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RESUMO 

 

A embriogênese inicia com a junção dos gametas. O embrião é formado por células semelhantes 

em morfologia e que possuem a condição de totipotência, ou seja, a capacidade de formar todos 

os tecidos do feto e a placenta. A diferenciação morfológica do embrião no estádio de 

blastocisto resulta na formação do embrioblasto e trofoblasto. O embrioblasto é formado por 

células pluripotentes, que tem potencial de formação de tecidos do feto, enquanto que o 

trofoblasto é multipotente e formará a placenta. Os genes relacionados à pluripotência (GRP) 

atuam como importantes fatores de manutenção da totipotência e pluripotência de embriões de 

diferentes espécies. No entanto, o entendimento sobre a atividade de GRP em ruminantes 

permanece limitado a poucos genes e estádios do desenvolvimento. A comparação da expressão 

dos GRP pode determinar o perfil de expressão temporal destes genes, identificando 

possíveis  diferenças entre as espécies. Dessa forma, o objetivo foi comparar a expressão de 

oito GRP durante o desenvolvimento embrionário de ovinos e bovinos. Para tanto, embriões 

ovinos e bovinos foram produzidos in vitro e avaliados em quatro estádios de desenvolvimento 

(ovócitos, embriões clivados - duas a oito células, mórula e blastocisto) quanto à sua detecção 

por PCR em tempo real (RT-qPCR). Com o intuito de estimar possíveis diferenças no perfil de 

expressão e atividades dos GRP em ruminantes, análises através da bioinformática foram 

realizadas quanto à conservação das sequências de proteína. Os genes OCT4, RONIN, ZFP281, 

ZFX e KLF5 foram detectados em todos os estádios nas duas espécies. 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, não foi 

verificada detecção apenas em mórula. GLIS1 apresentou a maior variação entre as espécies, 

sendo detectado apenas em ovócitos de bovinos e em embriões clivados e blastocistos de 

ovinos. O grau de conservação dos GRP em nível de proteína mostrou-se alto, embora com 

diferenças entre os genes. Portanto, as análises in silico sugerem que a função dos GRP é 

conservada em ruminantes. Em conclusão, a expressão temporal dos GRP difere entre bovinos 

e ovinos, sugerindo possíveis diferenças na utilização destes genes como marcadores 

moleculares de embriões entre espécies. 

  

Palavras- chaves: bioinformática, Bos taurus, embriogênese embriologia, expressão gênica, 

oócito, 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-qPCR). 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. INTRODUÇÃO  

A embriogênese inicial em mamíferos representa os primeiros sete dias de 

desenvolvimento destas espécies (ROSSANT, 2007; COCKBURN; ROSSANT, 2010). Do 

momento da fecundação e formação do zigoto ao estádio de blastocisto, o embrião apresenta 

diversas mudanças morfológicas (ROSSANT, 2007). Após a fecundação, o embrião passa por 

ciclos de divisão celular, denominados de clivagens. As células do embrião conhecidas como 

blastômeros, ainda possuem forma semelhante e pouca adesão entre suas membranas 

(FRANKENBERG et al., 2016). 

Em seguida, o embrião passa por uma etapa de compactação, onde as células mais 

internas mantém a morfologia esférica, enquanto que as células externas mudam para uma 

morfologia epitelial (COCKBURN; ROSSANT, 2010). Uma região do embrião começa a 

acumular líquido, resultando na formação da blastocele. A expansão da blastocele acontece 

paralelamente ao processo de diferenciação celular no embrião no estádio de blastocisto, 

quando há a formação do embrioblasto e trofoblasto (ROSSANT, 2007). Existem diferenças 

significativas na morfologia dos embriões nas diversas espécies de mamíferos 

(FRANKENBERG et al., 2016), embora as propriedades das células que compõem o embrião 

sejam semelhantes. 

Este é o único período do desenvolvimento dos mamíferos 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 

blastômeros de embriões de anfíbios e resultou no nascimento de múltiplos girinos 

(TAGARELLI et al., 2004). Experimentos semelhantes foram realizados em mamíferos 

(MOORE et al., 1968; WILLADSEN, 1981), demonstrando que esta capacidade é conservada 

em vertebrados. Entretanto, apenas embriões com até oito blastômeros apresentam a capacidade 

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

A introdução de blastômeros de embriões em compactação em embriões receptores 

demonstrou que estas células possuem a capacidade de contribuir para a formação dos diversos 

tecidos que formam o feto. Esta capacidade de diferenciação é definida como pluripotência 

(ROSSANT, 2007). Entretanto, estas células não possuem a capacidade para contribuir para a 

formação da placenta (ROSSANT, 2016). 
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A produção in vitro (PIV) de embriões consiste na maturação dos ovócitos, fecundação 

e desenvolvimento dos embriões fora do trato reprodutor feminino (GALLI et al., 2003). O 

desenvolvimento da PIV facilitou o acesso aos embriões de mamíferos e aumentou sua 

disponibilidade para pesquisa científica. Dentre as espécies de produção, embriões PIV de 

equinos, suínos, caprinos, ovinos e búfalos são produzidos com eficiência variável (SURESH 

et al., 2009; GIL et al., 2010; LEEMANS et al., 2016; PARAMIO; IZQUIERDO, 2016), 

enquanto que em bovinos a técnica tornou-se comercial e utilizada em larga escala em diversos 

países (HASLER, 2014). A variabilidade da eficiência da PIV entre as espécies se deve a 

exigências espécie-especificas, principalmente para a fecundação e cultivo dos embriões 

(LEEMAN et al., 2016; ROMAR et al., 2016). O desenvolvimento dos protocolos de PIV tem 

contribuído para o entendimento das exigências de gametas e embriões das diferentes espécies.  

A tecnologia da PIV de embriões contribuiu para o estabelecimento da clonagem por 

transferência nuclear (TN). A clonagem por TN permite a produção de animais geneticamente 

idênticos a partir de células embrionárias, fetais ou de animais adultos (WILMUT et al., 1997; 

KEEFER, 2015). A  técnica de TN  consiste na remoção dos cromossomos do ovócito e 

introdução do núcleo da célula de um animal de interesse (WILMUT et al., 1997; 2002; 

MOURA, 2012). A clonagem por TN demonstrou que células pluripotentes ou somáticas 

podem ser convertidas em totipotentes (BORTVIN et al., 2003; MOURA, 2012). Apesar disso, 

a eficiência da clonagem por TN permanece baixa e os animais obtidos pela tecnologia podem 

apresentar malformações ou baixa viabilidade neonatal (WILMUT et al., 2002; KEEFER, 

2015).  

As avaliações de gametas e embriões em nível molecular contribuem para estimar o 

potencial de diversos processos biológicos como a competência ovocitária e capacidade de 

estabelecer gestações após a transferência dos embriões (HALL et al., 2005; BEYHAN et al., 

2007; KIM et al., 2013; URREGO et al., 2015). Mais especificamente, os genes relacionados a 

pluripotência (GRP) têm sido caracterizados em células totipotentes e pluripotentes e  

apresentam expressão restrita as células germinativas primordiais, gametas e embriões antes da 

implantação (BOYER et al., 2005; MOURA, 2012). Além disso, os GRPs são necessários para 

manutenção da viabilidade de blastômeros e células pluripotentes. Células pluripotentes que 

apresentam GRPs inativos entram em morte celular programada por apoptose ou sofrem 

diferenciação celular expontânea (MOURA, 2012). 

