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RESUMO

A embriogénese inicia com a juncdo dos gametas. O embrido é formado por células semelhantes
em morfologia e que possuem a condicao de totipoténcia, ou seja, a capacidade de formar todos
os tecidos do feto e a placenta. A diferenciacdo morfologica do embrido no estadio de
blastocisto resulta na formacdo do embrioblasto e trofoblasto. O embrioblasto é formado por
células pluripotentes, que tem potencial de formacdo de tecidos do feto, enquanto que o
trofoblasto é multipotente e formara a placenta. Os genes relacionados a pluripoténcia (GRP)
atuam como importantes fatores de manutencéo da totipoténcia e pluripoténcia de embrides de
diferentes espécies. No entanto, 0 entendimento sobre a atividade de GRP em ruminantes
permanece limitado a poucos genes e estadios do desenvolvimento. A comparacgao da expressao
dos GRP pode determinar o perfil de expressdo temporal destes genes, identificando
possiveis diferencas entre as espécies. Dessa forma, o objetivo foi comparar a expressao de
oito GRP durante o desenvolvimento embrionario de ovinos e bovinos. Para tanto, embries
ovinos e bovinos foram produzidos in vitro e avaliados em quatro estadios de desenvolvimento
(ovacitos, embrides clivados - duas a oito células, mérula e blastocisto) quanto a sua deteccao
por PCR em tempo real (RT-qPCR). Com o intuito de estimar possiveis diferencas no perfil de
expressao e atividades dos GRP em ruminantes, analises através da bioinformatica foram
realizadas quanto a conservacao das sequéncias de proteina. Os genes OCT4, RONIN, ZFP281,
ZFX e KLF5 foram detectados em todos os estadios nas duas espéecies. CMYC foi detectado
em todas as amostras de bovinos, embora em ovinos seja expresso a partir da fase de clivagem.
Em contrapartida, DAX1 foi detectado em todas as amostras de ovinos, e em bovinos, nao foi
verificada deteccdo apenas em morula. GLIS1 apresentou a maior variacao entre as espécies,
sendo detectado apenas em ovdcitos de bovinos e em embrides clivados e blastocistos de
ovinos. O grau de conservacao dos GRP em nivel de proteina mostrou-se alto, embora com
diferencgas entre os genes. Portanto, as analises in silico sugerem que a funcdo dos GRP é
conservada em ruminantes. Em concluséo, a expressao temporal dos GRP difere entre bovinos
e ovinos, sugerindo possiveis diferencas na utilizacdo destes genes como marcadores
moleculares de embrides entre espécies.

Palavras- chaves: bioinformatica, Bos taurus, embriogénese embriologia, expressdo génica,
odcito, Ovis aries, RNA mensageiro.



ABSTRACT

Embryogenesis begins with gamete fusion. The embryo is formed by morphologically similar
cells that hold the condition of totipotency, that is, the capacity to give rise to all tissues that
make up the fetus and the placenta. The morphological differentiation in the embryo results in
formation of embryoblast and trophoblast. The embryoblast is formed by pluripotent cells, that
have potential to give rise to all tissues that make up the fetus, while the trophoblast is
multipotent and forms the placenta. Pluripotency-associated genes (PAG) play key roles in
maintenance of embryo totipotency and pluripotency in different species. However, the
understanding of PAG activity in ruminants remains restricted to few genes and embryonic
developmental stages. The comparison of PAG gene expression among species would allow to
determine the temporal expression profile of these genes, further allowing to define putative
differences in gene expression patterns within species. The work was aimed to compare the
expression of eight PAG during embryonic development in sheep and cattle. Embryos from
sheep and cattle were produced in vitro and gene expression analysis was carried out in four
developmental stages (oocytes, cleavages-stage - 2 to 8 cells, morula and blastocyst) for their
detection by Real Time PCR (RT-gPCR). In order to estimate possible diferences in expression
profile and activity of PAG between ruminants, in silico analysis was performed addressing
structural conservation at the and protein level. OCT4, RONIN, ZFP281, ZFX and KLF5 were
detected in all developmental stages of both species. CMYC was detected in all cattle samples,
although it was expressed in sheep from cleavage stage onwards. However, DAX1 was detected
in all sheep samples, while in cattle, it was not found at the morula stage. GLIS1 showed the
greatest variation between species, since it was only detected in cattle oocytes and in sheep
cleavage-stage embryos and blastocysts. The PAG conservation at the protein level was high,
despite differences among genes. Moreover, in silico analysis suggested that PAG function is
conserved between ruminants. In conclusion, temporal expression of PAG differs between
sheep and cattle, suggesting possible differences in their usage as molecular markers for
embryos across species.

Keywords: Bioinformatics, Bos taurus, egg, embryogenesis, embryology, messenger RNA,
gene expression, messenger RNA, Ovis aries.
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1. INTRODUCAO

A embriogénese inicial em mamiferos representa 0s primeiros sete dias de
desenvolvimento destas espécies (ROSSANT, 2007; COCKBURN; ROSSANT, 2010). Do
momento da fecundacdo e formagéo do zigoto ao estadio de blastocisto, o embrido apresenta
diversas mudancas morfoldgicas (ROSSANT, 2007). Apo6s a fecundacdo, o embrido passa por
ciclos de divisdo celular, denominados de clivagens. As células do embrido conhecidas como
blastbmeros, ainda possuem forma semelhante e pouca adesdo entre suas membranas
(FRANKENBERG et al., 2016).

Em seguida, o embrido passa por uma etapa de compactacdo, onde as células mais
internas mantém a morfologia esférica, enquanto que as células externas mudam para uma
morfologia epitelial (COCKBURN; ROSSANT, 2010). Uma regido do embrido comeca a
acumular liquido, resultando na formacéo da blastocele. A expansdo da blastocele acontece
paralelamente ao processo de diferenciacdo celular no embrido no estaddio de blastocisto,
guando ha a formacdo do embrioblasto e trofoblasto (ROSSANT, 2007). Existem diferencas
significativas na morfologia dos embriGes nas diversas espécies de mamiferos
(FRANKENBERG et al., 2016), embora as propriedades das células que compdem o embrido

sejam semelhantes.

Este é o Unico periodo do desenvolvimento dos mamiferos em que existem células com
a capacidade de formar todos os tecidos do organismo e da placenta (ROSSANT, 2016;
FRANKENBERG et al., 2016). Esta capacidade foi inicialmente demonstrada pelo isolamento
blastdbmeros de embrides de anfibios e resultou no nascimento de mdultiplos girinos
(TAGARELLI et al., 2004). Experimentos semelhantes foram realizados em mamiferos
(MOORE et al., 1968; WILLADSEN, 1981), demonstrando que esta capacidade é conservada
em vertebrados. Entretanto, apenas embrides com até oito blastdmeros apresentam a capacidade

de formar o feto e a placenta, denominado de totipoténcia (ROSSANT, 2016).

A introducdo de blastdmeros de embrifes em compactagdo em embrides receptores
demonstrou que estas células possuem a capacidade de contribuir para a formacgéo dos diversos
tecidos que formam o feto. Esta capacidade de diferenciacdo é definida como pluripoténcia
(ROSSANT, 2007). Entretanto, estas células ndo possuem a capacidade para contribuir para a
formagéo da placenta (ROSSANT, 2016).
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A producdo in vitro (P1V) de embriGes consiste na maturagdo dos ovocitos, fecundacao
e desenvolvimento dos embrides fora do trato reprodutor feminino (GALLI et al., 2003). O
desenvolvimento da PIV facilitou o acesso aos embribes de mamiferos e aumentou sua
disponibilidade para pesquisa cientifica. Dentre as espécies de producdo, embrides PIV de
equinos, suinos, caprinos, ovinos e bufalos sdo produzidos com eficiéncia variavel (SURESH
et al., 2009; GIL et al.,, 2010; LEEMANS et al., 2016; PARAMIO; IZQUIERDO, 2016),
enguanto que em bovinos a técnica tornou-se comercial e utilizada em larga escala em diversos
paises (HASLER, 2014). A variabilidade da eficiéncia da PIV entre as espécies se deve a
exigéncias espécie-especificas, principalmente para a fecundacdo e cultivo dos embrides
(LEEMAN et al., 2016; ROMAR et al., 2016). O desenvolvimento dos protocolos de PIV tem

contribuido para o entendimento das exigéncias de gametas e embrides das diferentes espécies.

A tecnologia da PIV de embrides contribuiu para o estabelecimento da clonagem por
transferéncia nuclear (TN). A clonagem por TN permite a producdo de animais geneticamente
idénticos a partir de células embrionarias, fetais ou de animais adultos (WILMUT et al., 1997;
KEEFER, 2015). A técnica de TN consiste na remo¢do dos cromossomos do ovocito e
introducdo do ndcleo da célula de um animal de interesse (WILMUT et al., 1997; 2002;
MOURA, 2012). A clonagem por TN demonstrou que células pluripotentes ou somaticas
podem ser convertidas em totipotentes (BORTVIN et al., 2003; MOURA, 2012). Apesar disso,
a eficiéncia da clonagem por TN permanece baixa e os animais obtidos pela tecnologia podem
apresentar malformacGes ou baixa viabilidade neonatal (WILMUT et al., 2002; KEEFER,
2015).

As avaliagOes de gametas e embrides em nivel molecular contribuem para estimar o
potencial de diversos processos bioldgicos como a competéncia ovocitaria e capacidade de
estabelecer gestacdes apos a transferéncia dos embriGes (HALL et al., 2005; BEYHAN et al.,
2007; KIM et al., 2013; URREGO et al., 2015). Mais especificamente, os genes relacionados a
pluripoténcia (GRP) tém sido caracterizados em células totipotentes e pluripotentes e
apresentam expressao restrita as células germinativas primordiais, gametas e embrides antes da
implantacdo (BOYER et al., 2005; MOURA, 2012). Além disso, 0s GRPs s8o necessarios para
manutencdo da viabilidade de blastdmeros e células pluripotentes. Células pluripotentes que
apresentam GRPs inativos entram em morte celular programada por apoptose ou sofrem

diferenciacéo celular expontanea (MOURA, 2012).

