que estimulara a ovulação (GINTHER,
2016).

2.2 RNA‑Seq e reprodução

A transcriptômica faz parte das conhecidas ”ômicas”e é deϐinida como ”o conjunto
de moléculas de mRNA geradas por uma célula ou população de células”(MCGETTIGAN,
2013). A transcriptômica foi desenvolvida com o objetivo de diminuir as restrições,
até então encontradas, na técnica de hibridização. Com a chegada da transcriptômica,
tem sido possível mapear e quantiϐicar os mRNAs, mediante o método conhecido
como sequenciamento do RNA (RNA‐seq sigla em inglês). O resultado ϐinal do RNA‐
seq permite obter a expressão dos genes na linhagem celular de interesse (WANG;
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GERSTEIN; SNYDER, 2009).
O primeiro artigo que incluiu o RNA‐seq foi publicado no ano 2006 (BAINBRIDGE

et al., 2006) e foi desenvolvido com a tecnologia Roche 454, entretanto, foi no ϐinal
da década passada que as análises de RNA‐seq evoluíram com a chegada da tecnolo‐
gia de leitura curta concebida pela ϐirma conhecida hoje como Illumina, achado que
possibilitou a quantiϐicação dos transcritos do genoma do rato, acompanhado pela
descrição de genes novos e genes sem anotações existentes na época. Do mesmo
modo, foram identiϐicados promotores adicionais bem como regiões 3’ e exons no‐
vos (MORTAZAVI et al., 2008).

A primeira análise de RNA‐seq na área de reprodução em bovinos, estudou as
mudanças no perϐil transcriptômico de embriões cultivados in vitro, 1,6 milhões de
bases não anotadas em 1.785 novas unidades transcritas foram reveladas (HUANG;
KHATIB, 2010). No mesmo ano e, considerando a linha de produção de embriões, um
outro estudo comparou o transcriptôma de embriões da espécie suína recuperados
no dia 2 e cultivados in vitro com embriões colhidos in vivo no dia 6 após a insemina‐
ção artiϐicial (IA). O gene SLC7A1 apresentou elevada expressão no grupo cultivado
in vitro (BAUER et al., 2010).

Sob outra perspectiva, o RNA‐seq em espermatozoides bovinos criopreservados,
revelou um aumento na expressão dos genes PRM1 e HMGB4, esse estudo constituiu
o primeiro perϐil transcriptômico da espécie (CARD et al., 2013). Adicionalmente, a
implementação do RNA‐seq permitiu a caracterização da contribuição de touros pre‐
viamente classiϐicados com alta e baixa fertilidade com a expressão de alguns genes
nos embriões originários de ambos tipos de sêmen (KROPP et al., 2017). No gara‐
nhão, o primeiro relato do perϐil transcriptômico do espermatozoide, associou a pre‐
sença dos genes com as anotações em processos moleculares de transporte de íons
e sinais de tradução ativadas por quimiotaxia. Além disso, os componentes celulares
de maior importância foram a membrana e as vesículas. O estudo, também sugeriu a
incorporação de novos exons, variantes de splice e outras localizações para os genes
PKM2, CRIPS3, TNP2 e PRM1 (DAS et al., 2013).

2.3 Perϐil transcriptômico durante o desenvolvimento folicular em outras especies

O ovário tem como função principal a produção de oócitos que serão fertiliza‐
dos. A produção de oócitos é precedida pelo desenvolvimento folicular, durante o
qual os folículos sofrem alterações morfológicas, hormonais, moleculares entre ou‐
tras (GINTHER, 2016). Ao ϐinal do desenvolvimento, o folículo é constituído por uma
lâmina basal contornada por células da granulosa e, no centro, é apresentada uma
cavidade de líquido denominada antro (HATZIRODOS et al., 2014a). O oócito tem
comunicação parácrina com as células da granulosa, relação que ao longo do desen‐
volvimento folicular, altera a expressão gênica (ZHANG et al., 2010). Em humanos,



14

empregando‐se microarray, foram gerados os transcriptomas das células da granu‐
losa e células do cumulus derivadas de folículos pré‐ovulatórios; cento e cinquenta
e seis genes diferencialmente expressos mudaram a sua expressão > 8 (fold change)
com ontologia genética associada a funções celulares de resposta inϐlamatória, ma‐
triz extracelular e comunicação inter‐celular. Do mesmo modo, foram identiϐicados
1406 genes com expressão entre 2‐8 (fold change), com proliferação e metabolismo
dos lipídeos como funções celulares destacadas (GRØNDAHL et al., 2012).

O transcriptôma das células da granulosa e da teca foi estudado em éguas du‐
rante o desenvolvimento do folículo pré‐ovulatório utilizando‐se microarray. Nesse
estudo, o folículo foi classiϐicado como: dominante precoce (diâmetro ≥ 22 mm),
dominante tardio (diâmetro ≥ 33 mm) e pré‐ovulatório (34 hr após a administra‐
ção de eCG). Os genes diferencialmente expressos, que aumentaram a expressão no
folículo dominante tardio, foram relacionados com a resposta imune e inϐlamató‐
ria (PTX3, NTS, SPP1, S100A12, OLR1), matriz extracelular e remodelação do tecido
(HAS2, PCOLCE2, PLAT, TNFRSF12A, EFEMP1). Os genes que apresentaram uma ex‐
pressão decrescente nessa mesma fase, foram HSD17B1, CPS1; sendo relacionados
com a esteroidogênese e remoção do excesso de amônio, respectivamente. Adici‐
onalmente, os genes ASPM, TPX2, CDC20, BUB1, BUB1B e TKK que desempenham
um papel regulador na divisão celular, apresentaram uma diminuição na expressão.
Ao mesmo tempo, no folículo pré‐ovulatório, foi observado o aumento na expressão
dos genes SCGB2A1 e SCGB2A2, ortólogos das secretoglobulinas em humanos; PLAU,
FGG, EDN2, PTGS2 e NTS, conexos com o fenômeno da ovulação, BDNF, NELL2, DKK1
e NIM1‐like associados com funções de diferenciação e sobrevivência da célula, AG‐
PAT4 e APOE relacionados com o metabolismo dos lipídeos e, o gene DEFB1, asso‐
ciado à imunidade. Os genes SPC25, TOP2A, UBE2C, HFM1, ASPM, NDC80, KIF11,
CDC20 associados a processos de divisão celular e, os genes HSD17B1 e THSD1, exi‐
biram uma expressão decrescente (DONADEU et al., 2014).