Evidências em nível celular e molecular mostram que as espécies apresentam variação 

quanto a eficiência em tecnologias como PIV e a clonagem por TN (WILMUT et al., 2002; 
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KEEFER, 2015), bem como diferenças menos intensas como flutuações na expressão gênica 

ou susceptibilidade as condições in vitro (WILMUT et al., 2002; BERG et al., 2011; 

ROSSANT, 2011). Além disso, variações nas condições experimentais dificultam a 

comparação entre diferentes espécies ou na mesma espécie. Por isso, análises interespecíficas 

sob condições experimentais semelhantes permitirão determinar o perfil temporal de expressão 

gênica em ovinos e bovinos de forma mais precisa. A determinação do perfil de expressão de 

GRPs em ovinos e bovinos deverá auxiliar no desenvolvimento de melhores protocolos de PIV 

e clonagem por TN e indicar possíveis diferenças na regulação destes genes entre as espécies. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Gametogênese 

A gametogênese é o processo pelo qual são formados os gametas da espécies (MATSUI, 

2010). As células primordiais germinativas (CPG) são as primeiras células que apresentam 

potencial para formação da linhagem germinativa no embrião. As CPGs são 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 duplicação dos 

cromossomos e se diferenciam em ovogônias ou espermatogônias, dependendo do sexo do feto 

(SASAKI; MATSUI, 2008; MATSUI, 2010). Em seguida, as ovogônias ou espermatogônias 

entram em meiose, um processo com diversos eventos em nível celular e molecular para 

formação dos gametas viáveis (Figura 1). Na primeira divisão meiótica, as células germinativas 

se tornam haplóides, mas com os cromossomos duplicados (2C). Na segunda divisão meiótica 

ou equacional, as células filhas permanecem haplóides e apenas uma cromátide, enquanto que 

os gametas apresentam sua morfologia definitiva  (Figura 1). 

Durante a PIV de embriões, os ovócitos são recuperados em Prófase I e terminam a 

primeira divisão meiótica após a maturação in vitro (MIV), semelhante aos eventos que 

acontecem durante o pico pré-ovulatório de hormônio luteinizante (LH) e ovulação que ocorrem 

in vivo (Figura 1). Após a ovulação ou MIV, o ovócito em metáfase II está apto ao processo de 

fecundação. 
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     Figura 1. Gametogênese em ruminantes.  

 

2.2 Fecundação  

O espermatozoide no momento da ejaculação não é capaz de fecundar o ovócito (JIN; 

YANG, 2017). Durante o trajeto no trato reprodutivo da fêmea, os espermatozoides perdem 

fatores associados à membrana como o colesterol, num processo denominado capacitação 

(GERVASI; VISCONTI, 2016). O processo de capacitação ocorre in vivo e torna o 

espermatozoide capaz de fecundar o ovócito, embora pouco se conheça sobre os fatores 

responsáveis por esse processo (LEEMANS et al., 2016; ROMAR et al., 2016). Os fatores 

capacitantes permanecem desconhecidos em ovinos, suínos e equinos (SURESH et al., 2009; 

GIL et al., 2010; LEEMANS et al., 2016; PARAMIO; IZQUIERDO, 2016), embora em 

bovinos a heparina tenha sido identificada e seja eficiente para capacitação espermática 

(PARRISH, 2014).  
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O espermatozoide atravessa as camadas de células do cumulus e degrada o ácido 

hialurônico produzido por estas células com auxílio da hialuronidase, enzima produzida no 

testículo (BUFFONE et al., 2014). O contato entre a zona pelúcida e o espermatozoide inicia a 

reação do acrossoma, que dissolve a membrana e permite ao gameta acessar o ovócito 

(BUFFONE et al., 2014). A fusão do espermatozoide com a membrana do ovócito culmina a 

fecundação, que resulta na migração dos grânulos corticais e reinicio da meiose no ovócito 

(YANAGIMACHI, 2005).  

 

2.3 Desenvolvimento embrionário  

Após o processo de fecundação e ativação do ovócito, ocorre o início da replicação do 

DNA dos genomas haplóides, seguido da singamia dos pró-núcleos e divisão mitótica para 

formação do embrião com duas células ou blastômeros (ROSSANT, 2007; SILVA et al, 2016). 

Em seguida, o embrião passa por diversas divisões celulares, denominadas de clivagens, que 

resultam na diminuição do volume dos blastômeros (Figura 2).  Durante esta etapa do 

desenvolvimento embrionário, não há transcrição nos blastômeros e o controle dos eventos no 

embrião são regulados por fatores maternos estocados no ovócito. Por isso, as clivagens são 

rápidas, como fases G1 e G2 curtas durante o ciclo celular.  

No período de transição entre os estádios de oito e dezesseis células, os embriões passam 

pelo processo de ativação do genoma embrionário (MEMILI; FIRST, 2000; SILVA et al, 2016). 

A partir deste momento, o embrião aumenta gradativamente a sua atividade transcricional e no 

momento da implantação os embriões são responsáveis pelo RNAm presente nas células.    

Quando a  ativação do genoma embrionário é concluída, o embrião passa por um período 

de compactação (FRANKENBERG et al., 2016), quando os blastômeros apresentam maior 

adesão entre si e a camada mais externa de células começa a apresentar uma morfologia 

epitelial, em contraste com a morfologia oval dos blastômeros mais internos do embrião 

(COCKBURN; ROSSANT, 2010). Esta diferença na morfologia dos blastômeros se torna mais 

evidente no estádio de mórula (Figura 2), quando já são observadas variações na expressão de 

genes entre os dois tipos de células (ROSSANT, 2016).        
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Figura 2. Desenvolvimento embrionário em ruminantes. 

 

Quando a  ativação do genoma embrionário é concluída, o embrião passa por um período 

de compactação (FRANKENBERG et al., 2016), os blastômeros apresentam maior adesão 

entre si e a camada mais externa de células começa a apresentar uma morfologia epitelial, em 

contraste com a morfologia oval dos blastômeros mais internos do embrião (COCKBURN; 

ROSSANT, 2010). Esta diferença na morfologia dos blastômeros se torna mais evidente no 

estádio de mórula (Figura 2), quando já são observadas variações na expressão de genes entre 

os dois tipos de células (ROSSANT, 2016).        

O processo de diferenciação celular que se iniciou no período de compactação termina 

com a formação 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 embrião. As células do embrioblasto 

apresentam morfologia oval e se apresentam agregadas e aderidas ao trofoblasto. As mudanças 

morfológicas evidenciam que os dois tipos celulares apresentam funções e capacidades de 

diferenciação 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 Totipotência  

A grande capacidade de diferenciação celular dos embriões foi foco de experimentação 

desde o século XIX (TAGARELLI et al., 2004). Estudos iniciais utilizaram embriões de 

anfíbios, pois são fáceis de cultivar em soluções com poucos sais, são de tamanho considerável 

em relação aos embriões de mamíferos e resistentes a manipulação (GURDON, 2006).     