Evidéncias em nivel celular e molecular mostram que as espécies apresentam variagcao

quanto a eficiéncia em tecnologias como PIV e a clonagem por TN (WILMUT et al., 2002;
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KEEFER, 2015), bem como diferencas menos intensas como flutuagdes na expressao génica
ou susceptibilidade as condig¢des in vitro (WILMUT et al.,, 2002; BERG et al., 2011,
ROSSANT, 2011). Além disso, variagdes nas condi¢Oes experimentais dificultam a
comparacao entre diferentes espécies ou na mesma espécie. Por isso, analises interespecificas
sob condigdes experimentais semelhantes permitirdo determinar o perfil temporal de expressao
génica em ovinos e bovinos de forma mais precisa. A determinagédo do perfil de expressao de
GRPs em ovinos e bovinos devera auxiliar no desenvolvimento de melhores protocolos de PI1V

e clonagem por TN e indicar possiveis diferencas na regulacdo destes genes entre as espécies.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gametogénese

A gametogénese é o processo pelo qual sdo formados os gametas da espécies (MATSUI,
2010). As células primordiais germinativas (CPG) sdo as primeiras células que apresentam
potencial para formacdo da linhagem germinativa no embrido. As CPGs sao formadas a partir
do epiblasto e migram para as cristas gonadais do feto (SASAKI; MATSUI, 2008). Neste local,
as CPGs passam por diversos ciclos de mitose, por um ciclo final de duplicacdo dos
cromossomos e se diferenciam em ovogonias ou espermatogénias, dependendo do sexo do feto
(SASAKI; MATSUI, 2008; MATSUI, 2010). Em seguida, as ovogbnias ou espermatogdnias
entram em meiose, um processo com diversos eventos em nivel celular e molecular para
formacdo dos gametas viaveis (Figura 1). Na primeira divisdo meidtica, as células germinativas
se tornam hapldides, mas com os cromossomos duplicados (2C). Na segunda divisdo meiotica
ou equacional, as células filhas permanecem hapldides e apenas uma cromatide, enquanto que

0s gametas apresentam sua morfologia definitiva (Figura 1).

Durante a PIV de embrides, os ovocitos sdo recuperados em Profase | e terminam a
primeira divisdo meiotica ap6s a maturacdo in vitro (MIV), semelhante aos eventos que
acontecem durante o pico pré-ovulatério de hormonio luteinizante (LH) e ovulacao que ocorrem
in vivo (Figura 1). Apos a ovulagdo ou M1V, o ovocito em metafase 11 esta apto ao processo de

fecundacéo.
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Figura 1. Gametogénese em ruminantes.

2.2 Fecundagao

O espermatozoide no momento da ejaculacdo ndo é capaz de fecundar o ovécito (JIN;
YANG, 2017). Durante o trajeto no trato reprodutivo da fémea, os espermatozoides perdem
fatores associados a membrana como o colesterol, num processo denominado capacitagdo
(GERVASI; VISCONTI, 2016). O processo de capacitacdo ocorre in vivo e torna o
espermatozoide capaz de fecundar o ovécito, embora pouco se conheca sobre os fatores
responsaveis por esse processo (LEEMANS et al., 2016; ROMAR et al., 2016). Os fatores
capacitantes permanecem desconhecidos em ovinos, suinos e equinos (SURESH et al., 2009;
GIL et al., 2010; LEEMANS et al., 2016; PARAMIO; 1IZQUIERDO, 2016), embora em
bovinos a heparina tenha sido identificada e seja eficiente para capacitacdo espermatica
(PARRISH, 2014).
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O espermatozoide atravessa as camadas de células do cumulus e degrada o &cido
hialurdnico produzido por estas células com auxilio da hialuronidase, enzima produzida no
testiculo (BUFFONE et al., 2014). O contato entre a zona pellcida e o espermatozoide inicia a
reacdo do acrossoma, que dissolve a membrana e permite a0 gameta acessar 0 ovOcito
(BUFFONE et al., 2014). A fusdo do espermatozoide com a membrana do ovdcito culmina a
fecundagdo, que resulta na migracdo dos granulos corticais e reinicio da meiose no ovocito
(YANAGIMACHI, 2005).

2.3 Desenvolvimento embrionério

Apds o processo de fecundacdo e ativacao do ovacito, ocorre o inicio da replicacdo do
DNA dos genomas haploides, seguido da singamia dos pro-nucleos e divisdo mitética para
formacdo do embrido com duas células ou blastdmeros (ROSSANT, 2007; SILVA et al, 2016).
Em seguida, o embrido passa por diversas divisdes celulares, denominadas de clivagens, que
resultam na diminuicdo do volume dos blastdmeros (Figura 2). Durante esta etapa do
desenvolvimento embrionario, ndo ha transcricdo nos blastbmeros e o controle dos eventos no
embrido sdo regulados por fatores maternos estocados no ovocito. Por isso, as clivagens sao
rapidas, como fases G1 e G2 curtas durante o ciclo celular.

No periodo de transicao entre os estadios de oito e dezesseis células, os embrides passam
pelo processo de ativacdo do genoma embrionario (MEMILI; FIRST, 2000; SILVA et al, 2016).
A partir deste momento, o embrido aumenta gradativamente a sua atividade transcricional e no

momento da implantacdo os embrides sdo responsaveis pelo RNAm presente nas células.

Quando a ativacdo do genoma embrionario é concluida, o embrido passa por um periodo
de compactacdo (FRANKENBERG et al., 2016), quando os blastdbmeros apresentam maior
adesdo entre si e a camada mais externa de células comeca a apresentar uma morfologia
epitelial, em contraste com a morfologia oval dos blastomeros mais internos do embrido
(COCKBURN; ROSSANT, 2010). Esta diferenca na morfologia dos blastdmeros se torna mais
evidente no estadio de morula (Figura 2), quando j& sdo observadas variagdes na expressao de
genes entre os dois tipos de células (ROSSANT, 2016).
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Figura 2. Desenvolvimento embrionario em ruminantes.

Quando a ativagdo do genoma embrionario é concluida, o embrido passa por um periodo
de compactacdo (FRANKENBERG et al., 2016), os blastbmeros apresentam maior adesé@o
entre si e a camada mais externa de células comeca a apresentar uma morfologia epitelial, em
contraste com a morfologia oval dos blastdmeros mais internos do embrido (COCKBURN,;
ROSSANT, 2010). Esta diferenca na morfologia dos blastdmeros se torna mais evidente no
estadio de mdrula (Figura 2), quando ja sdo observadas variacGes na expressdo de genes entre
os dois tipos de células (ROSSANT, 2016).

O processo de diferenciacdo celular que se iniciou no periodo de compactagdo termina
com a formacdo do blastocisto (COCKBURN; ROSSANT, 2010; SILVA et al, 2016). As
células mais externas do blastocisto formam o trofoblasto, que apresenta morfologia epitelial
achatada e delimitam a forma tridimensional do embrido. As células do embrioblasto
apresentam morfologia oval e se apresentam agregadas e aderidas ao trofoblasto. As mudangas
morfolégicas evidenciam que os dois tipos celulares apresentam funcfes e capacidades de
diferenciacéo distintas. O trofoblasto tem a capacidade de dar origem aos tipos celulares que
formam a placenta e seus anexos, enquanto que o embrioblasto tem o potencial de se diferenciar
nos tipos celulares que formam o feto e anexos fetais (COCKBURN; ROSSANT, 2010;
ROSSANT, 2016).
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2.4 Totipoténcia

A grande capacidade de diferenciacdo celular dos embrides foi foco de experimentagéo
desde o século XIX (TAGARELLI et al., 2004). Estudos iniciais utilizaram embriGes de
anfibios, pois séo faceis de cultivar em solu¢des com poucos sais, sdo de tamanho consideravel

em relacdo aos embrides de mamiferos e resistentes a manipulacdo (GURDON, 2006).

O isolamento mecénico de dois blastomeros de um embrido de Xenopus laevis resultou
na formag&o de dois girinos, mostrando que estes blastomeros apresentavam a capacidade de
formar todo o organismo. Experimentos semelhantes com embrides com até oito blastdbmeros
mostraram que, esta capacidade de diferenciacdo celular denominada de totipoténcia,
permanece em embrides até este estadio. Relatos semelhantes foram descritos em mamiferos,
demonstrando a totipoténcia em blastdbmeros de embrides no periodo de clivagem (MOORE et
al., 1968; WILLADSEN, 1981).

Apdbs a ativacdo do genoma embrionario, nenhuma célula do organismo possui a
capacidade de totipoténcia. A Unica forma artificial de obter células totipotentes € através da

clonagem por transferéncia nuclear (TN) (Figura 3).

Células Somaticas
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Figura 3. Clonagem de animais por transferéncia nuclear (TN).

A introducéo do nucleo de uma celula diferenciada no citoplasma de um ovacito inicia
um mecanismo denominado de reprogramacao celular, que resulta na formacdo de um zigoto

equivalente ao obtido pelo processo de fecundagdo. No entanto, a eficiéncia da clonagem por
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TN permanece entre 1 a 5% dos embrides resultam em nascimentos nas espécies de mamiferos
(WILMUT et al., 2002; KEEFER, 2015).

2.5 Pluripoténcia

A pluripoténcia é definida como a capacidade da célula de se diferenciar em todos os
tecidos dos trés folhetos germinativos, endoderma, mesoderma e ectoderma (SMITH, 2001).
As células pluripotentes apresentam alta relacdo nucleo-citoplasma, maultiplos nucléolos e
ciclos celulares curtos. As células do embrioblasto se diferenciam no epiblasto e hipoblasto,
que formardo o feto e o saco vetilinico, respectivamente (COCKBURN; ROSSANT, 2010;
ROSSANT, 2016). As células do epiblasto também d&o origem as células germinativas
primordiais (CGP) (MCLAREN, 2000), que migram para as cristas gonadais e formam os
gametas (BARTON et al., 2016).

A introducdo de células pluripotentes em embrides receptores demonstra que as células
introduzidas contribuem para formacéao dos diversos tecidos do feto (PICARD et al., 1990). Em
embrides modificados que formam apenas a placenta, a introducdo de células pluripotentes

permite a formacdo de fetos viaveis (NAGY et al., 1990).