2.4 Perϐil transcriptômico durante o desenvolvimento folicular em bovinos

Em bovinos, a comparação das células da teca com as células da granulosa, bem
como, entre as células da granulosa antrais e as células da granulosa associadas à
membrana basal, antes e 21 hrs após indução do pico de LH, seguido da administra‐
ção exógena de GnRH, revelou a expressão de 11000 genes, dos quais somente 2%
células da teca e 25% células da granulosa mudaram a sua expressão (CHRISTEN‐
SON et al., 2013). O pico de LH regulou a expressão dos mesmos genes nas células da
teca e da granulosa. Além disso, as células da teca mostraram 57 genes únicos e, os
genes CYP17A1 e NR5A1 pertenceram ao grupo de genes com expressão diminuída.
Descoberta importante foi também, o aumento na expressão dos genes PTX3, RND3,
PPP4R4 nas células da teca e da granulosa. Adicionalmente, a comparação células
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da granulosa antrais e as células da granulosa associadas à membrana, demonstrou
similaridade na expressão gênica (CHRISTENSON et al., 2013).

Os principais processos moleculares que acontecem durante o desenvolvimento
folicular e a maturação das células da granulosa foram estudados em bovinos. A com‐
paração foi realizada entre folículos < 5 mm e >10 mm. Os folículos maiores foram
afetados nos processos de sinalização, imunologia e rearranjo celular. As redes de
interação destacadas foram Notch, SLIT/ROBO, PI3K, ITGB5 e ERKs. Igualmente, os
genes com atividade proeminente nos folículos maiores foram STAT e XBP1. Em con‐
trapartida, nos folículos menores, os genes KIT, IHH e MEST, associados a processos
de desenvolvimento, foram os mais destacados; o gene MGEA5, relacionado com ati‐
vidades enzimáticas, foi identiϐicado como upstream (HATZIRODOS et al., 2014a).

A expressão dos genes das células da teca interna, ao comparar folículos de ta‐
manho 9‐12 mm vs 3‐5 mm, revelou a ativação de processos de diferenciação do mi‐
oblasto, ubiquitinação das proteínas, oxido nítrico e fator de transformação do cres‐
cimento β. Adicionalmente, no folículo maior, a diminuição e o aumento respectivo
da expressão dos genes WNT2B e FRZB induziu à supressão da via de sinalização
Wnt, fenômeno possivelmente explicado pela alteração da função e estrutura celular
(HATZIRODOS et al., 2014b).

Nesse contexto, um outro estudo em bovinos, comparou o transcriptôma das cé‐
lulas da granulosa do folículo pré‐desvio (4 mm) vs o início do desvio (> 8.5 mm)
(LI et al., 2016). Os genes com aumento ou diminuição na expressão gênica foram
42 e 43, respectivamente. Os genes com maior mudança na expressão gênica, den‐
tro de cada grupo (upregulated ou downregulated) respectivamente, foram GAPDH,
gene associado à união de NAD e, o gene ACTR1A, relacionado com a motilidade de
vesículas microtubulares. No início do desvio, os genes CYP11A1 e CYP19A1 mos‐
traram aumento na sua expressão, esses genes estão relacionados com a síntese de
hormônios esteroides.

O perϐil transcriptômico das células da granulosa nos folículos atrésicos, também
foi estudado (HATZIRODOS et al., 2014c). As comparações da expressão diferencial
dos genes mostraram que, no folículo atrésico, as funções de morte celular, desenvol‐
vimento do órgão, desenvolvimento do tecido e desenvolvimento embrionário foram
afetadas. Ainda, os processos relacionados com o gene TP53 foram predispostos a
serem ativados. As vias destacadas foram inϐlamatórias/ϐibróticas, fator de transfor‐
mação de crescimento β e fator de necrose tumoral‐α (HATZIRODOS et al., 2014c).
Nas células da teca, o perϐil transcriptômico da maioria dos genes diferencialmente
expressos no folículo atrésico, foi associado com citocinas, hormônios, receptores, ci‐
clo celular e replicação do DNA (HATZIRODOS et al., 2014d). Os genes TP53, IKBKB
e TGFB1 apresentaram aumento na expressão de transcritos. Adicionalmente, como
genes upstream foram identiϐicados Retinoblastoma 1, Fator 1 de transcrição E2 e
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fator de crescimento do hepatócito (HATZIRODOS et al., 2014d).
Em estudo recente de nosso laboratório (FERRAZZA et al., 2017) realizamos a

análise proteômica do ϐluido folicular de bovinos em quatro momentos críticos do
desenvolvimento folicular [fases pré‐desvio (7 mm), desvio (F1= 8,5 mm), de aquisi‐
ção da capacidade ovulatória (12 mm) e pré‐ovulatória (24 hora após GnRH)], esta‐
belecendo uma visão integrada das funções proteicas e suas inter‐relações durante
o desenvolvimento folicular. Foram identiϐicadas 143 proteínas, das quais 22 tive‐
ram expressão diferenciada ao longo do desenvolvimento, tendo os momentos pré‐
desvio, pós‐desvio e pré‐ovulatório apresentado perϐis proteicos distintos. Quando
estudados esses perϐis, importantes vias metabólicas foram identiϐicadas, como as
de sinalização da resposta de fase aguda, do sistema de coagulação, do sistema com‐
plemento, de ativação do receptor hepático/retinoide X, e de biossíntese de óxido
nítrico e espécies reativas de oxigênio. De acordo com o estágio de desenvolvimento
folicular essas vias se alternaram apresentando‐se ativadas ou inibidas. Por exemplo,
a via do sistema de coagulação apresentou‐se suprimida nos momentos pré‐desvio e
de desvio folicular, contudo, foi seletivamente ativada no momento pós‐desvio, vol‐
tando a ter regulação reduzida no momento pré‐ovulatório. A dinâmica proteica ob‐
servada nesta via, sugere que a sua modulação é fator indispensável, de acordo com
o estágio de desenvolvimento folicular, para a remodelação contínua da matriz ex‐
tracelular (FERRAZZA et al., 2017).

2.5 Genes de interesse durante o desvio folicular

O desvio folicular acontece quando os folículos recrutados são diferenciados pelo
diâmetro; desse modo, um folículo atinge o maior diâmetro em relação aos restan‐
tes que, posteriormente, sofrerão atresia (Ginther, 2016). Estudos que empregaram
transcriptômica, permitiram relacionar alguns genes com a possível capacidade de
um folículo se tornar dominante durante o desvio. Dentre esses genes, destacam‐se
alguns com funções esteroidogênicas como o CYP19A1, CYP11A1, HSD17B1 e HSD3B1
(GUPTA et al., 2014; LI et al., 2016 e 2017; YAO et al., 2021). Um aumento na ex‐
pressão dos genes CYP19A1 e CYP11A1 no maior folículo versus o segundo maior
folículo, durante o começo do desvio, estimula a produção de proteínas que levam o
mesmo nome e que, no caso da CYP19A1, regulada pelos receptores de estrogênio e
cAMP/protein kinase A ativa os processos moleculares que permitem a adquisição
da dominância folicular, cascata de eventos que é sustentada pelo receptor de FSH
nas células da granulosa (LUO et al., 2006).

