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Introdução 



Introdução 

• 70-80% dos embriões produzidos in vitro falham em implantar 

ESHRE ASRM RED LARA 

Gestação/ ciclo iniciado (%) 29,9 35,0 30,2 

Gestação/ transferência (%) 30,9 43,2 33,5 

• 66% dos ciclos falham 



Introdução 
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um único 
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Seleção eficiente 
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Introdução 

Cultivo estendido de embrião in vitro 

• Blastocistos tem maior chance de implatação 



Introdução 

X • Cancelamento do ciclo 

• Centro de reprodução assistida: 
relutantes em adotar o cultivo 
estendido de embriões 

• Identificação das pacientes que 
podem se beneficiar do cultivo 
estendido: Fundamental 



Objetivo: 

• Comparar o perfil proteômico de CCs no grupo de pacientes que tiveram blastocistos e 
de pacientes que não obtiveram blastocistos no quinto dia de desenvolvimento 

• Comparar o perfil proteômico de CCs no grupo de pacientes que tiveram resultado 
positivo de gestação e daquelas que tiveram resultado negativo 

 
• Analisar o perfil proteômico em células do cumulus (CC) 

de pacientes submetidas à estimulação ovariana 
controlada para injeção intracitoplasmática de 
espermatozoides (ICSI) 

Objetivos Específicos: 
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Preparo de Amostra 

A - Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%.  
B - Proteínas no gel, após coloração por azul de 
comassie 

1) Remoção/descoração das 
proteínas do gel 

2) Redução/alquilação das 
bandas 

3) Digestão com tripsina 
4) Extração dos pepitídeos 

Pool de células do 
cumulus 

Centrifugação por 
15 min (3.000 xg) 

Peptídeos das céluas 
do cumulus 

Quantificação (BSA)  
Secagem/ressuspenção 
em ACN/H2O (1:1) 

Peptídeos das céluas 
do cumulus 
(200 ug/mL) 



Espectrometro de massas Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS 

Cromatógrafo líquido Agilent 1290 Infinity LC System 

Coluna HPLC Agilent POROSHELL 120 EC- C18 2,1 x 

100mm 2,7µM 

Temperatura da coluna 60° 

Fase Movel (A) Água com 0,1% de ácido fórmico 

Fase Movel (B) Acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico 

Gradiente 0 min 10% B 

20 min 35% B 

28 min 90% B 

30 min 90% 

Fluxo 0,5 mL/min 

Volume de injeção 15 uL 

Modo de Ionização Positivo 

Fonte de Ionização Agilent Dual JetStream 

Nebulizer 35 psi 

Voltagem do Capilar 3.500 V 

MS range (m/z) 300-1700 

MSMS range (m/z) 50-1700 

MS scan rate (espectro/segundo) 8 

MSMD scan rate 

(espectro/segundo) 

4 

Análise de dados Dados exportados via Agilent MassHunter 

Qualitative Analysis B.06 no fomato .mgf 

Análise via LC-MS/MS e Processamento de Dados 

Peptídeos das céluas do 
cumulus (200 ug/mL) 

Human Data Base 

Identificação 
das Proteínas 

Arquivo .raw 

Processamento 
dos espectros 

Busca na base 
de dados 

Mascot Destiller 

Agilent 6550 iFunnel 
Q-TOF LC/MS 
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Resultados 

• Chance de formação de blastocisto:  

Distribuição das proteínas identificadas 
em células do cumulus das pacientes 
que todos os embriões converteram em 
blastocistos e das que não obtiveram 
blastocisto no quinto dia, de acordo 
com a função. 

Identificadas 87 proteínas 



• Proteínas diferencialmente expressas entre os grupos 

Resultados 



Resultados 

Distribuição das proteínas 
identificadas em células do cumulus 
das pacientes engravidaram e das 
que não engravidaram. 

• Chance de formação gestação:  

Identificadas 72 proteínas 



Resultados 

• Proteínas diferencialmente expressas entre os grupos 



Conclusões 

• O presente estudo identificou diferentes potenciais 
marcadores proteicos da formação de blastocisto e resultado 
de gestação 

• Em uma próxima fase, esses marcadores devem ser 
identificados individualmente nas amostras e a frequência 
determinada 

• Sendo assim, a proteomica de CCs pode ser uma importante 
ferramenta para auxiliar na seleção de pacientes para 
programas cultivo estendido de embriões e para determinar o 
sucesso de gestação  
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