O isolamento mecânico de dois blastômeros de um embrião de Xenopus laevis resultou 

na formação de dois girinos, mostrando que estes blastômeros apresentavam a capacidade de 

formar todo o organismo. Experimentos semelhantes com embriões com até oito blastômeros 

mostraram que, esta capacidade de diferenciação celular denominada de totipotência, 

permanece em embriões até este estádio. Relatos semelhantes foram descritos em mamíferos, 

demonstrando a  totipotência em blastômeros de embriões no período de clivagem (MOORE et 

al., 1968; WILLADSEN, 1981). 

Após a ativação do genoma embrionário, nenhuma célula do organismo possui a 

capacidade de totipotência. A única forma artificial de obter células totipotentes é através da 

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

Figura 3. Clonagem de animais por transferência nuclear (TN). 

 

  A introdução do núcleo de uma célula diferenciada no citoplasma de um ovócito inicia 

um mecanismo denominado de reprogramação celular, que resulta na formação de um zigoto 

equivalente ao obtido pelo processo de fecundação. No entanto, a eficiência da clonagem por 
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TN permanece entre 1 a 5% dos embriões resultam em nascimentos nas espécies de mamíferos 

(WILMUT et al., 2002; KEEFER, 2015).   

 

2.5 Pluripotência 

A pluripotência é definida como a capacidade da célula de se diferenciar em todos os 

tecidos dos três folhetos germinativos, endoderma, mesoderma e ectoderma (SMITH, 2001). 

As células pluripotentes apresentam alta relação núcleo-citoplasma, múltiplos nucléolos e 

ciclos celulares curtos. As células do embrioblasto se diferenciam no epiblasto e hipoblasto, 

que formarão o feto e o saco vetilínico, respectivamente (COCKBURN; ROSSANT, 2010; 

ROSSANT, 2016). As células do epiblasto também dão origem as células germinativas 

primordiais (CGP) (MCLAREN, 2000), que migram para as cristas gonadais e formam os 

gametas (BARTON et al., 2016).    

A introdução de células pluripotentes em embriões receptores demonstra que as células 

introduzidas contribuem para formação dos diversos tecidos do feto (PICARD et al., 1990). Em 

embriões modificados que formam apenas a placenta, a introdução de células pluripotentes 

permite a formação de fetos viáveis (NAGY et al., 1990).  

O isolamento e cultivo in vitro de embrioblastos sob condições definidas permite 

estabelecer cultivos de células pluripotentes, denominadas células-tronco embrionárias (CTE) 

(EVANS; KAUFFMAN, 1981; SMITH, 2001). As CTEs em cultivo mantém a morfologia 

característica de células pluripotentes e podem ser propagadas indefinidamente (SMITH, 2001; 

MOURA, 2012). Quando expostas a substâncias indutoras de diferenciação celular, como 

fatores de crescimento e citocinas, elas perdem a condição pluripotente e formam células com 

características de diferentes tecidos. Além disso, quando submetidas a protocolos específicos, 

as CTE são capazes de formar populações homogêneas de células definidas, como neurônios 

ou células cardíacas (SMITH, 2001).  A introdução de CTE em embriões receptores resulta na 

formação de quimeras, ou seja, animais com tecidos originados a partir das CTE e das células 

do embrião receptor (BRADLEY et al., 1984). No entanto, por serem pluripotentes, as CTE 

necessitam de um embrião receptor para formação da placenta (NAGY et al., 1990; EGGAN et 

al., 2002). 
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2.5.1 Controle da pluripotência  

A investigação do controle da pluripotência em embriões durante o período antes da 

implantação apresenta dificuldades biológicas e técnicas. Do ponto de vista biológico, os 

embriões apresentam rápidas divisões celulares, períodos sem transcrição durante o controle 

materno do desenvolvimento e formação de diferentes tipos celulares no blastocisto (Figura 2). 

O número restrito de células que os embriões apresentam, mesmo no estádio de blastocisto 

(~100-150 células) dificultam as análises moleculares, exigindo por exemplo, a amplificação 

linear do transcriptoma (KOCABAS et al., 2006), que por sua vez pode interferir na avaliação 

da expressão relativa dos genes. Por estes fatores, as investigações em CTE tem contribuído 

mais para o entendimento do controle da pluripotência (MOURA, 2012; BOYER et al., 2005; 

KIM et al., 2008; YEO e NG, 2013). O desenvolvimento de novas metodologias para avaliação 

da cromatina e expressão gênica em pequenas quantidades de células (~100) ou até uma única 

célula poderão contribuir para elucidar o controle da pluripotência em embriões (DAHL; 

COLLAS, 2009, BOIANI; CIBELLI, 2016).  

As primeiras investigações sobre o controle da pluripotência buscaram analisar as 

exigências para a propagação das CTE, evitando assim a diferenciação celular espontânea em 

cultivo (WILLIAM et al., 1988; HUANG et al., 2015). A identificação do fator inibitório da 

leucemia (LIF) para propagação das CTE de camundongos mostrou uma via de sinalização 

celular que impede a ativação de genes indutores de diferenciação (SMITH, 2001; MOURA, 

2012; CHEN et al., 2016). Além da LIF, que atua pela modulação da via Janus quinase, outras 

vias de sinalização celular foram identificadas para propagação de CTE de camundongos 

(SMITH, 2001; HUANg et al., 2015; CHEN et al., 2016). Em humanos, as CTE necessitam da 

modulação de vias de sinalização diferentes das necessárias em camundongos (AMIT et al., 

2000; CHEN et al., 2016).  

Fatores intrínsecos também contribuem para a manutenção da pluripotência de embriões 

e CTE (NICHOLS et al., 1998; KIM et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2015). A partir da 

identificação dos genes necessários para manutenção da pluripotência, começou-se a 

caracterizar a função dos mesmos (NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000; CHAMBERS et 

al., 2003; DEJOSEZ et al., 2008). Dentre os fatores identificados como necessários para 

manutenção da pluripotência, destacam-se fatores de transcrição, genes componentes de 

mecanismos epigenéticos e fatores de controle pós-transcricional (BOYER et al., 2005; 

SURANI et al., 2007; YEO; NG, 2013). A classe de genes predominante dentre os 

caracterizados para o controle da pluripotência é de fatores de transcrição (YEO; NG, 2013). 
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Estes genes atuam na regulação gênica, aumentando ou reduzindo a expressão dos genes alvos 

(BOYER et al., 2005; WANG et al., 2006). Diversos fatores de transcrição são necessários para 

estabelecer o fenótipo das células, atuando de forma isolada ou em conjunto para regulação dos 

genes alvos (BOYER et al., 2005; KIM et al., 2008; YEO; NG, 2013).  