Um outro mecanismo que modula a esteroidogênese no folículo durante o começo
do desvio pode ser explicado pelo efeito potencializador da via Wnt na ação do FSH
(GUPTA et al., 2014). A via Wnt é responsável pela morfogênese de tecidos, função re‐
alizada na embriogênese e na reparação tecidual (PATEL et al., 2019). A via Wnt pode
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estimular processos moleculares através de três vias: a canônica, via não canônica
e via Wnt/Ca2+. A via canônica é caracterizada pela união do ligante Wnt ao recep‐
tor e co‐receptor, respectivamente, frizzled (FZD) e receptor relacionado à proteína
(LRP); posteriormente, oDisheveled 1 (DVL1) é ligado a Axina 2 (AXIN2), mecanismo
que impede a formação do complexo AXIN2/GSK3b/APC/ CTNNB1 (complexo de de‐
gradação proteolítica do CTTNNB1) e permite a transcrição de genes (BOYER et al.,
2010). Em células da granulosa de folículos no começo do desvio e, cultivadas com
IWR‐1 (inibidor de Wnt), foi observada uma diminuição da produção de estradiol e
numero de células, efeito que, molecularmente, foi caracterizado pelo aumento da
proteína AXIN2 e inibição da proteína CTNNB1. No entanto, o mesmo tratamento,
sem a inclusão de FSH no meio de cultura, não ocasionou diminuição na produção de
estradiol, resultados que demonstram uma ação da via Wnt FSH dependente (GUPTA
et al., 2014).
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Transcriptomic analysis of bovine granulosa cells
during follicular development
immediate

ABSTRACT

Introduction: Os estudos que avaliam o desenvolvimento folicular em bovinos desde uma perspectiva molecular e, que
incluam uma análise transcriptômica espaço temporal das diferentes fases foliculares são inexistentes. Objective: Neste
estudo foi avaliada a sequencia de mRNA de células da granulosa de vacas Holandesas não lactantes. As amostras foram
colhidas in vivo de folículos classificados nos momentos: pré-desvio (PreDev; F1 ∼ 7.0 mm); desvio -segundo maior folículo
(DevF2 ∼ 8.5 mm); desvio-maior folículo (DevF1 ∼ 8.5 mm); pós-desvio (PostDev ∼ 12.0 mm) e pré-ovulatório (PreOv ∼
14 mm). Results: A análise integrada da ontologia gênica (GO), enriquecimento de conjunto de genes (GSEA), interação
proteína-proteína (PPI) e a topologia gênica, permitiu identificar genes diferencialmente expressos (DEGs) que, no folículo
DevF2 e DevF1 estão envolvidos na esteroidogênese, proliferação celular e provável regulação vascular. No folículo PostDev
e PreOv a expressão dos DEGs foi associada com uma resposta inflamatória, caracterizada pela forte ação de genes da
família quinase. conclusions: Os nossos resultados indicaram as principais mudanças moleculares das células da granulosa
durante as diferentes fases do desenvolvimento folicular. Do mesmo modo, foi revelada uma ampla gama de genes que
poderão ser estudados em futuras pesquisas.

Introdução

O ovário é um órgão composto por células germinativas (oócitos) e somáticas (células da granulosa, da teca e do estroma)1.
Tanto o oócito como as células somáticas, após uma re-organização, convergem na formação dos folículos ovarianos que ao se
desenvolverem exibem mudanças morfológicas (aumento de tamanho e multiplicação celular e aparecimento do antro folicular)
e moleculares moduladas por mecanismos neuroendócrinos e fatores parácrinos e autócrinos2. Durante o desenvolvimento, e
acordo o seu diâmetro, os folículos antrais nas vacas Bos taurus são classificados como em estágio de pré-desvio (F1 ∼ 7.0 mm),
desvio (F1 ∼ 8.5 mm), pós-desvio (F1 > 8.5 mm) ou pré-ovulatório (F1 > 12 mm)3–5. Reconhecer os principais mecanismos
moleculares que coordenam o desenvolvimento folicular tem sido prioridade nos estudos de fisiologia ovariana. Esses estudos
vem elucidando o papel individual de vários genes no desenvolvimento folicular, como os relacionados a transcrição dos
receptores do hormônio luteinizante (LHR)6, de membros da família dos fatores de crescimento fibroblástico (FGFS)7, de
fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) e suas proteínas de ligação (IGFPBs), todos esses genes são relacionados
com as atividades de proliferação e diferenciação celular8.

Contudo, o processo do desenvolvimento folicular é complexo, multifatorial e muitos agentes envolvidos ainda são
desconhecidos. Na última década estudos que incorporaram análises transcriptômicas vêm permitindo identificar a miríade dos
genes diferencialmente expressos no ovário de iaques9, ovelhas10, 11, cabras12, e ratos13 bem como genes diferencialmente
expressos nas células da granulosa de ovelhas14, porcas15e éguas16 que estão relacionados a coordenação do desenvolvimento
folicular. Em vacas, a comparação do transcriptôma das células da granulosa entre folículos pré-desvio e folículos no início do
desvio, evidencia a expressão aumentada de genes associados com a esteroidogênese17. Nos folículos pós-desvio (> 10 mm) o
transcriptôma das células da granulosa quando comparadas com as células da teca, células luteais pequena e células luteais
grandes, caracteriza-se pelo aumento da expressão de genes agrupados nos termos de mitose, replicação de DNA, reparo e
estrutura celular18. Outra análise realizada em folículos definidos como pequenos (3-5 mm) vs folículos grandes (> 9 mm)
evidenciou a expressão de quatro genes (MGARP, GLDC, CHST8, GPX3) que foram considerados como potenciais marcadores
das células da granulosa19. A análise trancriptômica de folículos grandes (> 10 mm) expôs como genes upstream o STAT e
XBP1, o gene MGEA5 considerou-se como upstream nos folículos pequenos (< 5 mm); no mesmo estudo, o enriquecimento
funcional dos folículos grandes associou-se com processos de orientação axonal, sinalização imunológica e rearranjo celular20.