O isolamento e cultivo in vitro de embrioblastos sob condi¢des definidas permite
estabelecer cultivos de células pluripotentes, denominadas células-tronco embrionérias (CTE)
(EVANS; KAUFFMAN, 1981; SMITH, 2001). As CTEs em cultivo mantém a morfologia
caracteristica de células pluripotentes e podem ser propagadas indefinidamente (SMITH, 2001,
MOURA, 2012). Quando expostas a substancias indutoras de diferenciacdo celular, como
fatores de crescimento e citocinas, elas perdem a condicdo pluripotente e formam células com
caracteristicas de diferentes tecidos. Além disso, quando submetidas a protocolos especificos,
as CTE sdo capazes de formar populagbes homogéneas de células definidas, como neurdnios
ou células cardiacas (SMITH, 2001). A introducdo de CTE em embrides receptores resulta na
formagéo de quimeras, ou seja, animais com tecidos originados a partir das CTE e das células
do embri&o receptor (BRADLEY et al., 1984). No entanto, por serem pluripotentes, as CTE
necessitam de um embrido receptor para formacao da placenta (NAGY et al., 1990; EGGAN et
al., 2002).
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2.5.1 Controle da pluripoténcia

A investigacdo do controle da pluripoténcia em embrifes durante o periodo antes da
implantacdo apresenta dificuldades bioldgicas e técnicas. Do ponto de vista bioldgico, os
embribes apresentam rapidas divisfes celulares, periodos sem transcricdo durante o controle
materno do desenvolvimento e formacao de diferentes tipos celulares no blastocisto (Figura 2).
O ndmero restrito de células que os embriGes apresentam, mesmo no estadio de blastocisto
(~100-150 ceélulas) dificultam as analises moleculares, exigindo por exemplo, a amplificacéo
linear do transcriptoma (KOCABAS et al., 2006), que por sua vez pode interferir na avaliacao
da expressao relativa dos genes. Por estes fatores, as investigacdes em CTE tem contribuido
mais para o entendimento do controle da pluripoténcia (MOURA, 2012; BOYER et al., 2005;
KIM et al., 2008; YEO e NG, 2013). O desenvolvimento de novas metodologias para avaliacéo
da cromatina e expressdo génica em pequenas quantidades de células (~100) ou até uma Unica
célula poderdo contribuir para elucidar o controle da pluripoténcia em embrides (DAHL,;
COLLAS, 2009, BOIANI; CIBELLI, 2016).

As primeiras investigacdes sobre o controle da pluripoténcia buscaram analisar as
exigéncias para a propagacdo das CTE, evitando assim a diferenciagdo celular espontanea em
cultivo (WILLIAM et al., 1988; HUANG et al., 2015). A identificacdo do fator inibitorio da
leucemia (LIF) para propagacdo das CTE de camundongos mostrou uma via de sinalizacdo
celular que impede a ativacdo de genes indutores de diferenciacdo (SMITH, 2001; MOURA,
2012; CHEN et al., 2016). Além da LIF, que atua pela modulacdo da via Janus quinase, outras
vias de sinalizacdo celular foram identificadas para propagacdo de CTE de camundongos
(SMITH, 2001; HUANGg et al., 2015; CHEN et al., 2016). Em humanos, as CTE necessitam da
modulacdo de vias de sinalizagédo diferentes das necessarias em camundongos (AMIT et al.,
2000; CHEN et al., 2016).

Fatores intrinsecos também contribuem para a manutencgéo da pluripoténcia de embriGes
e CTE (NICHOLS et al., 1998; KIM et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2015). A partir da
identificacdo dos genes necessarios para manutencdo da pluripoténcia, comegou-se a
caracterizar a fungcdo dos mesmos (NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000; CHAMBERS et
al., 2003; DEJOSEZ et al., 2008). Dentre os fatores identificados como necessarios para
manutencdo da pluripoténcia, destacam-se fatores de transcricdo, genes componentes de
mecanismos epigenéticos e fatores de controle pos-transcricional (BOYER et al., 2005;
SURANI et al., 2007; YEO; NG, 2013). A classe de genes predominante dentre o0s
caracterizados para o controle da pluripoténcia é de fatores de transcricdo (YEO; NG, 2013).
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Estes genes atuam na regulacdo génica, aumentando ou reduzindo a expressao dos genes alvos
(BOYER et al., 2005; WANG et al., 2006). Diversos fatores de transcrigdo sao necessarios para
estabelecer o fendtipo das células, atuando de forma isolada ou em conjunto para regulacéo dos
genes alvos (BOYER et al., 2005; KIM et al., 2008; YEO; NG, 2013).

2.5.2 Genes relacionados a pluripoténcia

Os genes necessarios para manutencdo da pluripoténcia ou que apresentam fungdes
centrais em células pluripotentes sdo denominados de genes relacionados a pluripoténcia
(GRP)s (LI; BELMONTE, 2017). Inicialmente, os GRPs identificados apresentavam expresséo
restrita a células pluripotentes ou totipotentes, ou seja, linhagens germinativas, ovocitos,
embrides e CTE (SCHOLER etal., 1989; CHAMBERS et al., 2003; MITSUI et al., 2003). Com
0 aumento do nimero de GRPs caracterizados (SURANI et al., 2007; KIM et al, 2008; HENG
et al., 2010), ficou evidente que poucos apresentam este perfil restrito de expressao.

Uma importante demonstracdo da importancia dos GRPs para pluripoténcia foi obtida
por meio da expressdo destes genes em células somaticas de camundongos e humanos
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006, 2016). As células reprogramadas pelos GRPs séo
denominadas de células-tronco embrionarias induzidas (CTEI) (Figura 4). Estas células sdo
semelhantes as CTE obtidas de embriBes, pois sdo pluripotentes in vitro e in vivo (OKITA et
al., 2007; WERNIG et al., 2007).

Células Células em
Somaticas Reprogramacao
/
(OCT4,S0X2, cMYC, KLF4)
O o o]
O O 8] O O
Reprogramacéo Celular j
Célula
Pluripotente

Figura 4. Producéo de células-tronco embrionarias induzidas (CTEI).
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O ndmero de GRPs caracterizados continua crescendo em camundongos e humanos,
sugerindo que ainda existem mais genes para serem caracterizados (SUBRAMANIAN et al.,
2009; ZHENG; HU, 2014). Por isso, 0os mecanismos pelos quais GRPs controlam a
pluripoténcia devem continuar crescendo e mais detalhado no futuro proximo. Este
conhecimento deve contribuir para melhor entender os mecanismos de totipoténcia,
pluripoténcia, desenvolvimento embrionério e auto-renovacéo de CTE (SMITH, 2001; HENG
et al., 2010). Em ruminantes, as investigacfes sobre GRPs tém caracterizado a expressao em

gametas, embriBes e outros tecidos (Tabela 1).

2.5.21C-MYC

CMYC faz parte de uma familia de fatores de transcri¢cdo composta por CMYC, NMYC
e LMYC (FAGNOCCHI; ZIPPO, 2017). Os genes CMYC apresentam diversas fun¢des em
células pluripotentes, como controle do ciclo celular, metabolismo, modulacdo de vias de
sinalizacdo, controle epigenético de genes alvos e outros fatores de transcricdo que controlam
diferenciacdo celular como genes homedticos da classe HOX (FAGNOCCHI; ZIPPO, 2017).
CMYC e NMYC apresentam expressao semelhantes durante o desenvolvimento embrionario
de camundongos e pelo menos um deles é necessario para manutencdo da pluripoténcia
(SMITH et al., 2010).

A expressdo de CMYC ja foi analisada em diversos tecidos de bovinos e bufalos entre
0s ruminantes, conforme observado na Tabela 1. CMYC foi detectado apenas em ovocitos e
blastocistos de bovinos (MILES et al., 2012; MADEJA et al., 2013). Em budfalos, CMYC foi
detectado com niveis de expressdo maiores em ovocitos e sua expressao diminui durante o

desenvolvimento embrionario (SINGH et al., 2014).

2.5.2.2 Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, chromosome X,
genel (DAX1)

O gene DAX1 é um membro 6rfdo da superfamilia dos receptores nucleares e foi
renomeado como NROB1 de acordo com a nomeclatura vigente para esta classe de gene
(NIAKAN; McCABE, 2005). A caracterizagdo dos camundongos sem DAX1 (NROB1)
demonstrou que o gene é dispensavel para a formacdo dos ovocitos e embrides (YU et al.,

1998). Em contrapartida, células germinativas de machos sem DAX1 ndo completam a
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espermatogénese devido a progressiva degeneracdo do epitélio germinativo testicular (YU et
al., 1998). DAX1 foi detectado em ovécitos e durante todo o desenvolvimento embrionério de
camundongos (CLIPSHAM et al., 2004; STICKELS et al., 2015). DAX1 contribui no processo
de reprogramacdo celular ao facilitar a reativacdo de outros GRPs (ZHANG et al., 2014;
LUJAN et al., 2015), embora a necessidade da atividade de DAX1 para manutengdo da
pluripoténcia em CTE seja controversa (KHALFALLAH et al., 2009; ZHANG et al., 2014).

Tabela 1. Expressdo dos genes relacionados a pluripoténcia em ruminantes.

MODO DE

GENE ACAO

LOCALIZACAO E FUNCAO

CTE®, células amnidticas®™, embrides™;
células germinativas®, CTMP, CTAMP, glandula mamaria®, linfocitos®,
musculo liso®, epitelio pulmonar®, glandula pituitaria®, linhagem celular
Fator de . : b-
CMYC transcricio imortalizada®;
¢ expressdo aumentada pela via de sinalizagdo wnt e pelo IGF-17;
Expressdo varia durante o crescimento folicular®; Permite imortalizar
fibroblastos®; Expressdo aumenta em meio acido®

DAX1 Fator de

(NROB1) transcricdo Células adrenocorticais®

GLISL Fator de Ovacitos? e embrides®;
transcricgéo Atividade ¢é necessaria para o desenvolvimento embrionario®;
KLF5 Fator de Endométrio®

transcricdo

Células germinativas®®", ovocitos®; embridestPPy CMSS, CTAS, CTESPY,
CTFP¢, CTMO¢, CTEI?bu CTMEbEUY CTNS, CTAM®,
corddo umbilical®, células amnidticas®?, Gtero® e placenta®;
OCT4 Fator de Inibe o Interferon-Tau®®; m?RNA-145, via MAPK, 3MP4, I_?ock e SIRT3
(POUSF1) transcricdo reduzem a expressdo®?"; Via wnt, BMP5, Oxanflatina, 3-hidroflavona,
acido lisofosfatidico, aumentam a expressao®;

Composicéo e pH do meio afetam a expressao, marcador de viabilidade
embrionaria; Nivel de expressdo associada a competéncia ovocitaria®; 11E
e TN afetam express&o®

RONIN Fator .de~ Cultivos de trofoblasto®; ovocitos®; células do cumulus®®
transcricao

Fator de .. n ,
ZFP281 . ovocitos®; embrides®, células do cumulus®®
transcricéo

Embriges® b4.0¢; dois loci®;
ZEX Fator de Escapa a inativagdo do cromossomo X®;

transcricéo
¢ uso para sexagem por PCRPPuorc

CMS: célula muscular satélite. CTA: célula-tronco adiposa. CTAM: célula-tronco amniética. CTE: Célula-tronco
embrionéria. CTEI: Célula-tronco embrionéaria induzida. CTFP: Célula-tronco do foliculo piloso. CTM: Célula-
tronco mesenquimal. CTMO: Célula-tronco da medula éssea. CTN: Célula-tronco neural. lIE: injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides. IGF-I: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1. MAPK:
mitogen-activated protein kinase. BMP: Bone morphogenetic proteins. TN: transferéncia nuclear. WNT:
Wingless-related integration site.
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2.5.2.3 Glis family zinc finger 1 (GLI1S1)

GLIS1 foi identificado numa prospeccdo de fatores de transcricdo envolvidos na
reprogramacao celular (MAEKAWA et al., 2011). Sua expressdo em camundongos é maior em
ovocitos e zigotos, porém € baixa em CTE, fibroblastos e outras células somaticas
(MAEKAWA; YAMANAKA, 2011). Acredita-se que GLIS1 ndo havia sido identificado como
GRP anteriormente devido a pequena diferenca de expressdo entre células somaticas e
pluripotentes (MAEKAWA; YAMANAKA, 2011). GLIS1 tem maior expressdo em ovocitos,
embrides bovinos até o estadio de quatro células e ainda detectado em embribes de oito células
(TAKAHASHI et al., 2015). O silenciamento de GLIS1 blogueia o desenvolvimento
embrionario no estadio de quatro para oito células, possivelmente pela inibicdo parcial ou

completa da ativacdo do genoma embrionario (TAKAHASHI et al., 2015).