 

2.5.2 Genes relacionados à pluripotência  

Os genes necessários para manutenção da pluripotência ou que apresentam funções 

centrais em células pluripotentes são denominados de genes relacionados à pluripotência 

(GRP)s (LI; BELMONTE, 2017). Inicialmente, os GRPs identificados apresentavam expressão 

restrita à células pluripotentes ou totipotentes, ou seja, linhagens germinativas, ovócitos, 

embriões e CTE (SCHӦLER et al., 1989; CHAMBERS et al., 2003; MITSUI et al., 2003). Com 

o aumento do número de GRPs caracterizados (SURANI et al., 2007; KIM et al, 2008; HENG 

et al., 2010), ficou evidente que poucos apresentam este perfil restrito de expressão.  

Uma importante demonstração da importância dos GRPs para pluripotência foi obtida 

por meio da expressão destes genes em células somáticas de camundongos e humanos 

(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006, 2016). As células reprogramadas pelos GRPs são 

denominadas de células-tronco embrionárias induzidas (CTEI) (Figura 4). Estas células são 

semelhantes às CTE obtidas de embriões, pois são pluripotentes in vitro e in vivo (OKITA et 

al., 2007; WERNIG et al., 2007). 

         Figura 4. Produção de células-tronco embrionárias induzidas (CTEI). 
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O número 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, os mecanismos pelos quais GRPs controlam a 

pluripotência devem continuar crescendo e mais detalhado no futuro próximo. Este 

conhecimento deve contribuir para melhor entender os mecanismos de totipotência, 

pluripotência, desenvolvimento embrionário e auto-renovação de CTE (SMITH, 2001; HENG 

et al., 2010). Em ruminantes, as investigações sobre GRPs têm caracterizado a expressão em 

gametas, embriões e outros tecidos (Tabela 1).   

 

2.5.2.1 C-MYC 

CMYC faz parte de uma família de fatores de transcrição composta por CMYC, NMYC 

e LMYC (FAGNOCCHI; ZIPPO, 2017). Os genes CMYC apresentam diversas funções em 

células pluripotentes, como controle do ciclo celular, metabolismo, modulação de vias de 

sinalização, controle epigenético de genes alvos e outros fatores de transcrição que controlam 

diferenciação celular como genes  homeóticos da classe HOX (FAGNOCCHI; ZIPPO, 2017). 

CMYC e NMYC apresentam expressão semelhantes durante o desenvolvimento embrionário 

de camundongos e pelo menos um deles é necessário para manutenção da pluripotência 

(SMITH et al., 2010).     

A expressão de CMYC já foi analisada em diversos tecidos de bovinos e búfalos entre 

os ruminantes, conforme observado na Tabela 1. CMYC foi detectado apenas em ovócitos e 

blastocistos de bovinos (MILES et al., 2012; MADEJA et al., 2013).  Em búfalos,  CMYC foi 

detectado com níveis de expressão maiores em ovócitos e sua expressão diminui durante o 

desenvolvimento embrionário (SINGH et al., 2014). 

 

2.5.2.2 Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, chromosome X, 

gene1 (DAX1)  

 O gene DAX1 é um membro órfão da superfamília dos receptores nucleares e foi 

renomeado como NR0B1 de acordo com a nomeclatura vigente para esta classe de gene 

(NIAKAN; McCABE, 2005). A caracterização dos camundongos sem DAX1 (NR0B1) 

demonstrou que o gene é dispensável para a formação dos ovócitos e embriões (YU et al., 

1998). Em contrapartida, células germinativas de machos sem DAX1 não completam a 
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espermatogênese devido a progressiva degeneração do epitélio germinativo testicular (YU et 

al., 1998). DAX1 foi detectado em ovócitos e durante todo o desenvolvimento embrionário de 

camundongos (CLIPSHAM et al., 2004; STICKELS et al., 2015). DAX1 contribui no processo 

de reprogramação celular ao facilitar a reativação de outros GRPs (ZHANG et al., 2014; 

LUJAN et al., 2015), embora a necessidade da atividade de DAX1 para manutenção da 

pluripotência em CTE seja controversa (KHALFALLAH et al., 2009; ZHANG et al., 2014).  

Tabela 1. Expressão dos genes relacionados à pluripotência em ruminantes.                                           

GENE 
MODO DE 

AÇÃO 
LOCALIZAÇÃO E FUNÇÃO  

CMYC 
Fator de 

transcrição 

CTEbu, células amnióticasbu, embriõesb,bu;  

células germinativasb, CTMb, CTAMb, glândula mamáriab, linfócitosb, 

músculo lisob, epitelio pulmonarb, glândula pituitáriab, linhagem celular 

imortalizadab; 

   expressão aumentada pela via de sinalização wnt e pelo IGF-Ib; 

Expressão varia durante o crescimento folicularb;  Permite imortalizar 

fibroblastoso; Expressão aumenta em meio ácidob 

DAX1 

(NR0B1) 

Fator de 

transcrição 
Células adrenocorticaisb 

GLIS1 
Fator de 

transcrição 

Ovócitosb e embriõesb; 

Atividade é necessária para o desenvolvimento embrionáriob; 

KLF5 
Fator de 

transcrição 
Endométriob 

OCT4 

(POU5F1) 

Fator de 

transcrição 

Células germinativasb,bu, ovócitoso; embriõesc,o,b,bu, CMSc, CTAc, CTEc,b,bu, 

CTFPc, CTMOc, CTEIb,bu, CTMc,b,bu,  CTNc,  CTAMb,  

cordão umbilicalbu, células amnióticasc,b,bu, úterob e placentabu; 

Inibe o Interferon-Tauo,b; miRNA-145, via MAPK, BMP4, Rock e SIRT3 

reduzem a expressãob,bu; Via wnt, BMP5, Oxanflatina, 3-hidroflavona,  

ácido lisofosfatídico,   aumentam a expressãob; 

Composição e pH do meio afetam a expressão, marcador de viabilidade 

embrionária; Nível de expressão associada à competência ovocitáriab; IIE 

e TN afetam expressãob 

RONIN 
Fator de 

transcrição 
Cultivos de trofoblastob; ovócitosc; células do cumulusc,o 

ZFP281 
Fator de 

transcrição 
ovócitosc; embriõeso, células do cumulusc,o  

ZFX 
Fator de 

transcrição 

Embriõesb, bu,o,c; dois locibu; 

Escapa a inativação do cromossomo Xb; 

uso para sexagem por PCRb,bu,o,c 

CMS: célula muscular satélite. CTA: célula-tronco adiposa. CTAM: célula-tronco amniótica. CTE: Célula-tronco 

embrionária. CTEI: Célula-tronco embrionária induzida. CTFP: Célula-tronco do folículo piloso. CTM: Célula-

tronco mesenquimal. CTMO: Célula-tronco da medula óssea. CTN: Célula-tronco neural. IIE: injeção 

intracitoplasmática de espermatozoides. IGF-I: Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1. MAPK: 

mitogen-activated protein kinase. BMP: Bone morphogenetic proteins. TN: transferência nuclear. WNT: 

Wingless-related integration site.   
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2.5.2.3 Glis family zinc finger 1 (GLIS1) 

GLIS1 foi identificado numa prospecção de fatores de transcrição envolvidos na 

reprogramação celular (MAEKAWA et al., 2011). Sua expressão em camundongos é maior em 

ovócitos e zigotos, porém é baixa em CTE, fibroblastos e outras células somáticas 

(MAEKAWA; YAMANAKA, 2011). Acredita-se que GLIS1 não havia sido identificado como 

GRP anteriormente devido a pequena diferença de expressão entre células somáticas e 

pluripotentes (MAEKAWA; YAMANAKA, 2011). GLIS1 tem maior expressão em ovócitos, 

embriões bovinos até o estádio de quatro células e ainda detectado em embriões de oito células 

(TAKAHASHI et al., 2015). O silenciamento de GLIS1 bloqueia o desenvolvimento 

embrionário no estádio de quatro para oito células, possivelmente pela inibição parcial ou 

completa da ativação do genoma embrionário (TAKAHASHI et al., 2015). 