Os estudos que empregaram a análise do transcriptôma das células da granulosa não consideraram o acompanhamento da
expressão dos genes durante as diferentes etapas do desenvolvimento folicular. Deste modo, o objetivo do presento estudo foi
analisar a expressão gênica das células da granulosa nos folículos ovarianos nas fases de desvio, pós-desvio e pre-ovulatório de
vacas Holandesas empregando-se a técnica de RNA-seq.
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Resultados
Transcriptoma das células da granulosa. Foram identificados 27270 genes. Desses genes, 1805 (6.6%) foram diferencial-
mente expressos (DEGs). O total das reads por amostra encontra-se disponível nos dados suplementares (Supplementary
data). Conforme os folículos foram se desenvolvendo, houve aumento no numero de DEGs. No total, nos folículos DevF2,
DevF1, PostDev e PreOv, foram observados, respectivamente, 11, 25, 283 e 1594 DEGs. O numero de DEGs upregulated
total foi de 1422 (DevF2 = 9; DevF1 = 11; PostDev = 273 e PreOv = 1129). Adicionalmente, o numero total de DEGs
downregulated observado foi de 491 (DevF2 = 2; DevF1 = 14; PostDev = 10 e PreOv = 465) (Fig. 1a-d). O top 10 dos DEGs
upregulated e downregulated nos folículos foi estabelecido considerando o log2[FC] > 1.5 e valores de FDR < 0.0001 (Tabela.1
e 2). A totalidade dos DEGs upregulated e downregulated para cada folículo foi incluída no arquivo de dados suplementares
(Supplementary data). De acordo com o diagrama de Venn, os DEGs com presença exclusiva em cada categoria folicular foram:
4 (0.2%) para DevF2 , 13 (0.7%) para DevF1, 190 (10.5%) para PostDev e 1493 (82.7%) para PreOv (Fig. 1e). Além disso,
105 DEGs foram conservados (DevF2 vs DevF1 3, DevF1 vs PostDev 1, PostDev vs PreOv 92, PreOv vs DevF1 5, PreOv vs
DevF1 vs DevF2 3 e PreOv vs DevF2 1) (Fig. 1e).

A diferenciação dos folículos considerando os DEGs foi avaliada pela análise de componentes principais (PCA). Os
resultados mostraram uma clara separação das amostras pertencentes a categoria PreOv. Entretanto, os folículos de DevF2,
DevF1 e PostDev não foram distintos entre si (Fig. 1d). Informação adicional da PCA entre os folículos é mostrada nos dados
suplementares (Supplementary data). Os resultados da análise PCA foram reforçados com a hierarquização Euclidiana dos
clusters no mapa de calor geral (Fig. 2). Adicionalmente, a variação intra-folicular e inter-folicular foi avaliada com correlação
e análise da distância amostra-amostra (Supplementary data).

Ontologia gênica (GO).
O enriquecimento funcional dos folículos DevF1, PostDev e PreOv, foi realizado com G:Profiler e ilustrado com GOCircle.

As anotações funcionais relacionadas a processos biológicos, funções moleculares e componentes celulares são mostradas
(Fig. 3). Todos os termos da GO associados a cada um dos folículos são mostrados no arquivo de dados suplementares
(Supplementary data).

Enriquecimento de conjunto de genes (GSEA). Enriquecimento de conjunto de genes foi realizado considerando a config-
uração preranked do software GSEA. No folículo PostDev e PreOv foram enriquecidos (FDR p < 0.05) 5 e 16 gene sets,
respectivamente . Todos os gene sets foram upregulated. O Normalized Enrichment Score (NES) permitiu correlacionar
positivamente, no folículo PreOv, vias associadas á resposta imune (Fig. 4 a, b).

Interação proteína-proteína (IPP) e Hub genes. A análise de interação proteína-proteína foi realizada com os DEGS
utilizando o software String. A rede de IPP revelou 26 nodos e 43 arestas no folículo DevF2 (Fig. 5a), 28 nodos e 35 arestas no
folículo DevF1 (Fig. 5b), 70 nodos e 70 arestas no folículo PostDev (Fig. 5c) e 169 nodos e 440 arestas no folículo PreOv (Fig.
5d). Baseados nos 12 métodos topológicos e na análise de intersecção, seis Hub DEGs foram identificados no folículo PostDev
(PTPRC, CSF1R, ITGB2, LYN FN1, NFKBIA). No folículo PreOv foram 19 os Hub DEGs identificados (SYK, PTPRC, FYN,
CD4, ZAP70, TNF, LCP2, CD3E, LYN, STAT3, CXCR4, JAK1 IL10, RAC2, CBLB, PIK3CD, LCK, CD28, STAT1). O top
10 dos Hub DEGs considerando o método de análise topológico para o folículo PostDev e PreOv foi incluído no arquivo de
dados suplementares (Supplementary data). Por apresentarem um numero reduzido de nodos e arestas na rede PPI, os folículos
DevF2 e DevF1 não foram incluídos na análise para identificar os Hub DEGs. A associação dos Hub DEGs, para os folículos
PostDev e PreOv, com os principais termos da GO é mostrada (Fig. 6a, b).

Discussão
Nos ovários existem folículos em várias fases de desenvolvimento, que são constituídos por oócitos rodeados pelas camadas da
granulosa e da teca, células estas que emitem diferentes sinais moleculares fundamentais para o crescimento e desenvolvimento
dos folículos20, 22. Apesar de serem amplamente conhecidas as funções das gonadotrofinas e dos esteroides sexuais em cada fase
do desenvolvimento folicular, inexistem estudos que tenham avaliado as mudanças no transcriptôma das células da granulosa ao
longo do desenvolvimento folicular colhidas em modelo bovino in vivo, com classificação e validação das categorias foliculares
feitas por perfis morfológico (diâmetro) e hormonal, sendo este o diferencial deste estudo. Este modelo nos permitiu realizar
uma análise de RNA-seq comparando o transcriptôma de folículos em fases de DevF2, DevF1, PostDev e PreOv, e assim
identificar os genes e prováveis mecanismos moleculares que controlam o desenvolvimento folicular em bovinos.

Um total de 1805 DEGs foram identificados. Interessantemente, a alta ou a baixa expressão dos DEGs foram afetadas
pelo estágio de desenvolvimento folicular. Autores relataram aumento na quantidade de DEGs ao longo do desenvolvimento
folicular23, 24.
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Figure 1. Volcano plot with top ten of DEGs at second largest follicle deviation (DevF2), largest deviation (DevF1),
postdeviation (PostDev) and preovulatory (PreOv) follicular stage, (respectively, a - d); the horizontal dotted lines indicates the
P-value and the vertical dotted lines indicates the Log2FC, the cutoff was, respectively, P < 0.0001 and Log2FC > 1.5. In
addition, the top 10 DEGs at each follicular stage were indicated by gene symbol. Distribution in Venn diagram of DEGs by
follicular stages (e). The upregulated (red arrow) and downregulated (blue arrow) DEGs are shown. Principal component
analysis (PCA) of DEGs from follicular stages. Points with the same color represent a follicular stage (f).