2.5.2.4 Kruppel-Like Factor 5 (KLF5)

KLF5 faz parte da familia Kruppel-Like de fatores de transcri¢cdo, composta por 17
membros, com atividade em diversos processos biolégicos como proliferacdo celular,
metabolismo, resposta ao estresse, entre outros (DIAKIW et al., 2013). KLF5 é necessario para
manutencdo da pluripoténcia, sendo expresso durante todo desenvolvimento embrionario de
camundongos (EMA et al., 2008; PARISI; RUSSO, 2011). A influéncia de KLF5 sobre a
pluripoténcia depende da regulacdo de outros GRPs e silenciamento de genes promotores de
diferenciacéo celular (PARISI; RUSSO, 2011).

Os genes KLF2, KLF4 e KLF5 parecem ter funcbes redundantes em células
pluripotentes (JIANG et al., 2008). Estes genes apresentam multiplos genes alvos em comum
em associagcdo ao NANOG, enquanto que o silenciamento dos trés genes é necessario para que
CTE se diferenciem (JIANG et al., 2008).

2.5.2.5 Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4)

OCTH4 foi o primeiro fator de transcri¢do descrito em embrides (SCHOLER et al., 1989,
1990; ROSNER et al., 1990) e o primeiro GRP caracterizado em mamiferos (NICHOLS et al.,
1998; NIWA et al., 2000). OCT4 apresenta expressdo restrita as células das linhagens

germinativas, ovocitos, embrides e CTE. O silencimento de OCT4 causa a formacdo de
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blastocistos com embrioblasto ndo pluripotente, ou seja, com potencial apenas para formacéo
de células do trofoblasto (NICHOLS et al., 1998). Curiosamente, as células do trofoblasto
necessitam das células pluripotentes do embrioblasto para proliferar e manter viabilidade
(NICHOLS et al., 1998; LE BIN et al., 2014). Embora seja dispensavel no periodo de clivagem,
ndo hé a formac&o do epiblasto e endoderma primitivo a partir do embrioblasto sem a atividade
de OCT4 (LE BIN et al., 2014).

A investigacdo de OCT4 em nivel gendmico tem contribuido para explicar como o gene
participa do controle da pluripoténcia (BOYER et al., 2005; LOH et al., 2006). OCT4 forma
complexos proteicos com SOX2 e outros fatores de transcricdo (RIZZINO, 2013), para regular
centenas de genes alvos em células pluripotentes (BOYER et al., 2005; LOH et al., 2006). O
complexo OCT4-SOX2 ativa outros GRPs, controla diversas vias de sinalizacdo e silencia
fatores de transcricdo indutores de diferenciacdo celular (BOYER et al., 2005; RIZZINO,
2013).

2.5.2.6 RONIN

RONIN (THAP11) foi identificado como um fator de interacdo com CASPASE 3 em
CTE de camundongos (DEJOSEZ et al., 2008; ZWAKA, 2008). Demonstrou-se anteriormente
que a clivagem de NANOG pela CASPASE 3 era um mecanismo de inducdo das CTE para
diferenciacdo celular (FUJITA et al., 2008). Ao investigar proteinas que interagem com
NANOG em células pluripotentes, identificou-se RONIN. Curiosamente, 0s genes alvo de
RONIN foram diferentes dos regulados por OCT4, SOX2 e NANOG (BOYER et al., 2005;
DEJOSEZ et al., 2008; ZWAKA, 2008). Este fato sugeriu que RONIN contribui de forma
diferente dos demais GRPs para manutencdo da pluripoténcia. Uma avaliag¢éo posterior mostrou
gue RONIN participa do controle de processos como: inicio da transcri¢éo, splicing alternativo
e metabolismo celular (DEJOSEZ et al., 2010). Associado ao fator de transcricdo HCF-1
contribui para répida proliferacdo das CTE através do aumento da expressdao de genes
necessarios para sintese proteica e producdo de energia (DEJOSEZ et al., 2010). Em
ruminantes, RONIN foi detectado em cultivos de células do trofoblasto, ovocitos e células do
cumulus (HUANG et al., 2014; MOURA et al., 2014).
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2.5.2.7 Zinc Finger Protein 281 (ZFP281)

ZFP281 foi identificado como um GRP por ter expressdo diferencial entre células
pluripotentes e células diferenciadas (WANG et al., 2006, 2008). Existem divergéncias quanto
a necessidade de ZFP281 para manutencéo da pluripoténcia, possivelmente devido a diferencas
nos métodos de silenciamento do gene ou condicdes de cultivo das CTE (WANG et al., 2006,
2008; FIDALGO et al., 2011). ZFP281 forma complexos com NANOG (WANG et al., 2006),
OCT4 e SOX2 (WANG et al., 2006, 2008) para o controle da pluripoténcia. Além disso,
controla diversos genes alvos em conjunto com estes GRPs, embora sua funcéo principal seja
silenciar os alvos, inclusive outros GRPs (WANG et al., 2008; FIDALGO et al., 2011). Por ter
essa funcdo sobre GRPs, ZFP281 reduz a eficiéncia da reprogramacéo celular ao dificultar a
ativacdo de NANOG (FIDALGO et al., 2012).

Em Oryzias latipes, ZFP281 apresentou expressdo preferencial nas gbnadas, mas
também foi detectado no cérebro e coracdo (WANG et al., 2011). ZFP281 em pequenos
ruminantes, foi detectado em fibroblastos, células do cumulus, gametas e embrides (MOURA

et al., 2014), sugerindo perfil de expressdo conservado entre as espécies.

2.5.2.8 Zinc Finger Protein, X-Linked (ZFX)

O gene ZFX foi um dos primeiros genes caracterizados no cromossomo X (YU et al.,
1998). A expressdo temporal desse gene foi descrita durante o desenvolvimento embrionério
de camundongos, ovinos e bovinos (BERNARDI et al., 1996; PEIPPO et al., 2002). ZFX possui
uma versdo no cromossomo Y, denominado ZFY, com expressao constitutiva durante o periodo
que antecede a implantacdo . Mais recentemente, foi demonstrado que ZFX é necesséario para a
manutencéo da pluripoténcia de CTE de camundongos e humanos (GALAN-CARIDAD et al.,
2007; HAREL et al., 2012). No entanto, embrides com ZFX inativo sdo capazes de atingir o
estadio de blastocisto e implantar (LUOH et al., 1997; GALAN-CARIDAD et al., 2007).

2.6 Avaliacao da expressdo génica em gametas e embrides

A avaliacdo da atividade de genes em gametas e embriGes de mamiferos tem sido alvo
de intensa investigacdo a décadas (PAMPFER et al., 1992; NIEMANN; WRENZYCKI, 2001).
A partir desta abordagem, foi possivel identificar genes com expressédo restritas aos gametas e
embrides (SCHOLER et al., 1989, 1990), identificar efeitos das condigGes in vitro sobre o



30

metabolismo e viabilidade dos embrides (NATALE et al., 2001; NIEMANN; WRENZYCKI,
2001; BORTVIN et al., 2003), implica¢des de agentes toxicos (HUUSKONEN, 2005) e genes
necessarios para o desenvolvimento embrionario (NICHOLS et al., 1998; ROSSANT, 2016),

entre outros mecanismaos.

Um importante avango foi a adogdo de técnicas quantitativas para avaliacdo da
expressao génica em gametas e embrides, principalmente a PCR em tempo real (RT-qPCR)
(LECHNIAK, 2002; PFEFFEr et al., 2007). Este avanco permitiu determinar flutuacdes da
atividade génica durante o desenvolvimento embrionario (PFEFFER et al., 2007; HAMATANI
et al., 2008). Diferentes aspectos das técnicas de RT-gPCR podem influenciar os resultados da
expressao génica relativa, como as condigdes de extracdo de RNA, escolha dos genes de
referéncia e quantidades inicial de células (JEONG et al., 2005; PFEFFER et al., 2007). Por
isso, a adocdo de métodos que padronizam a RT-gPCR sdo importantes para garantir a avaliacao
génica relativa sem artefatos técnicos (TAYLOR; MRKUSICH, 2014).

A avaliagdo da expressdo génica por RT-gPCR apresenta uma vantagem importante
sobre abordagens bioguimicas e genéticas para investigar gametas e embrides, pois ndo
necessita de grandes quantidades de material biolégico (KRUSSEL et al., 2000;
HOCHEDLINGER; JAENISCH, 2006). Por isso, a avaliagdo da expressdo génica deve
continuar como uma importante ferramenta para investigar os mecanismos de controle da
gametogénese e desenvolvimento embrionario. Uma importante inovacdo foi o
desenvolvimento das abordagens para RT-qPCR a partir de uma Unica célula, que vao permitir
comparar a expressao génica entre blastbmeros, entre embrioblasto e trofoblasto, dentre outras
possibilidades (BOIANI; CIBELLI, 2016).
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Resumo. A embriogénese da fecundacdo ao blastocisto é um periodo dindmico durante o
desenvolvimento dos mamiferos. Apesar da semelhanca morfoldgica dos embriGes destas
espécies, algumas diferengas tém sido encontradas em nivel molecular. O objetivo foi
identificar a expressdo temporal de oito genes relacionados a pluripoténcia (GRP) em
embrides bovinos e ovinos produzidos in vitro. Ovécitos, embrides clivados, mdrulas e
blastocistos foram avaliados por PCR em tempo real (RT-qPCR). Cinco genes foram detectados
em todos os estadios nas duas espécies (OCT4, RONIN, ZFP281, ZFX e KLF5). CMYC foi
detectado em todas as amostras de bovinos, embora em ovinos seja expresso a partir da fase
de clivagem. Em contrapartida, DAX1 foi detectado em todas as amostras de ovinos, embora
ndo seja em morula de bovinos. GLIS1 apresentou a maior variagdo entre as espécies, sendo
detectado em ovdcitos de bovinos e em embrides clivados e blastocistos de ovinos. Analises
in silico de nivel de proteina sugerem que a funcdo dos GRPs é conservada em ruminantes. Em
conclusdo, a expressao temporal dos GRPs difere entre bovinos e ovinos, sugerindo possiveis
diferencas na utilizacdo destes genes como marcadores moleculares de embrides nestas

espécies.


mailto:maloufrpe@uol.com.br

43
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desenvolvimento pré-implantacédo, pluripotente, ruminantes.