 

2.5.2.4 Kruppel-Like Factor 5 (KLF5) 

KLF5 faz parte da família Kruppel-Like de fatores de transcrição, composta por 17 

membros, com atividade em diversos processos biológicos como proliferação celular, 

metabolismo, resposta ao estresse, entre outros (DIAKIW et al., 2013). KLF5 é necessário para 

manutenção da pluripotência, sendo expresso durante todo desenvolvimento embrionário de 

camundongos (EMA et al., 2008; PARISI; RUSSO, 2011). A influência de KLF5 sobre a 

pluripotência depende da regulação de outros GRPs e silenciamento de genes promotores de 

diferenciação celular (PARISI; RUSSO, 2011).  

Os genes KLF2, KLF4 e KLF5 parecem ter funções redundantes em células 

pluripotentes (JIANG et al., 2008). Estes genes apresentam múltiplos genes alvos em comum 

em associação ao NANOG, enquanto que  o silenciamento dos três genes é necessário para que 

CTE se diferenciem  (JIANG et al., 2008).  

 

2.5.2.5 Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) 

OCT4 foi o primeiro fator de transcrição descrito em embriões (SCHÖLER et al., 1989, 

1990; ROSNER et al., 1990) e o primeiro GRP caracterizado em mamíferos (NICHOLS et al., 

1998; NIWA et al., 2000). OCT4 apresenta expressão restrita às células das linhagens 

germinativas, ovócitos, embriões e CTE. O silencimento de OCT4 causa a formação de 
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blastocistos com embrioblasto não pluripotente, ou seja, com potencial apenas para formação 

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 dispensável no período de clivagem, 

não há a formação do epiblasto e endoderma primitivo a partir do embrioblasto sem a atividade 

de OCT4 (LE BIN et al., 2014).  

A investigação de OCT4 em nível genômico tem contribuído para explicar como o gene 

participa do controle da pluripotência (BOYER et al., 2005; LOH et al., 2006). OCT4 forma 

complexos proteicos com SOX2 e outros fatores de transcrição (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 sinalização e silencia 

fatores de transcrição indutores de diferenciação celular (BOYER et al., 2005; RIZZINO, 

2013).  

 

2.5.2.6 RONIN 

RONIN (THAP11) foi identificado como um fator de interação 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 indução das CTE para 

diferenciação celular (FUJITA et al., 2008). Ao investigar proteínas que interagem com 

NANOG em células pluripotentes, identificou-se RONIN. Curiosamente, os 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 manutenção da pluripotência. Uma avaliação posterior mostrou 

que RONIN participa do controle de processos como: início da transcrição, splicing alternativo 

e metabolismo celular (DEJOSEZ et al., 2010).  Associado ao fator de transcrição HCF-1 

contribui para rápida proliferação das CTE através do aumento da expressão de genes 

necessários para síntese proteica e produção de energia (DEJOSEZ et al., 2010). Em 

ruminantes, RONIN foi detectado em cultivos de células do trofoblasto, ovócitos 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 expressão diferencial entre células 

pluripotentes e células diferenciadas (WANG et al., 2006, 2008). Existem divergências quanto 

a necessidade de ZFP281 para manutenção da pluripotência, possivelmente devido a diferenças 

nos métodos de silenciamento do gene ou condições 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 pluripotência. Além disso, 

controla diversos genes alvos em conjunto com estes GRPs, embora sua função principal seja 

silenciar os alvos, inclusive outros GRPs (WANG et al., 2008; FIDALGO et al., 2011). Por ter 

essa função sobre GRPs, ZFP281 reduz a eficiência da reprogramação celular ao dificultar a 

ativação de NANOG (FIDALGO et al., 2012).  

Em Oryzias latipes, ZFP281 apresentou expressão preferencial nas gônadas, mas 

também foi detectado no cérebro e coração (WANG et al., 2011). ZFP281 em pequenos 

ruminantes, foi detectado em fibroblastos, células do cumulus, gametas e embriões (MOURA 

et al., 2014), sugerindo perfil de expressão 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 expressão temporal desse gene foi descrita durante o desenvolvimento embrionário 

de camundongos, ovinos e bovinos (BERNARDI et al., 1996; PEIPPO et al., 2002). ZFX possui 

uma versão no cromossomo Y, denominado ZFY, com expressão constitutiva durante o período 

que antecede a implantação . Mais recentemente, foi demonstrado que ZFX é necessário para a 

manutenção da pluripotência de CTE de camundongos e humanos (GALAN-CARIDAD et al., 

2007; HAREL et al., 2012). No entanto, embriões com ZFX inativo são capazes de atingir o 

estádio de blastocisto e implantar (LUOH et al., 1997; GALAN-CARIDAD et al., 2007). 

 

2.6 Avaliação da expressão gênica em gametas e embriões    

A avaliação da atividade de genes em gametas e embriões de mamíferos tem sido alvo 

de intensa investigação a décadas (PAMPFER et al., 1992; NIEMANN; WRENZYCKI, 2001). 

A partir desta abordagem, foi possível identificar genes com expressão restritas aos gametas e 

embriões (SCHÖLER et al., 1989, 1990), identificar efeitos das condições in vitro sobre o 
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metabolismo e viabilidade dos embriões (NATALE et al., 2001; NIEMANN; WRENZYCKI, 

2001; BORTVIN et al., 2003), implicações de agentes tóxicos (HUUSKONEN, 2005) e genes 

necessários para o desenvolvimento embrionário (NICHOLS et al., 1998; ROSSANT, 2016), 

entre outros mecanismos.  

Um importante avanço foi a adoção de técnicas quantitativas para avaliação da 

expressão gênica em gametas e embriões, principalmente a PCR em tempo real (RT-qPCR) 

(LECHNIAK, 2002; PFEFFEr et al., 2007). Este avanço permitiu determinar flutuações da 

atividade gênica durante o desenvolvimento embrionário (PFEFFER et al., 2007; HAMATANI 

et al., 2008). Diferentes aspectos das técnicas de RT-qPCR podem influenciar os resultados da 

expressão gênica relativa, como as condições de extração de RNA, escolha dos genes de 

referência e quantidades inicial de células (JEONG et al., 2005; PFEFFER et al., 2007). Por 

isso, a adoção de métodos que padronizam a RT-qPCR são importantes para garantir a avaliação 

gênica relativa sem artefatos técnicos (TAYLOR; MRKUSICH, 2014). 