Dentre os 105 DEGs conservados, três foram relevantes. PRKAG3, ADM e ENC1 apresentaram-se upregulated no folículo
DevF2 quando comparados com o DevF1. Desses DEGs, destaca-se nas células da granulosa, a função da Adrenomedulina
(ADM), um peptídeo vaso-relaxante, associado em ratos com a inibição do desenvolvimento folicular em cultivos nos quais
foi aplicado FSH25. O gene ADM sintetiza uma proteína do mesmo nome cuja função principal é a vasodilatação26. Além
disso, o gene ADM tem sido considerado como pleiotrópico, por possuir atividade em processos vasculares, angiogênicos,
de desenvolvimento e crescimento celular, reprodutivos, renais, pulmonares, digestivos, ósseos, imunes e inflamatórios27. A
cascata molecular da ADM é mediada pela interação com o heterodímero do receptor semelhante à calcitonina (CLR) e a
proteína modificadora da atividade do receptor tipo 2 (RAMP2) e 3 (RAMP3), que se acoplam à ADM 2 e 3, respectivamente.
A seguir, o complexo ADM/RAMP2 ou 3/CLR ativa as vias da PI3K, PKA, cGMP e MAPK de forma estímulo dependente28.
Em cultivo de células da granulosa, a adição de FSH e FSH + hCG, diminuiu a expressão do gene ADM, porém, aumentou a
expressão do gene LHCGR; resultados contrários foram observados com a não adição de FSH e FSH + hCG25. No presente
estudo, a expressão diferencial dos genes ADM e CYP19A1, respectivamente, no folículo DevF2 (upregulated e downregulated)
e DevF1 (downregulated e upregulated), sugere um papel regulador relevante destes durante o desvio folicular. O mencionado
acima, foi complementado pela relação E2:P429 que indicou ao folículo DevF2 como estrogênio inativo e ao folículo DevF1
como estrogênio ativo.

No folículo DevF1 os principais processos, determinados pela análise GO, estiveram associados com a atividade do receptor
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Figure 2. Hierarchical clustering heat map of DEGs (a). DEGs are shown in rows while columns represent samples for each
follicular stage. For hierarchical clustering heat map color scale vary from red (higher than mean) to green (lower than mean).

do peptídeo natriurético (NPR1 e NPR3), receptor do hormônio luteinizante (LHCGR) e, por fim, uma associação desses
DEGs no processo de união de hormônios (NPR1, NPR3 e LHCGR). Os peptídeos natriuréticos, classificados em peptídeo
natriurético atrial (ANP em inglês), peptídeo natriurético cerebral (BNP em inglês) e o peptídeo natriurético C (CNP em
inglês), desempenham funções de regulação da pressão arterial e dilatação dos vasos sanguíneos. O NPR1 cumpre funções
catalisadoras a nível celular, dado que transforma o GTP em cGMP quando o complexo ANP,BNP-NPR1 é formado. O
NPR3 dissipa os peptídeos natriuréticos ANP, BNP e CNP por internalização e posterior degradação30. A função dos genes
NPR1 e 3 no desenvolvimento folicular é pouco conhecida. Recentemente, tem sido relatado o aumento da expressão do gene
NPR3 no dia do desvio folicular (F1 vs F2), o mesmo resultado foi acompanhado pelo aumento da expressão do NPR1 no dia
subsequente ao desvio31. Abundância do mRNA de NPR1 decresceu em células da granulosa que receberam tratamento com
inibidor do receptor de estradiol (Fulvestrant) após de 12 hrs da administração em folículos de 7-8 mm31; resultado relevante
posto que o tratamento com Fulvestrant também promove diminuição na expressão de transcritos do gene relacionado com a
esteroidogênese CYP19A132. De acordo com os resultados apresentados acima, no presente estudo observou-se o aumento na
expressão dos NPR1 e 3 no folículo DevF1, esses achados sugerem uma ação relevante nas células da granulosa do gene NPR1
e 3 durante o desenvolvimento folicular.

Ao comparar os resultados da GO entre o folículo DevF1 vs PostDev e PreOv foi observado que os processos relacionados
ao sistema imune foram acentuados conforme o folículo se desenvolvia. O papel da via imune no desenvolvimento do
folículo DevF1 ainda é pouco esclarecido. Alguns genes que cumprem funções relacionadas com as citocinas e receptores
celulares (KIT, PDGFC, FGFR2, F2RL2, IL33, IL20RA e ANGPT2) têm sido destacados20. Em contrapartida, em células da
granulosa de folículos pre-ovulatórios de bubalinos, foi observado que as vias relacionadas à resposta imune (sinalização das
quimiocinas, citotoxicidade mediada pelas células natural killer, fagossomo, e processamento e apresentação de antígenos)
estavam enriquecidas com a maioria dos DEGs upregulated33. Semelhante a esse relato, em nosso estudo, a maioria dos DEGs
relacionados à resposta imune, apresentaram-se upregulated no momento da colheita das células da granulosa do folículo
PostDev e PreOv. Após o pico de LH a expressão gênica nas células da granulosa é modificada e estimula alterações de
endócrinos e moleculares34; contudo, essas mudanças, apresentam variações espécie-específicas quanto a expressão de alguns
genes, como por exemplo o PGHS-2, cuja expressão após a administração de gonadotrofina coriônica humana (hCG) acontece
de 2-4 h em ratos35, 18 h em vacas36 e 30 h em éguas37. Em síntese, os nossos resultados demonstraram que 24 h após a
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Figure 3. GOCircle visualization of DEGs at largest follicle deviation (DevF1), postdeviation (PostDev) and preovulatory
(PreOv) follicular stage, respectively (a – c). The functional annotations included molecular function, biological process and
cellular complement. For each DEGs Log2FC is represented by dots in each GO term, rings allocated outside show expression
levels to Log2FC. Blue dots indicate downregulated genes and red dots indicate upregulated genes. The height in internal ring
represent the adjust P-value for each GO term. Z-score is show, blue represent an decrease and red an increase.
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Follicular
stage

Gene symbol Gene name Log2FC P adjust

DevF2 MYH11 myosin heavy chain 11 4.8 2E-05
FOSL2 FOS like 2, AP-1 transcription factor subunit 4.7 1E-05
PRKAG3 protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit gamma 3 4.4 8E-05
IGFBP2 insulin like growth factor binding protein 2 4.4 1E-05
ADM adrenomedullin 3.5 2E-05
CPM carboxypeptidase M 3.4 8E-05
RBM24 RNA binding motif protein 24 3.3 4E-05
ENC1 ectodermal-neural cortex 1 3.0 3E-05
RHOBTB1 Rho related BTB domain containing 1 2.0 2E-05