Abstract. Early embryogenesis from fertilization through blastocyst stage is a dynamic phase
during mammalian development. Despite the morphological similarity in embryos from these
species, some differences have been found at the molecular level. The work was aimed to
describe the temporal expression of eight pluripotency-associated genes (PAG), in sheep and
cattle in vitro produced embryos. Oocytes, cleaved embryos, morulas and blastocysts were
evaluated by real time PCR (RT-gPCR). Five genes were detected in all developmental stages
in both species (OCT4, RONIN, ZFP281, ZFX and KLF5). CMYC was detected in all bovine
samples but was expressed in sheep from cleavage stage onwards. In contrast, DAX1 was
detected in all sheep samples, but was not expressed in bovine morula stage embryos. GLIS1
displayed the greatest variation among species, detected in bovine oocytes and sheep cleaved
embryos and blastocysts. In silico analysis at the protein level suggests that PAG function may
be conserved in ruminants. In conclusion, temporal expression of pluripotency- associated
genes differs between sheep and cattle, suggesting possible differences in their usage as

molecular markers in these species.

Additional Keywords: embryogenesis, pluripotent, preimplantation development, ruminant.

Introducéo

O desenvolvimento embrionario de ruminantes se inicia ap0s processo de fecundacdo e
singamia dos genomas dos gametas. O periodo inicial de desenvolvimento apresenta divisdes
celulares simeétricas, com reducdo progressiva do volume celular (Rossant 2007). Os
blastbmeros neste periodo séo totipotentes, ou seja, possuem a capacidade de dar origem aos

diversos tecidos que formam o feto e a placenta (Willadsen 1981; Rossant, 2007; Cockburn e
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Rossant 2010). Apds a fase de compactacdo, 0 embrido passa pelo primeiro processo de
diferenciacdo celular, que resulta na formagdo do embrioblasto e trofoblasto (Rossant 2007,
2016). O embrioblasto é pluripotente, portanto possui a capacidade de dar origem a todos 0s
tecidos que formam o feto, enquanto que o trofoblasto forma os tipos celulares da placenta

(Cockburn e Rossant 2010; Moura 2012).

O controle em nivel molecular da totipoténcia e da pluripoténcia tem sido intensamente
investigados (Moura 2012; Yeo e Ng 2013; Dang-Nguyen e Torres-Padilla 2015; Wu et al.
2016). Estes estadios celulares sdo controlados em diferentes niveis moleculares (epigenéticos,
transcricional e pds-transcricional), embora o controle transcricional apresente uma importante
funcdo pois a maioria dos GRPs seja formada por fatores de transcricdo (Moura 2012; Rossant
2016; Wu et al. 2016). Diversos genes foram identificados como necessarios para a
pluripoténcia e viabilidade do embrioblasto. (Nichols et al. 1998; Yeo e Ng 2013; Goissis e

Cibelli 2014).

Apesar da intensa investigacdo dos GRPs em humanos e camundongos (Dang-Nguyen e
Torres-Padilla 2015), pode-se afirmar que pouco se conhece sobre essa classe de genes em
outras especies (Berg et al. 2011; Goissis e Cibelli, 2014; Takahashi et al. 2015). Alguns
trabalhos determinaram a expressdo espaco-temporal de GRPs em caprinos, bovinos e bdfalos
(He et al. 2006; Sanna et al. 2010; Rodriguez-Alvarez et al. 2010; Anand et al. 2011). Poucos
relatos investigaram a expressdao de GRPs em gametas e embrides ovinos, enguanto outros
relatos identificaram a expressao apenas no estadio de blastocisto (Sanna et al. 2010; Kim et al.
2013; Wang et al. 2013). Entretanto, pouco se conhece sobre as fun¢des dos GRPs em
ruminantes (Berg et al. 2011; Takahashi et al. 2015). O objetivo foi avaliar a expressao temporal

de oito GRPs em ovdcitos e embrides produzidos in vitro de ovinos e bovinos.
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Material e Métodos

Producéo in vitro de embrides de ovinos

O projeto foi desenvolvido (Fig.5) com a aprovacdo do Comité de Etica da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob a licenca de nimero 035/2016 (Processo
23082.002437/2016). Os ovarios foram coletados no matadouro pablico no municipio de
Paulista (PE). Imediatamente apds o abate dos animais, os ovarios foram transportados para o
laborat6rio em solucdo fisiologica aquecida a 35 °C. Os complexos cumulus-ovacitos (CCOs)
foram aspirados de foliculos ovarianos medindo de 2 a 6 mm em meio de lavagem (H-MIV),
composto por TCM-199, contendo sais de Hank’s suplementado com 2 mM de L-Glutamina,
10 % de soro fetal bovino (SFB), 25 Ul mL™* de Hemofol e 1ug mL™ sulfato de gentamicina.
Os CCOs, que apresentavam trés ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo, foram utilizados para maturacéo in vitro (MIV), conforme descrito por Bezerra et

al. (2014).

Bioinformatica
(In Silico)

Producao in vitro ot o N
Expressao génica

de embrides

T Sequéncias Sondas
Ovécitos RNA total bt
(Homo sapiens)
o . . Sequéncias de Ruminantes
REqECR (Ovis aries, Bos taurus)

Eletroforese Propriedades Alinhamentos
(10 espécies)

Fig.5: Fluxograma das atividades para avaliacdo da expressdo temporal de genes relacionados
a pluripoténcia em embrifes de ovinos e bovinos.
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O meio de maturacdo foi composto pelo TCM-199 com sais de Earle’s suplementado com
50 png mLt de piruvato de sodio, 2,6 mg mL™ de bicarbonato de sédio, 5,0 ug mL* de hormadnio
foliculo estimulante (FSH), 5,0 ug mL™* de hormdnio luteinizante (LH), 2mM de L-Glutamina,
10% de SFB e 0,5 uL mL* sulfato de gentamicina. Os ovdcitos foram incubados em grupos de
15-30 em gotas de 100-150 pL cobertas com 6leo mineral a 38,5 °C em atmosfera Umida

contendo 5 % de CO; durante 24 horas.

Efetuou-se a fecundagédo in vitro (FIV) com sémen congelado (Chiamenti et al. 2013).
Cuidadosamente, uma palheta de sémen (0,25 mL) foi depositada em microtubos conicos,
contendo 0,5 mL do gradiente de Percoll (45 % / 90 %). Em seguida, centrifugou-se a 1000 g,
por sete minutos (Morris et al. 2003). O pellet foi resuspendido em meio FIV, composto pelo
meio fluido sintético do oviduto (SOF), contendo 10 % de soro de ovelha em estro (SOE) e
centrifugado a 700 g por sete minutos. O sobrenadante foi removido e a concentragdo de
espermatozoides determinada para a FIV. Os ovécitos ap6s a M1V foram lavados em meio FIV
e transferidos (25 ovaocitos) para as gotas de 100 puL de meio FIV sob dleo de parafina
esterilizada, local onde foi depositada a suspensdo espermatica na concentracédo final de 1,0 -
2,0 X 10° espermatozdides mL*. Os gametas foram co-incubados em condigdes atmosféricas

idénticas aquelas da MIV durante o periodo de 18-20 horas.

Procedeu-se a ativacdo partenogenética conforme descrito por Moura et al. (2008). Os
ovocitos foram desnudados com tratamento inicial a 0,2 % de hialuronidase por cinco minutos.
Em seguida, os ovécitos foram transferidos para nova gota de hialuronidase e submetidos a
pipetagem por cinco minutos. Os ovécitos desnudos foram lavados em meio, composto por
SOF com aminoacidos (SOFaa) e suplementado com 5 % de SFB. A ativacdo partenogenéetica
foi iniciada com 5 uM de ionomicina por cinco minutos, seguida de lavagens em meio SOFaa
e cultivo em solugédo a 2 mM de 6-DMAP por trés horas (Bebbere et al. 2010). Finalmente, os

ovacitos foram lavados cinco vezes em meio SOFaa.
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Os presumiveis zigotos foram cultivados em meio SOFaa suplementado com 5 % de SFB
(Moura et al. 2008), além da monocamada de células do cumulus. A avaliacdo do
desenvolvimento embrionério foi realizado no 3° dia (D3) para clivagem, no 5° dia (D5) para
morulas e sétimo dia (D7) para blastocistos. Os percentuais de desenvolvimento embrionario

foram calculados a partir do nimero de ovécitos maturados.

Producéo in vitro de embrides de bovinos

Os ovarios foram coletados no matadouro pablico do municipio de Sdo Lourenco da Mata (PE).
Imediatamente apds o abate dos animais, 0s ovarios foram transportados em solucdo fisioldgica
a 0,9 % de NaCl e 1 pL mL™ de solucéo 100 x de penicilina e estreptomicina (Invitrogen) a

temperatura de 35 °C para o Laboratério em periodo inferior a trés horas.

Os complexos cumulus-ovécitos (CCOs) foram aspirados de foliculos ovarianos medindo
de 2 a8 mm em meio H-MIV, composto por TCM-199 contendo sais de Hank’s suplementado

com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de L-Glutamina e 1 uL. mg sulfato de gentamicina.

Os CCOs de qualidade grau | (citoplasma homogéneo e mais de trés camadas de células do
cumulus) e grau Il (citoplasma levemente heterogéneo e/ou menos de trés camadas de células

do cumulus) foram lavados e destinados & maturacéo in vitro, conforme Moura et al. (2008).

Os CCOs foram maturados em meio TCM-199 com sais de Earle’s, 5 ug mL? de FSH, 2
mM de L-glutamina, 10 % de SFB e 1 pg mL™? de sulfato de gentamicina. Grupos de 25 a 30
CCOs foram colocados em gotas de 150 uL de meio MIV sob dleo mineral, em placa de Petri
de 35 mm e incubados em estufa, com atmosfera saturada de umidade, 5 % de CO; a 38,5 °C,

durante 24 horas.