A avaliação da expressão gênica por RT-qPCR apresenta uma vantagem importante 

sobre abordagens bioquímicas e genéticas para investigar gametas e embriões, pois não 

necessita de grandes quantidades de material biológico (KRÜSSEL et al., 2000; 

HOCHEDLINGER; JAENISCH, 2006). Por isso, a avaliação da expressão gênica deve 

continuar como uma importante ferramenta para investigar os mecanismos de controle da 

gametogênese e desenvolvimento embrionário. Uma importante inovação foi o 

desenvolvimento das abordagens para RT-qPCR a partir de uma única célula, que vão permitir 

comparar a expressão gênica entre blastômeros,  entre embrioblasto e trofoblasto, dentre outras 

possibilidades (BOIANI; CIBELLI, 2016).   
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Resumo. A embriogênese da fecundação ao blastocisto é um período dinâmico durante o 

desenvolvimento dos mamíferos. Apesar da semelhança morfológica dos embriões destas 

espécies, algumas diferenças têm sido encontradas em nível molecular. O objetivo foi 

identificar a expressão temporal de oito genes relacionados à pluripotência (GRP) em 

embriões bovinos e ovinos produzidos in vitro. Ovócitos, embriões clivados, mórulas e 

blastocistos foram avaliados por PCR em tempo real (RT-qPCR). Cinco genes foram detectados 

em todos os estádios 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 

não seja em mórula de bovinos. GLIS1 apresentou a maior variação entre as espécies, sendo 

detectado em ovócitos de bovinos e em embriões clivados e blastocistos de ovinos. Análises 

in silico de nível de proteína sugerem que a função dos GRPs é conservada em ruminantes. Em 

conclusão, a expressão temporal dos GRPs difere entre bovinos e ovinos, sugerindo possíveis 

diferenças na utilização destes genes como marcadores moleculares de embriões nestas 

espécies.  

mailto:maloufrpe@uol.com.br
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desenvolvimento pré-implantação, 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-qPCR). 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. 

 

Introdução  

O desenvolvimento embrionário de ruminantes se inicia após processo de fecundação e 

singamia dos genomas dos gametas. O período inicial de desenvolvimento apresenta divisões 

celulares simétricas, com redução progressiva do volume celular (Rossant 2007). Os 

blastômeros neste período são 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).  Após a fase de compactação, o embrião passa pelo primeiro processo de 

diferenciação celular, que resulta na formação do embrioblasto e trofoblasto (Rossant 2007, 

2016). O embrioblasto é pluripotente, portanto possui a capacidade de dar origem a todos os 

tecidos que formam o feto, enquanto que o trofoblasto forma os tipos celulares da placenta 

(Cockburn e Rossant 2010; Moura 2012).  

O controle em nível molecular da totipotência e da pluripotência tem sido intensamente 

investigados (Moura 2012; Yeo e Ng 2013; Dang-Nguyen e Torres-Padilla 2015; Wu et al. 

2016). Estes estádios celulares são controlados em diferentes níveis moleculares (epigenéticos, 

transcricional e pós-transcricional), embora o controle transcricional apresente uma importante 

função pois a maioria dos GRPs seja formada por fatores de transcrição (Moura 2012; Rossant 

2016; Wu et al. 2016). Diversos genes foram identificados como necessários para a 

pluripotência e viabilidade do embrioblasto. (Nichols et al. 1998; Yeo e Ng 2013; Goissis e 

Cibelli 2014). 

Apesar da intensa investigação 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 espécies (Berg et al. 2011; Goissis e Cibelli, 2014; Takahashi et al. 2015). Alguns 

trabalhos determinaram à expressão espaço-temporal de GRPs em caprinos, bovinos e búfalos 

(He et al. 2006; Sanna et al. 2010; Rodríguez-Alvarez et al. 2010; Anand et al. 2011). Poucos 

relatos investigaram a expressão de GRPs em gametas e embriões ovinos, enquanto outros 

relatos identificaram a expressão apenas no estádio de blastocisto (Sanna et al. 2010; Kim et al. 

2013; Wang et al. 2013). Entretanto, pouco se conhece sobre as funções dos GRPs em 

ruminantes (Berg et al. 2011; Takahashi et al. 2015). O objetivo foi avaliar a expressão temporal 

de oito GRPs em ovócitos e embriões produzidos in vitro de ovinos e bovinos.  
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Material e Métodos  

Produção in vitro de embriões de ovinos 

O projeto foi desenvolvido (Fig.5) com a aprovação do Comitê de Ética da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sob a licença de número 035/2016 (Processo 

23082.002437/2016). Os ovários foram coletados no matadouro público no município de 

Paulista (PE).  Imediatamente após o abate dos animais, os ovários foram transportados para o 

laboratório em solução fisiológica aquecida a 35 ºC. Os complexos cumulus-ovócitos (CCOs) 

foram aspirados de folículos 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 UI mL-1 de Hemofol e 1μg mL-1 sulfato de gentamicina. 

Os CCOs, que apresentavam três ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma 

homogêneo, foram utilizados para maturação in vitro (MIV), conforme descrito por Bezerra et 

al. (2014).  

Fig.5: Fluxograma das atividades para avaliação da expressão temporal de genes relacionados 

à pluripotência em embriões de ovinos e bovinos. 
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O meio de maturação foi composto pelo TCM-199 com sais de Earle’s suplementado com 

50 μg mL-1 de piruvato de sódio, 2,6 mg mL-1 de bicarbonato de sódio, 5,0 μg mL-1 de  hormônio 

folículo estimulante (FSH), 5,0 μg mL-1 de hormônio luteinizante (LH), 2mM de L-Glutamina, 

10% de SFB e 0,5 μL mL-1 sulfato de gentamicina. Os ovócitos foram incubados em grupos de 

15-30 em gotas de 100-150 μL cobertas com óleo mineral a 38,5 ºC em atmosfera úmida 

contendo 5 % de CO2 durante 24 horas. 

Efetuou-se a fecundação in vitro (FIV) com sêmen congelado (Chiamenti et al. 2013). 

Cuidadosamente, uma palheta de sêmen (0,25 mL) foi depositada em microtubos cônicos, 

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 concentração de 

espermatozoides determinada para a FIV. Os ovócitos após a MIV foram lavados em meio FIV  

e transferidos (25 ovócitos) para as gotas de 100 μL de meio FIV sob óleo de parafina 

esterilizada, local onde foi depositada a suspensão espermática na concentração final de 1,0 - 

2,0 X 106 espermatozóides mL-1. Os gametas foram co-incubados em condições atmosféricas 

idênticas àquelas da MIV durante o período de 18-20 horas. 

Procedeu-se a ativação partenogenética conforme descrito por Moura et al. (2008). Os 

ovócitos foram desnudados com tratamento inicial a 0,2 % de  hialuronidase por cinco minutos. 