DevF1 LHCGR luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor 4.8 8E-13
CYP19A1 cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1 3.2 3E-22
ENPEP glutamyl aminopeptidase 2.9 2E-25
SLC39A8 solute carrier family 39 member 8 2.1 4E-10
GLDN gliomedin 2.1 9E-12
NPR1 natriuretic peptide receptor 1 2.1 6E-06
NPR3 natriuretic peptide receptor 3 2.1 3E-06
NABP1 nucleic acid binding protein 1 2.0 6E-07
TMEM200A transmembrane protein 200A 1.7 5E-14
EIF4EBP1 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 1.7 3E-06

PostDev ENSBTAG00000052981 uncharacterized 9.7 4E-10
AQP5 aquaporin 5 9.2 6E-10
KRT5 keratin 5 9.1 1E-13
EDAR ectodysplasin A receptor 8.7 2E-08
BPIFB1 BPI fold containing family B member 1 8.6 9E-07
ENSBTAG00000025920 uncharacterized 8.6 7E-09
NTS neurotensin 8.6 6E-13
C25H16orf89 chromosome 25 C16orf89 homolog 8.6 7E-09
IVL involucrin 8.6 3E-07
LY6G6C lymphocyte antigen 6 family member G6C 8.5 5E-07

PreOv CLEC10A C-type lectin domain containing 10A 11.6 4E-12
AQP9 aquaporin 9 11.5 6E-15
SCN2A sodium voltage-gated channel alpha subunit 2 10.6 2E-09
CSRP3 cysteine and glycine rich protein 3 10.5 1E-15
FFAR2 free fatty acid receptor 2 10.5 6E-05
TNC tenascin C 10.4 6E-16
ENSBTAG00000053740 uncharacterized 10.2 4E-06
PTX3 pentraxin 3 10.0 1E-07
GPR50 G protein-coupled receptor 50 9.9 1E-06
CEBPE CCAAT enhancer binding protein epsilon 9.7 2E-08

Table 1. Top ten (Log2FC) of DEGs upregulated at each follicular stage. Only nine upregulated DEGs were observed in the
DevF2 follicular stage.

administração de GnRH, o perfil transcriptômico do folículo PreOv, considerando a análise de GO, já apresentava acentuação
das vias relacionadas à resposta imune e inflamatória, análogo do observado em estudo do nosso laboratório que estudando
o perfil proteômico, demonstrou que as vias inflamatórias e relacionadas ao sistema imune ainda estavam upregulated nos
momentos PostDev e PreOv29.

No folículo PostDev, a análise de GO, revelou o receptor de produtos finais de glicação avançada (RAGE receptor binding)
como um dos processos notáveis do enriquecimento funcional. Os DEGs S100A12, S100A8 e S100A4 foram associados ao
RAGE. Após uma reação não enzimática da glicose com proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos, são formados produtos finais de
glicação avançada (AGEs)38. A presença de AGEs tem sido associada com doenças renais39, cardíacas40, reprodutivas41 e
diabetes42. Os AGEs afetam a viabilidade celular ao unirem-se aos RAGE. O complexo AGE-RAGE induz inflamação celular
mediante a ativação das Especies Reativas de Oxigênio (ROS)43 que, subsequentemente, induzem a apoptose44. Tem sido
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Follicular
stage

Gene symbol Gene name Log2FC P adjust

DevF2 CYP19A1 cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1 -2.3 2E-10
ENPEP glutamyl aminopeptidase -2.0 4E-07

DevF1 PRKAG3 protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit gamma 3 -5.4 2E-08
LRRC17 leucine rich repeat containing 17 -5.2 3E-06
FOSL2 FOS like 2, AP-1 transcription factor subunit -4.5 4E-05
ADM adrenomedullin -4.3 7E-10
CDH10 cadherin 10 -4.3 6E-06
SLC22A16 solute carrier family 22 member 16 -3.7 4E-05
MAN1A1 mannosidase alpha class 1A member 1 -3.3 2E-05
ENC1 ectodermal-neural cortex 1 -3.1 2E-05
MYC MYC proto-onco, bHLH transcription factor -2.7 1E-07
PLXDC2 plexin domain containing 2 -2.2 4E-05

PostDev XYLT1 xylosyltransferase 1 -2.6 1E-28
AP3B2 adaptor related protein complex 3 subunit beta 2 -2.4 9E-10
ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9 -2.3 3E-06
CPXM1 carboxypeptidase X, M14 family member 1 -2.1 4E-15
PKD2L1 polycystin 2 like 1, transient receptor potential cation channel -1.9 4E-05
KCNE5 potassium voltage-gated channel subfamily E regulatory subunit 5 -1.7 1E-08
ARMH4 armadillo like helical domain containing 4 -1.6 7E-06
GUCA1A guanylate cyclase activator 1A -1.6 8E-05
ADAM23 ADAM metallopeptidase domain 23 -1.6 4E-08
SRGN serglycin -1.5 2E-07

PreOv CYP19A1 cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1 -11.1 2E-299
CALB2 calbindin 2 [Source:VGNC Symbol -11.0 2E-18
GRM8 glutamate metabotropic receptor 8 [Source:NCBI gene -10.0 6E-15
FAM110D family with sequence similarity 110 member D -9.0 1E-10
SLC5A11 solute carrier family 5 member 11 -8.9 9E-12
ENSBTAG00000051408 uncharacterized -8.8 1E-14
GP2 glycoprotein 2 -8.5 4E-05
LRP8 LDL receptor related protein 8 -8.3 2E-92
NPR3 natriuretic peptide receptor 3 -8.2 2E-18
CHST8 carbohydrate sulfotransferase 8 -8.1 1E-37

Table 2. Top ten (Log2FC) of DEGs downregulated at each follicular stage. Only two downregulated DEGs were observed in
the DevF2 follicular stage.

demonstrado que a expressão imunofluorescente do RAGE em células da granulosa diminui conforme o folículo aumenta
de diâmetro45. Um outro mecanismo de resposta celular associada com a expressão do complexo AGE-RAGE é a migração
leucocitária46 que é orquestrada pela ativação do fator de transcrição NFκB47. Em nosso estudo, os DEGs incluídos no termo
RAGE foram upregulated no folículo PostDev que precede ao folículo pre-ovulatório. O papel do RAGE no folículo PostDev
de nosso estudo, pode ser explicado devido à resposta inflamatória aguda, resposta que inclui leucócitos e, que aumenta, quando
o folículo esta próximo à ovulação48.