Os CCOs maturados passaram por um desnudamento parcial mecénico antes da FIV por
meio de sucessivas pipetagens. Os CCOs foram lavados em meio TALP e posteriormente em

meio FERT-TALP. Em seguida, estas estruturas foram colocados em placa de Petri com gotas
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contendo 100 - 150 uL (15 - 25 ovdcitos por gota) em meio FERT-TALP, contendo 10 ug mL"

! de heparina e cobertas com 6leo mineral.

A FIV foi realizada com sémen congelado. Cuidadosamente, uma palheta de sémen foi
depositada em tubos conicos de centrifuga, contendo 0,5 mL do gradiente de Percoll (45 % / 90
%), e centrifugado a 700 g por sete minutos (Nascimento et al. 2016). O pellet foi resuspendido
em meio FIV, composto pelo meio FERT-TALP, contendo 10 pg mL™ de heparina e
centrifugado a 700 g, por sete minutos. O sobrenadante foi removido e a concentracdo de
espermatozoides foi determinada para a FIV. A dose inseminante foi de 1,0 x 10°
espermatozoides por mL™?. Finalmente, os gametas foram incubados por 18 - 20 horas nas

mesmas condi¢des ja descritas para a maturacao.

Os presumiveis zigotos foram lavados em meio SOFaa e transferidos para placas de Petri de
60 mm, com gotas de 150 pL, do mesmo meio, cobertas com éleo mineral, e mantidas em
estufa, com atmosfera saturada de umidade; 5 % de CO; & 38,5 °C, durante sete dias. A
avaliacdo do desenvolvimento embrionario foi realizado no 3° dia (D3) para clivagem, no 5°
dia (D5) para mérulas e 7° dia (D7) para blastocistos. Os percentuais de desenvolvimento

embrionario foram calculados a partir do nimero de ovocitos maturados.

Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi obtida com RNAeasy Micro Plus (Qiagen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os pools para extracdo foram por 50 - 100 ovocitos, 10 - 20
embrides clivados, 10 - 15 morulas e 10 - 15 blastocistos e foram armazenados em PBS sem
calcio e magnesio a -80 °C. As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 14.000 g por
um minuto. Adicionou-se 75 pL do tampdo RLT e a amostra foi submetido ao vortex, por 30
segundos. Em seguida, foi adicionado a 75 pL de etanol 70 % e misturado por pipetagem. O

material foi transferido para a mini coluna do Kit e centrifugado a 14.000 g por um minuto. Foi
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adicionado 350 pL da solugdo RW1 e centrifugado a rotacdo de 14.000 g, por um minuto. Em
seguida, as amostras foram tratadas com solugéo de DNAse I, por 15 minutos, em temperatura
ambiente. Foram adicionados 350 pL da solugdo RW1 e centrifugado a 14.000 g, por um
minuto. Foi realizada mais uma lavagem com 500 pL da solu¢do RPE e novamente centrifugado
a 14.000 g, por um minuto. A dltima lavagem utilizou 500 pL de etanol a 80 % com
centrifugacgdo a 14.000 g, por dois minutos. Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo com
0s tubos da coluna aberto a 17.000 g por cinco minutos para elimina¢do completa de etanol. A
eluicdo do RNA total foi realizada com 14 pL de H.O RNAse - free e centrifugacdo a 17.000 g

por um minuto. O RNA total foi usado imediatamente para sintese de cDNA.

Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada com o QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen), de
acordo com as recomendac@es do fabricante. Possiveis resquicios de DNA foram removidos
das amostras pela reacéo de eliminacdo de DNA gendmico, contendo 2 uL de reaction buffer,
12 uL de RNA total e 14 pL de volume final a 42 °C por dois minutos. A sintese de cDNA foi
composta por 14 uL da reacdo de eliminagcdo de DNA gendmico, 4 uL de 5x Quantiscript RT
buffer, 1 uL de RT primer Mix e 1 uL de Quantiscript reverse transcriptase e volume final de
20 uL a 42 °C por 30 minutos. A transcriptase reversa foi inativada pela incubagéo da reacéo a

95 °C, por 3 minutos. O cDNA foi armazenado a - 20 °C.

PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

Os primers foram desenhados utilizando-se os programas Primer-BLAST (Ye et al. 2012) e
selecionados pelo Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000). Os primers foram desenhados para
amplificar produtos com 70 - 200 pares de base (pb), 40% a 60 % de conteudo GC, tamanho

de 19 a 23 bases, evitando a formacao de dimeros de primers e anelando jungfes éxon- éxon
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(Tabela 2). As reagdes de PCR em Tempo Real (RT-gPCR) foram realizadas no equipamento
LineGene 9660 modelo FQD-96A (Bioer®), usando detecgdo por SYBR Green. A reagdo foi
composta por 1 pL da amostra de cDNA, 5 uL gPCR Master Mix 2x (Promega®), 3,4 pL H.O
ultrapura e 0,6 pL de primers (0,25 puM) em volume final de 10 uL. O cDNA de ovacitos e
embrides foram utilizados como amostras concentradas. As reagdes foram realizadas com as
condigdes a seguir: desnaturacdo inicial de 95 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 95
°C por 15 segundos, 60 - 62 °C por 30 segundos. A temperatura de anelamento e extensao de
60 °C foi utilizada para as reagdes em ovinos, engquanto que a temperatura de 62 °C foi usada
para as reagoes de bovinos. As curvas de melting foram analisadas em 65 — 95 °C, por 20
minutos, apos os 40 ciclos. Os niveis de expressao dos genes candidatos foram determinados

pelo ciclo de quantificacdo (Cq) durante a fase exponencial da PCR.

Bioinformatica

Sequéncias sonda de humanos (Homo sapiens) foram utilizadas para encontrar sequéncias
candidatas em bovinos (Bos taurus) e ovinos (Ovis aries) paraos genes CMYC, DAX1, GLIS1,
KLF5, OCT4, RONIN, ZFP281 e ZFX no UniProt (http://www.uniprot.org/). Com auxilio da
sequéncia “sonda” de RNA mensageiro (RNAm), o tBLASn foi utilizado para identificadar
mais sequéncias candidatas para os GRPs selecionados, e alinhamentos com cut-off de e-value

> e 1% foram considerados hits (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

A traducdo das proteinas foi realizada utilizando o programa ORF-Finder, para identificar o
quadro de leitura que codificard a proteina de cada sequéncia de RNAm candidata. Os
alinhamentos multiplos de proteina foram realizados utilizando- se MEGAY7. A predigdo do
peso molecular e o ponto isoelétrico foram realizadas a partir do JVirGel 2.0 e a localizacao

subcelular, por meio do Cell-PLoc 2.0.


http://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Resultados

Tabela 2: Primers utilizado para deteccdo dos genes relacionados a pluripoténcia em gametas
e embrides de ovinos e bovinos por RT- gPCR

Sequéncia 5°-3’ Amplicon J}Jngao Numero
Gene (Forward e Reverse) (o) éxon- de Acesso
éxon (Espécie)
CMYC F- ACTCCACCGCCTTTTCTCC 135 sim N l\/I(bo\lei.(;?ﬁaOS;42
R- CTTGTTCTTCCTCAGAGTCGC
F- ACAGTGCCCTCTTCCTTCTG 131 NM_001205857.1
DAX1 R- GTGCCTTCACAACTTTGCAC Nao (Bos taurus)
F- TGGAGGGACTTATGACCACTG 119 gi27525390
GAPDH R- AGAAGCAGGGATGATGTTCTG Nao (Capra hircus)
GLISI F- TTCAGCAACTCCAGTGACCG 170 Sim XM_010827013.1
R- GTGTGCAGCTTCTTACGCAC (Bos taurus)
KLE5 F- CATACTGGTGAGAAGCCGTACA 192 Sim XM_004012185.2
R- GGCAGCTCAGTTCTGGTGT (Ovis aries)
ocTa F- GTGAGAGGCAACCTGGAGAG 153 N GB%gE?ﬁZ) (Capra
R- GTCACTGCTTGATCGTTTGC
RONIN F- CACGGGAGAAGACGTTAAGC 187 N6 N'Eg—()g%ﬁ?ﬁg)%
R- GGAGCCAGTATCAGGGAAGC
SDHA F- GGAGCTGGAGAATTACGGCA 177 Sim X'\A@O\;iﬁilss'd“l
R- CGCAGGGACCTTCCATACAA
TBP F- AGAATAAGAGAGCCCCGCAC 78 sim XM 012166509.1
R- TTCTTCACTCTTGGCTCCCG (Ovis aries)
ZEP281 F- TCCAAATACCTCCAACAGGC 194 N6 XEA—G,[l 09rl?.6
R- GGCAATGAAGATGGCAACAC (Bos taurus)
NM_177490.1
ZEX F- TCCTTGGATGATGCTGGCAA 163 Nio (Bos taurus)

R- CAGTCCCACCTAAGTCATCCTC

Producéo in vitro de embrides

Embrides de ovinos e bovinos foram produzidos in vitro para a analise da expressao dos GRPs
durante o desenvolvimento embrionario (Tabela 3). Embrides bovinos foram obtidos a partir
da FIV, enquanto que os embrides ovinos foram produzidos por FIV e ativagédo partenogenética.
No entanto, a ativacdo partenogenética produziu embrides ovinos com maior eficiéncia e
melhor morfologia. Por esses motivos, os embrides ovinos partenogenéticos foram utilizados

para a expressdo génica (Tabela 3).
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Tabela 3. Producdo in vitro de embrides ovinos e bovinos.

Espécie Ovdcitos Método Clivagem Moérula Blastocisto
(n) n (%) n (%) n (%)
Ovis aries 156 Ap 1081126 857" 67/110 60.9)A 21/63 (33,0)8
Ovis aries 73 FIV. 18/71(253)°  471(056)8  1/46 (02,1)C
Bos taurus 122 Fiv  122/191(838)° 74/138 56,2)2 28/52 (53,8)

AP: ativacdo partenogenética. FIV: Fecundacdo in vitro. Letras sobrescritas diferentes (A, B, C) denotam
diferenca estatistica pelo teste de qui-quadrado (0,05).

Deteccédo de expressao de genes associados a pluripoténcia por PCR em tempo real (RT-gPCR)
Os genes de referéncia GAPDH, TBP e SDHA foram detectados em todas as amostras (Fig. 6).
Baseado nos Cq, GAPDH e SDHA foram semelhantes e eficientes para ambas as espécies,
indicando que sdo potenciais candidatos como genes de referéncia para o desenvolvimento
embrionario (Tabela 4). A variacdo que foi observada nos Cq entre as espécies foi devido as
quantidades diferentes de material bioldgico inicial, onde a amostra de bovinos tinha
aproximadamente o dobro de ovocitos (Fig. 6). TBP apresentou menor potencial para as

amostras de bovino e ovécitos de ovinos, embora mais eficiente para embrifes ovinos.