Em seguida, os ovócitos foram transferidos para nova gota de hialuronidase e submetidos à 

pipetagem por cinco minutos. Os ovócitos desnudos foram lavados em meio, composto por 

SOF com aminoácidos (SOFaa)  e suplementado com  5 % de SFB. A ativação partenogenética 

foi iniciada com 5 μM de ionomicina por cinco minutos, seguida de  lavagens em meio SOFaa 

e cultivo em solução a 2 mM de 6-DMAP por três horas (Bebbere et al. 2010). Finalmente, os 

ovócitos foram lavados cinco vezes em meio SOFaa. 
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Os presumíveis zigotos foram cultivados em meio SOFaa suplementado com 5 % de SFB 

(Moura et al. 2008), além da monocamada de células do cumulus. A  avaliação do 

desenvolvimento embrionário foi realizado no 3º dia (D3) para clivagem, no 5º dia (D5) para 

mórulas e sétimo dia (D7) para blastocistos. Os percentuais de desenvolvimento embrionário 

foram calculados à partir do número de ovócitos maturados. 

 

Produção in vitro de embriões de bovinos 

Os ovários foram coletados no matadouro público do município de São Lourenço da Mata  (PE). 

Imediatamente após o abate dos animais, os ovários foram transportados em solução fisiológica 

a 0,9 % de NaCl e 1 μL mL-1 de solução 100 x de penicilina e estreptomicina (Invitrogen) a 

temperatura de 35 ˚C para o Laboratório em período inferior a três horas.   

 Os complexos cumulus-ovócitos (CCOs) foram aspirados de folículos ovarianos medindo 

de 2 a 8 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 μL mg-1 sulfato de gentamicina. 

Os CCOs de qualidade grau I (citoplasma homogêneo e mais de três camadas de células do 

cumulus) e grau II (citoplasma levemente heterogêneo e/ou menos de três camadas de células 

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

Os CCOs foram maturados em meio TCM-199 com sais de Earle’s, 5 μg mL-1 de FSH, 2 

mM de L-glutamina, 10 % de SFB e 1 μg mL-1 de sulfato de gentamicina. Grupos de 25 a 30 

CCOs foram colocados em gotas de 150 μL de meio MIV sob óleo mineral, em placa de Petri 

de 35 mm e incubados em estufa, com atmosfera saturada de umidade, 5 % de CO2 à 38,5 ºC, 

durante 24 horas. 

Os CCOs maturados passaram por um desnudamento parcial mecânico 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 μL (15 - 25 ovócitos por gota) em meio FERT-TALP, contendo 10 μg mL-

1 de heparina e cobertas com óleo mineral.  

A FIV foi realizada com sêmen congelado. Cuidadosamente, uma palheta de sêmen foi 

depositada em tubos cônicos de centrífuga, 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 μg mL-1 de heparina e  

centrifugado a 700 g, por sete minutos. O sobrenadante foi removido e a concentração de 

espermatozoides foi determinada para a FIV. A dose inseminante foi de 1,0 x 106 

espermatozoides por mL-1. Finalmente, os gametas foram incubados por 18 - 20 horas nas 

mesmas condições já descritas para a maturação. 

Os presumíveis zigotos foram lavados em meio SOFaa e transferidos para placas de Petri de 

60 mm, com gotas de 150 μL, do mesmo meio, cobertas com óleo mineral, e mantidas em 

estufa, com atmosfera saturada de umidade; 5 % de CO2 à 38,5 ºC, durante sete dias. A  

avaliação do desenvolvimento embrionário foi realizado no 3º dia (D3) para clivagem, no 5º 

dia (D5) para mórulas e 7º dia (D7) para blastocistos. Os percentuais de desenvolvimento 

embrionário foram calculados a partir do número de ovócitos maturados. 

 

Extração de RNA total 

A extração do RNA total foi obtida com RNAeasy Micro Plus (Qiagen), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Os pools para extração foram por 50 - 100 ovócitos, 10 - 20 

embriões clivados, 10 - 15 mórulas e 10 - 15 blastocistos e foram armazenados em PBS sem 

cálcio e magnésio a -80 ºC. As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 14.000 g por 

um minuto. Adicionou-se 75 µL do tampão RLT e a amostra foi submetido ao vórtex, por 30 

segundos. Em seguida, foi adicionado à 75 µL 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 µL da solução RW1 e centrifugado à rotação de 14.000 g, por um minuto. Em 

seguida, as amostras foram tratadas com solução de DNAse I, por 15 minutos, em temperatura 

ambiente. Foram adicionados 350 µL da solução RW1 e centrifugado à 14.000 g, por um 

minuto. Foi realizada mais uma lavagem com 500 µL da solução RPE e novamente centrifugado 

à 14.000 g, por um minuto. A última lavagem utilizou 500 µL de etanol à 80 % com 

centrifugação a 14.000 g, por dois minutos. Em seguida, foi realizada uma centrifugação com 

os tubos da coluna aberto a 17.000 g por cinco minutos para eliminação completa de etanol. A 

eluição do RNA total foi realizada com 14 µL de H2O RNAse - free e centrifugação a 17.000 g 

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

 

Síntese de cDNA 

A síntese do cDNA foi realizada com o QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Possíveis resquícios de DNA foram removidos 

das amostras pela reação de eliminação de DNA genômico, contendo 2 μL de reaction buffer, 

12 μL de RNA total e 14 μL de volume final a 42 ºC por dois minutos. A síntese de cDNA foi 

composta por 14 μL da reação de eliminação de DNA genômico, 4 μL de 5x Quantiscript RT 

buffer, 1 μL de RT primer Mix e 1 μL de Quantiscript reverse transcriptase e volume final de 

20 μL a 42 ºC por 30 minutos. A transcriptase reversa foi inativada pela incubação da reação a 

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

 

PCR em Tempo Real (RT-qPCR)  

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 formação de dímeros de primers e anelando junções éxon- éxon 
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(Tabela 2). As reações de PCR em Tempo Real (RT-qPCR) foram realizadas no equipamento 

LineGene 9660 modelo FQD-96A (Bioer®), usando detecção por SYBR Green. A reação foi 

composta por 1 µL da amostra de cDNA, 5 µL qPCR Master Mix 2x (Promega®), 3,4 µL H2O 

ultrapura e 0,6 µL de primers (0,25 µM) em volume final de 10 µL. O cDNA de ovócitos e 

embriões foram utilizados como amostras concentradas. As reações foram realizadas com as 

condições  a seguir: desnaturação inicial de 95 ºC por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 95 

ºC por 15 segundos, 60 - 62 ºC por 30 segundos. A temperatura de anelamento e extensão de 

60 ºC foi utilizada para as reações em ovinos, enquanto que a temperatura de 62 ºC foi usada 

para as reações de bovinos. As curvas de melting foram analisadas em 65 – 95 ºC, por 20 

minutos, após os 40 ciclos. Os níveis de expressão dos genes candidatos foram determinados 

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

 

Bioinformática 

Sequências sonda de humanos (Homo sapiens) foram utilizadas para encontrar sequências 

candidatas em bovinos (Bos taurus) e ovinos (Ovis aries)  para os genes CMYC, DAX1, GLIS1, 