A análise topológica da rede PPI no folículo PostDev revelou como Hub os DEGs PTPRC, CSF1R, ITGB2, LYN, FN1 e
NFKBIA. Todos esses DEGs foram upregulated e, de acordo com as suas funções, caraterizaram uma resposta imune e de
motilidade celular. O gene PTPRC mostrou ser um gene com destacada ação central na rede PPI e interagiu de forma direta
com os genes CSF1R e LYN. O gene PTPRC estimula a produção da proteína tipo receptor-tirosina fosfatase C que modula
a resposta imune ao se ligar ao dipeptidil peptidase 4 (DPP4) e ativar as células T49. Uma outra modulação imune que, é
estendida à inflamação, pode ser associada com a expressão do gene CSF1R, que é estimulado pelas citocinas pró-inflamatórias
seguido da liberação de IL34 e o Fator 1 de liberação de colonias de macrófagos (CSF1), essa sequencia de eventos moleculares
permitem a produção, diferenciação e função dos macrófagos, importantes estes, no desenvolvimento folicular50–52. Em
machos, a mutação do gene CSF1, resultou em indivíduos com menor produção de testosterona circulante e intratesticular53.
Defeitos também foram observados em fêmeas (camundongos), as quais apresentaram menor taxa de prenhes e de ovulação54.
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(a)
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Figure 4. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) plot for postdeviation (PostDev) and preovulatory (Preov) follicular stage,
respectively (a, b) . The enrichment analysis was performed using the Enrichment Map plugin of Cytoscape21. Nodes indicate
the gene set enriched. The size of the nodes represents the number of genes associated with the enriched gene set and the red
color of the nodes represents a positive correlation. The overlap of genes shared among nodes is indicated by lines.
Autoannotate plugin (Cytoscape) was used to encircled grouped gene sets.

A ausência do gene CSF1 leva a um recrutamento deficiente de macrófagos que se associa com um deficiente pico de estradiol
no soro demonstrando um efeito na esteroidogênese e, consequentemente, na ovulação52. Outro Hub DEG relevante foi o
Integrin Subunit Beta 2 (ITGB2), membro da família das integrinas. Compete às integrinas funções de adesão, migração e
manutenção da integridade celular55. Em aves, relatos prévios mostraram que patos com postura superior apresentam um
aumento da abundancia de transcritos do gene ITGB256. Do mesmo modo, em porcos, o tamanho do folículo foi associado
com a presença de algumas integrinas, entre essas, o ITGB257. Em bovinos, foi observada a diminuição na expressão do gene
ITGB2 em células da teca interna de folículos atrésicos quando comparado com folículos saudáveis (5 mm)20. O DGEs LYN
também foi identificado em nosso estudo. Em ovelhas, a expressão do gene LYN manteve estreita relação com as funções
de regulação da via de sinalização do receptor de células B, regulação negativa da ativação celular e regulação da imunidade
mediada por leucócitos58.

No folículo PreOv, a análise da topologia genica da rede PPI, identificou como os principais Hub DEGs a SYK, PTPRC,
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Figure 5. Protein-protein interaction (PPI) and Hub DEGs at second largest deviation follicle (DevF2), largest deviation
follicle (DevF1), postdeviation (PostDev) and preovulatory (PreOv) follicular stages, respectively (a - d). For each follicular
stage, topological analysis was performed using the cytoHubba plugin set with 12 methods. DEGs were identified by a red
(upregulated) or blue (downregulated) border.

FYN, CD4, ZAP70, TNF, LCP2, CD3E, LYN, STAT3, CXCR4, JAK1, IL10, RAC2, CBLB, PIK3CD, LCK, CD28 e STAT1.
A família das proteínas tirosina quinases, formada pelos DEGs SYK, PTPRC, FYN, ZAP70, JAK1, PIK3CD e LCK, possui
ampla associação com doenças, dentro das quais destaca-se o câncer59. Adicionalmente, as proteínas tirosina quinases,
catalisam processos celulares que estimulam a diferenciação celular, crescimento, adesão, motilidade, apoptose e respostas
inflamatórias.59, 60. Em ovelhas e, comparando o transcriptôma de folículos pequenos em fase folicular e luteal (3 mm), foi
demonstrado um perfil inflamatório semelhante ao observado no presente estudo, apesar de ser resultado do transcriptôma do
folículo PreOv60. Os DEGs que foram identificados no folículo pequeno (3 mm) de ovelhas e no presente estudo, no folículo
PreOv, foram CD4, FYN, SYK e CD28; em estudos esses genes foram sobre expressos e relacionados com a sinalização da
resposta inflamatória60. Em nosso trabalho, apesar do folículo PreOv ser estrogênio inativo (E2:P4 0.14)29 a resposta celular
avaliada pela expressão dos genes, demonstrou não ser diferente do folículo PostDev, uma vez que em ambos os folículos,
preponderou uma resposta imune mediada por fatores inflamatórios.
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Figure 6. Circular plot of GO in PostDev (a) and PreOv (b) follicle stage. The Hub DEGs are linked to GO terms. For each
Hub DEGs the log2FC is shown.

Conclusões
A análise do transcriptôma das células da granulosa de bovinos, permitiu compreender as principais mudanças moleculares
através da identificação dos Hub genes envolvidos no desenvolvimento folicular que, caracterizaram uma mediação vascular
(DevF1) e inflamatória (PostDev e PreOv). Por fim, os resultados do nosso estudo constituem uma ampla variedade de
biomarcadores genéticos que poderão ser empregados em pesquisas futuras que abordem o desenvolvimento folicular em
bovinos.

Métodos
Animais e delineamento experimental. Dezoito vacas multíparas da raça Holandesa, com idade entre 3 e 7 anos e escore
corporal 3.561, foram utilizadas no estudo. O plano nutricional foi baseado em pastagem livre (Brachiaria decunbens), ração
total, suplementação mineral e água ad libitum.

A sincronização da ovulação foi realizada empregando-se o protocolo Ovsynch62 acompanhado da colocação de um
dispositivo intravaginal de progesterona (Sincrogest, Ourofino, Cravinhos, Brazil). Das 18 vacas, 10 ovularam e foram incluídas
no estudo. A partir da detecção da ovulação pós sincronização, foi realizada ultrassonografia ovariana transretal a cada 12 horas
(MyLab30 equiped with a 7.5 MHz linear array transducer, Esaote, Genova, Italy) com o objetivo de determinar a emergência
da nova onda folicular. O desenvolvimento dos folículos foi acompanhado e no momento esperado para a ocorrência do
pré-desvio (PreDev; F1 ∼ 7.0 mm)3 os folículos foram aspirados; imediatamente após, todos os demais folículos foram ablados.
O desenvolvimento de uma nova onda foi acompanhado e o folículo caraterizado como o maior no desvio (DevF1 ∼ 8.5
mm)4 e segundo maior no desvio (DevF2) foram individualmente aspirados. Imediatamente após, todos os demais folículos
foram ablados. Novamente, a desenvolvimento de uma nova onda folicular monitorado e o F1 aspirado logo após alcançar um
diâmetro compatível com a aquisição de capacidade ovulatória (PostDev) (F1 ∼ 12.0 mm)5. A seguir as vacas foram novamente
submetidas ao protocolo de sincronização já descrito, sendo que desta vez 13 ovularam. A onda folicular emergente após o
protocolo foi novamente acompanhada; quando o F1 alcançou o diâmetro de ∼ 14 mm (PreOv) foi realizada a administração
intramuscular de 50 µg de GnRH (Gestran Plus, São Paulo, Brasil) sendo o mesmo aspirado 24 h depois.