Todos os GRPs candidatos foram detectados em ovinos e bovinos (Fig. 6), bovinos, com
curvas de melting compativeis com os produtos amplificados (Anexo A). Os GRPs
apresentaram trés perfis de expressao, considerando as duas espécies. Os genes OCT4, RONIN,
ZFP281, ZFX e KLF5 foram detectados em ovocitos e todos estadios embrionarios das duas
espécies (Tabela 4). Quanto aos Cq, 0s genes apresentaram diferencas entre as espécies. Em
ovinos, 0s genes OCT4, ZFX e KLF5 apresentaram Cq menores com o progresso do

desenvolvimento embrionario e aumento do niamero de células (Tabela 5).
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ZFP281 e RONIN de ovinos apresentaram maiores Cq para ovacitos e menores em embrides
nos diferentes estadios. Em bovinos, RONIN e ZFX apresentaram Cq mais baixos em embrides,
sugerindo maior expressao (Tabela 5). OCT4, ZFP281 e RONIN apresentaram valores de Cq

semelhantes nas quatro fases avaliadas.

CMYC foi detectado em todas as amostras de bovinos (Tabela 4). Em ovinos, CMYC ndo
foi detectado em ovdcito, mas foi encontrado nos demais estadios de desenvolvimento
embrionario. DAX1 foi detectado em ovocitos e embrides de ovinos, embora em bovinos ndo
tenha sido detectado na fase de mérula (Tabela 4). Quanto aos Cq, CMY C parece ter expressao
semelhante durante o desenvolvimento embrionério nas duas espécies, enquanto que DAX1

apresentou maior expressao em ovacitos bovinos (Tabela 5).

GLIS1 apresentou um perfil de expressédo diferente dos demais GRPs. Este gene, foi
detectado apenas em ovocitos de bovinos, embora em ovinos tenha sido detectado em embriGes

clivados e blastocistos. Os Cq de GLIS1 foram altos, sugerindo baixa expressao.

Tabela 4. Expressdo temporal de genes relacionados a pluripoténcia em gametas
e embrides ovinos (O) e bovinos (B).

Gene Ovocitos Clivados Morula Blastocisto
CMYC B OB OB OB
DAX1 OB OB @) OB
GLIS1 B O - O
KLF5 OB OB OB OB
OCT4 OB OB OB OB
RONIN OB OB OB OB
ZFP281 OB OB OB OB

ZFX OB OB OB OB
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Tabela 5. Valores de Cq e melting obtidos por PCR tempo real (RT-gPCR) para
oito GRP em ovdcitos e embrides de ovinos e bovinos. B: bovino. Cq: ciclo de quantificacdo. O:
ovino.

Gene Branco Ovocitos Clivados Marula Blastocisto
(0/B) (0/B) (O/B) (O/B) (O/B)

Cq Melting Cyq Melting Cq Melting Cyq Melting Cqy Melting

GAPDH 0/ 0000 28720 886 0 22/23 8586 24713 85086 1821 8585

TBP 0o 0000 28727 8ls0 2531 810 2628 8180 2519 81/80

SDHA 0o 0000 31723 8888 27726 8388 1324 88/88 212714 53/58

-RT o 0000 070 00/00 070 0000 00 00/00 00 0000

OCT4

(POUSFI) o 0000 2921 86/85 24724 86/86  11/21  86/86 2 1921 86/86

RONIN  0/0 0000 28720 9090 23723 9090 2426 90/90 2325 90490

DAX]

(NROBI) o o0o/00 2921 8182 28726 812 20 SXADD 3029 82/82

GLIS1 o 0000 /32 0087 30 0000 00 00700 320 00/00

ZFP231 070 0000 324 881 2627 8181 24424 81081 2224 8181

IFX 30 0000 3021 BL/80 26/26 BL/S1 26/26 8181 244260 BLS1

CMYC 00 0000 028 00786  30/29  86/86 3831 8687 3029  B6/86

KLF5 Lo 0074 3326 BRMOD 2630 B8R4 22726 8RO 20025 BR/OOD

B: bovino. Cq: ciclo de quantificagéo. O: ovino.

Bioinformatica
Com o intuito de estimar possiveis diferencas nas fungdes dos GRPs entre ovinos e bovinos,

realizou-se andlises in silico para avaliar as sequéncias protéicas dos GRPs e suas propriedades.
A partir das sequéncias protéicas obtidas, observou-se que ovinos apresentam em média 3,37
sequéncias por GRP, sendo a maioria sequéncias preditas a partir do sequenciamento do

genoma (ndo caracterizadas). As sequéncias de GRPs bovinos apresentaram uma sequéncia por
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gene, com exce¢do do CMYC, o qual possui duas isoformas (Anexo B). As proteinas de OCT,
RONIN e CMYC, se mostraram semelhantes entre ovinos e bovinos, se ndo idénticas a partir
do tamanho, ponto isoelétrico e peso molecular (Anexo B). Os outros 5 GRPs apresentaram
similaridades entre a sequéncias de bovinos e uma isoformas de ovinos, apesar da outra
isoforma de ovinos apresentar variagao consideravel em todos os pardmetros avaliados em nivel

de protéina (Anexo B).

Ovinos possuem 13 isoformas de ZFX, embora o alinhamento das sequéncias preditas de
proteina tenha sugerido apenas duas proteinas distintas (Anexo C). A analise fenética das
sequéncias dos GRPs permitiu identificar que CMYC e ZFX sdo mais conservados entre ovinos
e bovinos (Anexo D). Em relagio aos demais GRPSs, pequenos ruminantes s&o mais conservados
entre si, enquanto que os GRPs de bovinos sdo mais conservados em relacdo as sequéncias de

bdfalos (Anexo D).

Discussao

A expressao temporal de oito GRPs foi determinada durante o desenvolvimento embrionario
de ovinos e bovinos. Os embrides bovinos foram produzidos por FIV e os embrides ovinos
foram produzidos por ativacdo partenogenética. O método de producdo de embrides tem
influéncia sobre a expressao génica relativa dos GRPs, mas ndo na expresséo temporal (Bebbere
et al. 2010). A expressdo de OCT4 foi inferior em blastocistos partenogenéticos em relagdo aos
obtidos por FIV, embora seja semelhante em embrides clivados e moérulas (Bebbere et al. 2010).
Nesse mesmo estudo, a expressdo de NANOG foi semelhante em morulas e blastocistos. Sob
as condicOes descritas acima, a ativagdo partenogenética foi mais eficiente que a FIV para
obtencdo de maior quantidade e qualidade de embrides de ovinos. Esse achado parece ser

dependente das condicGes experimentais, pois outros relatos encontraram eficiéncias
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semelhantes entre FIV e ativacdo partenogenética em ovinos (Bebbere et al. 2010; Ledda et al.

2016) e bovinos (Van De Velde et al. 1999; Nascimento et al. 2016).

O gene RONIN foi detectado em todas as fases do desenvolvimento embrionério e nas duas
espécies. Esse gene foi inicialmente caracterizado como um fator essencial para embriogénese
e viabilidade de CTE (Dejosez et al. 2008) e sua expresséo com CMYC e KLF4 convertem
células do saco amnidtico em pluripotentes (Nagata et al. 2009). Quanto a sua funcdo, RONIN
foi identificado como promotor de sintese protéica, metabolismo energético em células CTE,
enquanto que em células da retina aumenta a expressao de genes mitocondriais (Dejosez et al.

2010; Poche et al. 2016).

Este trabalho foi o primeiro estudo sobre a expressao do ZFP281 em embriGes de mamiferos.
As informagdes disponiveis sobre ZFP281 haviam sido obtidas em estudos com CTE (Wang et
al. 2008; Fidalgo et al. 2011). Esse foi identificado como um GRP por apresentar expressao
diferencial entre células pluripotentes e células somaticas (Wang et al. 2006), e forma
complexos proteicos com NANOG (Wang et al., 2006), OCT4 e SOX2 (Wang et al. 2008).
Além disso, ZFP281 controla diversos genes alvo em conjunto com estes GRPs, inclusive
regulando a expressao de NANOG (Wang et al. 2008). Por ter sido detectado em todas as fases
de desenvolvimento, ZFP281 pode contribuir para formacdo de complexos de regulacdo dos
genes alvos (Wang et al. 2006, 2008) e para controle da expressédo de outros GRPs (Wang et

al. 2008; Fidalgo et al. 2011).

GLIS1 apresentou perfil de expressao espécie-especifico dentre os genes analisados. GLIS1
é um dos GRPs menos caracterizados, sendo descoberto numa prospeccao de genes envolvidos
na reprogramacéo celular (Maekawa et al. 2011). Sua expressdo em camundongos é alta em
ovacitos e zigotos, porém baixa em CTE, fibroblastos e outras células somaticas (Maekawa e
Yamanaka, 2011). Esse gene é expresso em ovécitos e embries bovinos até o estadio de quatro

células (Takahashi et al. 2015). O silenciamento do GLIS1 causa o bloqueio do
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desenvolvimento embrionario de bovinos, possivelmente pela incompleta ativacdo do genoma

embrionario (Takahashi et al. 2015).

ZFX foi detectado em todas as fases avaliadas nas duas espécies. Estudos anteriores
avaliaram a expressao de ZFX durante o desenvolvimento embrionario, como exemplo de gene
expresso no cromossomo X (Bernardi et al 1996; Peippo et al. 2002). Mais recentemente,
demonstrou-se que ZFX € necessario para a pluripoténcia de CTE de camundongos e humanos
(Galan-Caridad et al. 2007; Harel et al. 2012), embora embrides sem ZFX sejam capazes de

atingir o estadio de blastocisto e implantar (Luoh et al. 1997; Galan-Caridad et al. 2007).

DAX1 (NROB1) foi expresso durante o desenvolvimento embrionéario das duas espécies,
com exce¢do de morulas de bovinos. DAX1 contribui para o processo de reprogramacao celular
(Zhang et al. 2014; Lujan et al. 2015), embora a necessidade de DAX1 para manutencéo da
pluripoténcia em CTE seja controversa (Khalfallah et al. 2009; Zhang et al. 2014). DAX1 havia
sido detectado em ovécitos e embrides de camundongos (Clipsham et al. 2004; Stickels et al.

2015), embora seja dispensavel para formacdo dos blastocistos (Yu et al. 1998).

KLF5 foi detectado pela primeira vez em ovocitos e durante todo o desenvolvimento
embrionario de ovinos e bovinos. Este gene é necessario para manutencao da pluripoténcia,
sendo expresso durante todo desenvolvimento embrionario de camundongos (Ema et al. 2008;
Parisi e Russo, 2010). A influéncia de KLF5 sobre a pluripoténcia depende da regulacéo de
outros GRPs e silenciamento de genes promotores de diferenciagéo celular (Parisi e Russo,

2010).

A expressdo de CMYC diferiu em ovdcitos, pois o gene foi detectado apenas em bovinos,
conforme descrito anteriormente por Miles et al. (2012). Apesar de CMYC ter sido detectado
em todos os estadios de desenvolvimento embrionario de ovinos e bovinos, um outro relato ndo

detectou o gene em morulas, apenas em blastocistos (Madeja et al. 2013).
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A anélise in silico em nivel de proteina demonstrou que pouco se conhece sobre os GRPs
em bovinos e ovinos. A estratégia de predi¢do de funcdo pela homologia (Lee et al. 2007),
mostrou alto grau de conservacdo das proteinas e provavel semelhanca em relagdo a funcédo
entre ruminantes.Curiosamente, ovinos apresentaram multiplas isoformas para cada GRP, com
variacdo significativa para proteinas homologas. O fato de que algumas isoformas de GRPs em
ovinos apresentam variacao estrutural sugere que esta espécie pode apresentar particularidades
no controle da pluripoténcia. A validacdo experimental dos GRPs quanto a sequéncia e funcéo
pode excluir sequéncias redundantes em ovinos e identificar sequéncia paralogas e com novas
propriedades. A analise fenética também sugere que os GRPs pode apresentar funcdes
conservadas entre essas espécies. Novas ferramentas computacionais tém sido descritas para
avaliar células pluripotentes (Bian e Cahan 2016; Kurum et al 2016). A aplicacdo combinada
destas abordagens com dados experimentais sobre GRPs poderd aumentar a capacidade de
investigar o controle da totipoténcia e pluripoténcia durante o desenvolvimento embrionério de

ruminantes.

Em concluséo, a expressdo temporal de GRPs difere entre ovinos e bovinos, sugerindo
possiveis diferencas quanto a utilizacdo destes genes como marcadores moleculares durante o

desenvolvimento embrionario desta espécies.
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5. Consideracdes Finais

A expressdao temporal dos GRP foi semelhantes para varios GRP, embora existam
diferencas entre ovinos e bovinos. Alguns GRPs avaliados apresentaram variacdo de expressao
em algumas fases do desenvolvimento entre as espécies. Entretanto, um GRP apresentou
expressdo contrastante em todas as fases nas duas espécies. Avaliagdes de expressao relativa
poderdo identificar variagdes nos niveis de expressdao em genes detectados em fases
semelhantes entre ovinos e bovinos. O perfil de expressdo dos GRP avaliados devera contribuir

para a avaliacdo de embrides obtido por diferentes biotécnicas.

Anadlises in silico sugerem a partir da sequéncia proteica, que os GRPs apresentam
funcbes semelhantes entre ruminantes. Ovinos possuem mais sequéncias para 0s GRPs,
sugerindo possiveis sequéncias redundantes, com funcBes novas ou isoforma-especificas.
Entretanto, a caracterizacdo experimental das proteinas continua sendo necessaria para

confirmar esta hipétese.



6. Anexos

Anexo A. Valores de melting para oito genes relacionados a pluripoténcia em ovocitos e
embrides de ovinos e bovinos.
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Anexo B. Tamanho da proteina, ponto isoelétrico, peso molecular e localiza¢do subcelular
para oito genes relacionados a pluripoténcia em ovinos e bovinos.

, . Tamanho .. Localizacéo
* **x

Gene Espécie Isoforma Start Stop (Aa) Pi  PM subcelular
CMYC O. aries ; 209 1508 439 931 4847 Nucleo
B.taurus X1 707 2026 439 21 4838  Nucleo
B.taurus X2 119 1438 439 221 4838  Nucleo

DAX1 O.aries X1 <1 1149 382 627 4y 4g Citoplasma
& Nucleo

O. aries X2 238 1653 471 675 gy 5o Citoplasma

& Nucleo

B. taurus ; 22 1437 471 652 gy g4 Citoplasma

& Nucleo
GLIS1 O.aries X1 3063 4940 625 848 go05  Nucleo
O.aries X2 5879 gig2 67 858 g194  Nucleo
O. aries X3 5879 7729 816 7.89 g5y Nucleo
B. taurus ] 97 o487 196 81l g4a6 Nucleo
KLF5 O.aries X1 286 1650 454 9% 5047  Nacleo
O.aries X2 170 1270 366  ©77 4119  Nacleo
B. taurus ] 304 1668 454 ©°% 5047  Nucleo
OCT4 O. aries ] 4 1083 39 5099 3825 Nucleo
B. taurus ; <1 1083 %0 556 3833  Nacleo
RONIN O.aries X1 271 1182 303 895 3301  Nacleo

. 306 .

O. aries X2 <1 921 9,42 32,97 Nducleo
B. taurus ] 49 960 93 896 3305 Nucleo
ZFP281 O.aries X1 1309 3117 902 842 grer Nucleo
O.aries X2 163 o784 873 867 9393 Nucleo
O.aries X3 152 2773 8713 867 9373 Nucleo
B. taurus ; 30 o570 846 978 9565  Nucleo
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Gene Espécie Isoforma Start* Stop**Ta(rZZr)]ho Pi  PM LSOJS(I;LZI?;I;SS

ZFX O.aries X1 1124 <3526 990 563 9016 Nucleo
O.aries X2 <1 2403 890 563 9016  Nucleo
O.aries X3 1107 <3431 774 8l 8732 Nucleo
O.aries X4 1306 3630 774 8l 8732 Nucleo
O.aries X5 120 >2531 990 563 9016  Nucleo
O.aries X6 378 52780 990 563 90,16  Nucleo
O.aries X7 215 52539 (4 58l 735 Nucleo
O.aries X8 129 2390 @3 545 8493  Nucleo
O.aries X9 43¢ >2836 900 563 9016 Nucleo
O.aries  X10 172 2574 990 563 90,16  Nucleo
O.aries  X11 167 >2569 990 563 90,16  Nucleo
O.aries  X12 48 >2450 800 563 90,16  Nucleo
O.aries  X13 566 52800 4 98l g73  Nucleo
B.taurus - 26 2428 800 566 9550 Nucleo

Aa: Aminoacidos Pi: Ponto isoelétrico.
**(JItimo nucleotideo da proteina.

PM: Peso molecular *Nucleotideo inicial da proteina.
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Anexo C. Alinhamento multiplo protéico das treze isomorfas de ZFX em ovinos (Ovis aries).
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Anexo D. Andlise fenética de oito genes relacionados a pluripoténcia. As sequéncias de
ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) estdo identificadas.

CMYC 49| CMYC variant X1 Bos taurus

CMYC variant X2 Bos taurus
CMYC Bubalus bubalis
CMYC Ovis aries

CMYC Capra hircus

CMYC Sus scrofa

CMYC Sus scrofa(2)

CMYC Equus caballus
CMYC Felis catus

CMYC Oryctolagus cuniculus
100 ———— CMYC Rattus nonvagicus
L cMYCisoform a Mus musculus
[— CMYC Macaca mulatta

1ol — cMYC Homo sapiens

GL/Sl GLIS1 variant X1 Ovis aries
GLIS1 variant X2 Ovis aries
GLISA variant X3 Ovis aries
GLIS1 Capra hircus

GLIS1 Bubalus bubalis
94

GLIS1 Bos taurus

GLIS1 Sus scrofa

GLIS1 isoform X1 Felis catus

GLIS1 Homo sapiens 2

GLIS1 isoform X1 Oryctolagus cuniculus
GLIS1 Mus musculus

[ — GLIS1 Rattus norvegicus

——
0.020

OCT4 Qvis aries

OCT4 Bubalus bubalis
OCT4 Capra hircus

921 0CT4 Capra hircus(2)
OCT4 Bos taurus

OCT4 Sus scrofa

OCT4 Oryctolagus cuniculus

'70CT4 Mus musculus
100 l—OCT4 Rattus norvegicus

OCT4 Felis catus

QCT4 - 1Homo sapiens

OCT4 -2Homo sapiens

—
0.020

ZFP281 Macaca mulatta

ZFP281 o

ZF0281 Homo sapiens
ZFP281 Felis catus

ZFP281 Mus musculus
100

ZFP281 Rattus norvegicus

ZFP281 Oryctolagus cuniculus

ZFP281 Sus scrofa

ZFP281 Bos taurus

93

@ ZFP231 Capra hircus

100 | [ ZFP281 variant X2 Owis aries
931 ZFP281 variant X3 Ovis aries

ZFP281 Gallus gallus

0.050

DAX1 Bubalus bubalis

DAX1

DAX1 Bos taurus
DAX1 variant X1 Ovis aries

DAX1 variant X2 Ovis aries

DAX1 Sus scrofa

DAX1 Felis catus

DAX1 Macaca mulatta

DAX1 Homa sapiens

DAX1 Oryctolagus cuniculus

DAX1 Mus musculus

1L DAX1 Rattus novegicus

0.060

KLF5

KLFS variant X2 Ovis aries
ge | KLF5 Bos taurus

KLFS variant X1 Ovis aries
KLF5 Capra hircus

KLF5 Bubalus bubalis
KLF5 Sus scrofa

KLF5 Felis catus

40

KLF5 isoform X1 Oryctolagus cuniculus
KLF5 isoform X2 Macaca mulatta
KLF5 Homo sapiens

KLF5 isoform 2 Homo sapiens
KLF5 isoform 1 Homo sapiens
 — KLF5 Mus musculus
100l KLF5 Rattus norvegicus
KLF5 Gallus gallus

i
0.0100

RONIN

RONIN Bubalus bubalis

RONIN Bos taurus
RONIN Qvis aries

= 4 RoNIN Capra hircus

RONIN Felis catus

RONIN Oryctolagus cuniculus

ROMIN Equus asinus

RONIN Sus scrofa

RONIM Homao sapiens

RONIN Castor canadensis

ROMNIN Rattus norvegicus

0.0050
ZFX variant X1 Ovis aries
ZFX variant X8 Ovis aries
ZFX isoform X1 Capra hircus
“ ZFX Bubalus bubalis
35| ZFX Bos taurus
= ZFX isoform X1 Sus scrofa
ZFX isoform X1 Macaca mulatta
aaLZFX Homo sapiens
100 ZFX Mus musculus
ZFX isoform X1 Rattus nowvegicus
58 ZFX isoform X1 Felis catus
35| | ZFX isoform X1 Oryctolagus cuniculus
35 | ZFX iseform X2 Oryctolagus cuniculus
ZFX isoform X1 Gallus gallus
—
0.ooo