Os procedimentos de aspiração folicular, dosagem e manuseio das amostras foram realizados segundo o descrito29. O fluido
folicular foi submetido à centrifugação a 2000 g a 4°C/10 min, sendo a seguir armazenados separadamente o sobrenadante e o
pellet (células da granulosa) a −80°C. Antes do armazenamento, as células da granulosa foram acondicionadas em criotubos
contendo 350 µL de Tampão de Lise (RNEasy). No fluido folicular (DevF2, DevF1, PostDev e PreOv) foi determinada a
concentração de progesterona e estradiol empregando-se a técnica de ELISA.
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Sequenciamento de RNA. Para a análise RNAseq das células da granulosa foram selecionadas apenas amostras proveniente de
fluidos foliculares que cumpriram os seguintes critérios: ausência de sangue, relação de E2/P4 > 1 nos DevF1 (n = 3), PostDev
(n = 3) e < 1 para Dev F2 (n = 3) e PreOv (n = 3)63. O sequenciamento de RNA das amostras foi realizado usando o TruSeq RNA
Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA) seguindo as instruções do fabricante no Laboratório Central de Tecnologias
de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD), parte da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Brevemente,
2 µg de RNA total de cada amostra de células da granulosa foi usado para preparação da biblioteca. A concentração e pureza
do RNA foi medida usando NanoDropTM (Thermos Scientific, Waltham, MA) e a integridade foi avaliada pelo Bioanalyzer
(Agilent, Santa Clara, CA). O RNAm foi primeiro enriquecido a partir do RNA total utilizando esferas magnéticas oligo dT e,
em seguida, o RNA poli (A) foi fragmentado e o cDNA sintetizado. Reparação final do cDNA foi realizada. Os finais 3’ foram
adenilados e os adaptadores de código de barras universais foram ligados aos fragmentos de cDNA para executar uma fase
sólida de PCR e produzir a biblioteca de sequenciamento. A biblioteca de sequenciamento foi avaliada e quantificada utilizando
Agilent 2100 Bioanalyzer e PCR quantitativo com a KAPA Biblioteca Quantificação kit (KAPA Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Finalmente, as bibliotecas foram reunidas para executar o sequenciamento de multiplexação usando HiSeq SBS v4 High
Output Kit. A geração de cluster e o sequenciamento foram realizados no Illumina HiSeq 2500. Foram produzidos 2 × 125 pb
reads pair-end.

Indexação e alinhamento do genoma. A indexação do genoma de referência (Bos taurus ARS-UCD1.2), assim como, o
alinhamento das leituras com o genoma indexado, foi realizada empregando-se o STAR64. O numero de leituras por gene foi
determinado com a configuração quantMode and twopassMode do pacote STAR.

Estatística e análise bioinformática. Após obtenção das leituras, os grupos foram analisados usando o script do programa
DESeq2, pacote do R/Bioconductor,R programming language (v 4.0.2). Após a normalização dos dados. Os transcritos cujas
amostras tinham as contagens normalizadas médias inferiores a 5 foram removidos. Sobre o teste foi aplicada a correção de
FDR Benjamini para múltiplos testes a fim de evitar o erro tipo I. Os genes foram considerados DEGs quando o valor de
log2fold change foi > 1.5 e FDR foi < 0.0001. A comparação do transcriptôma entre os folículos foi estabelecida gradativamente
(PreDev vs DevF2; DevF2 vs DevF1; DevF1 vs PostDev e PostDev vs PreOv). A comparação do transcriptôma PreDev vs
DevF1 não foi considerada nas análises devido à presença de um único DEG. O diagrama de Venn incluiu os DEGs não
conservados e conservados nos diferentes folículos. O mapa de calor e a analise de componentes principais (PCA) foram
realizados, respectivamente, utilizando o pacote Heatmap3 e plotPCA R programming language (v 4.0.2).

Ontologia gênica (GO) e a análise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA). Análise de enriquecimento funcional
foi realizada utilizando g:Profiler. Apenas genes com anotações foram considerados, o teste estatístico foi Benjamini-Hochberg
FDR com significância p < 0.05. Os termos da GO foram organizados e ilustrados com o pacote GOplot. O software GSEA foi
usado para realizar o enriquecimento de conjunto de genes (GSEA). A GSEA foi realizada com os DEGs dos folículos PostDev
e PreOv com a configuração preranked ajustada para um número de permutações de 1000, estatística de enriquecimento
weighted e tamanho mínimo e máximo de 15 e 500 genes. O p valor e o FDR Q estabelecidos, foram p < 0.05 e p < 0.1,
respectivamente. A similaridade foi determinada com o coeficiente de sobreposição com constate combinada de 0.5. Após a
conclusão da GSEA, o plugin Enrichment map foi utilizado e a rede desenhada no Cytoscape. Os folículos DevF1 e PostDev
não foram incluídos nos resultados devido a que análise previa as vias apresentaram valores FDR P > 0.05.

Interação proteína-proteína e Hub genes. Para cada folículo foi gerada uma rede de interações proteína-proteína (PPI)
utilizando o software String versão 11.5. As configurações da rede incluíram comunicação dos nodos baseada em evidencias,
fontes de interação (textmining, experiments, databases, co-expression) e escore de interação de 0.900. Uma vez criada a
rede foi exportada a Cytoscape e os DEGs Hub determinados utilizando o pacote cytohubba65. Para cada figura da PPI foram
considerados os métodos topológicos: Maximal clique centrality (MCC), density of maximum neighborhood component
(DMNC), maximum neighborhood component (MNC), degree, edge percolated component (EPC), bottleneck (BN), eccentricity,
closeness, radiality, betweenness, stress e clustering coefficient. O top 20 dos DEGs em cada método foram selecionados e,
após uma análise de intersecção, os DEGs que foram identificados em pelo menos cinco métodos foram definidos como Hub
DEGs. A análise da GO dos Hub DEGs no folículo PostDev e PreOv foi realizada empregando-se o pacote GOplot66.
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