KLF5, OCT4, RONIN, ZFP281 e ZFX no UniProt (http://www.uniprot.org/). Com auxílio da 

sequência “sonda” de RNA mensageiro (RNAm), o tBLASn foi utilizado para identificadar 

mais sequências candidatas para os GRPs selecionados, e alinhamentos com cut-off de e-value 

≥ e -10 foram considerados hits (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

A tradução das proteínas foi realizada utilizando o programa ORF-Finder, para identificar o 

quadro de leitura que codificará a proteína de cada sequência de RNAm candidata. Os 

alinhamentos múltiplos de proteína foram realizados utilizando- se MEGA7. A predição do 

peso molecular e o ponto isoelétrico foram realizadas a partir do JVirGel 2.0 e a localização 

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 detecção dos genes relacionados à pluripotência em gametas 

e embriões de ovinos e bovinos por RT- qPCR  

Gene 
Sequência 5’-3’ 

(Forward e Reverse) 

Amplicon 

(pb) 

Junção  

éxon-

éxon 

Número 

 de Acesso 

(Espécie) 

CMYC 
F- ACTCCACCGCCTTTTCTCC 

R- CTTGTTCTTCCTCAGAGTCGC 
135 

Sim 

NM_001046074.2 

(Ovis aries) 

DAX1 

F- ACAGTGCCCTCTTCCTTCTG                  

R- GTGCCTTCACAACTTTGCAC 
131 

Não 

NM_001205857.1 

(Bos taurus) 

GAPDH 

F- TGGAGGGACTTATGACCACTG              

R- AGAAGCAGGGATGATGTTCTG 
119 

Não 

gi27525390      

(Capra hircus) 

GLIS1 
F- TTCAGCAACTCCAGTGACCG 
R- GTGTGCAGCTTCTTACGCAC 

170 
Sim 

XM_010827013.1 

(Bos taurus) 

KLF5 
F- CATACTGGTGAGAAGCCGTACA 

R- GGCAGCTCAGTTCTGGTGT 
192 

Sim 
XM_004012185.2 

(Ovis aries) 

OCT4 
F- GTGAGAGGCAACCTGGAGAG 
R- GTCACTGCTTGATCGTTTGC 

153 
Não 

GI333973469  (Capra 

hircus) 

RONIN 
F- CACGGGAGAAGACGTTAAGC 
R- GGAGCCAGTATCAGGGAAGC 

187 
Não 

NM_001104994  

(Bos taurus) 

SDHA 
F- GGAGCTGGAGAATTACGGCA 
R- CGCAGGGACCTTCCATACAA 

177 
Sim 

XM_012125144.1 

(Ovis aries) 

TBP 
F- AGAATAAGAGAGCCCCGCAC 
R- TTCTTCACTCTTGGCTCCCG 

78 
Sim 

XM_012166509.1 

(Ovis aries) 

ZFP281 
F- TCCAAATACCTCCAACAGGC                

R- GGCAATGAAGATGGCAACAC 
194 Não 

XM_610917.6      

(Bos taurus) 

ZFX 
F- TCCTTGGATGATGCTGGCAA 

R- CAGTCCCACCTAAGTCATCCTC 
163 

Não 

NM_177490.1 

(Bos taurus) 

 
 

Produção in vitro de embriões 

Embriões de ovinos e bovinos foram produzidos in vitro para a análise da expressão dos GRPs 

durante o desenvolvimento embrionário (Tabela 3). Embriões bovinos foram obtidos a partir 

da FIV, enquanto que os embriões ovinos foram produzidos por FIV e ativação partenogenética. 

No entanto, a ativação partenogenética produziu embriões ovinos com maior eficiência e 

melhor morfologia. Por esses motivos, os embriões ovinos partenogenéticos foram utilizados 

para a expressão gênica (Tabela 3).    
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Tabela 3. Produção in vitro de embriões ovinos e bovinos.  

Espécie 
Ovócitos  

(n) 
Método   

Clivagem 

n (%) 

Mórula   

n (%) 

Blastocisto   

n (%) 

Ovis aries 156 AP 
108/126 (85,7)A 

67/110 (60,9)A 21/63 (33,0)B 

Ovis aries 73 
FIV 18/71 (25,3)C 

4/71 (05,6)B 1/46 (02,1)C 

Bos taurus 122 FIV 
122/191 (63,8)B 

78/138 (56,2)A 28/52  (53,8)A 

AP: ativação partenogenética. FIV: Fecundação in vitro. Letras sobrescritas diferentes (A, B, C)  denotam 

diferença estatística pelo teste de qui-quadrado (0,05).  

 

Detecção de expressão de genes associados à pluripotência por PCR em tempo real (RT-qPCR)    

Os genes de referência 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 são potenciais candidatos como genes de referência para o desenvolvimento 

embrionário (Tabela 4). A variação que foi observada nos Cq entre as espécies foi devido as 

quantidades diferentes de material biológico inicial, onde a amostra de bovinos tinha 

aproximadamente o dobro de ovócitos (Fig. 6). TBP apresentou menor potencial para as 

amostras de bovino e ovócitos de ovinos, embora mais eficiente para embriões ovinos.  

Todos os GRPs candidatos foram detectados em ovinos e bovinos (Fig. 6), bovinos, com 

curvas de melting compatíveis com os produtos amplificados (Anexo A). Os GRPs 

apresentaram três perfis de expressão, considerando as duas espécies. Os genes OCT4, RONIN, 

ZFP281, ZFX e KLF5 foram detectados em ovócitos e todos estádios embrionários das duas 

espécies (Tabela 4). Quanto aos Cq, os genes apresentaram diferenças entre as espécies. Em 

ovinos, os genes OCT4, ZFX e KLF5 apresentaram Cq menores com o progresso do 

desenvolvimento embrionário e aumento do número de células (Tabela 5).  
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Fig. 6. Curvas de amplificação para oito genes relacionados à pluripotência em ovócitos e 

embriões de ovinos e bovinos. 
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ZFP281 e RONIN de ovinos apresentaram maiores Cq para ovócitos e menores em embriões 

nos diferentes estádios. Em bovinos, RONIN e ZFX apresentaram Cq mais baixos em embriões, 

sugerindo maior expressão (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 não 

foi detectado em ovócito, mas foi encontrado nos demais estádios de desenvolvimento 

embrionário. DAX1 foi detectado em ovócitos e embriões de ovinos, embora em bovinos não 

tenha sido detectado na fase de mórula (Tabela 4). Quanto aos Cq, CMYC parece ter expressão 

semelhante durante o desenvolvimento embrionário nas duas espécies, enquanto que DAX1 

apresentou maior expressão em ovócitos bovinos (Tabela 5). 

GLIS1 apresentou um perfil de expressão diferente dos demais GRPs. Este gene, foi 

detectado apenas em ovócitos de bovinos, embora em ovinos tenha sido detectado em embriões 

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

     Tabela 4. Expressão temporal de genes relacionados à pluripotência em gametas  

      e embriões ovinos (O) e bovinos (B). 

Gene Ovócitos  Clivados Mórula       Blastocisto   

CMYC B OB OB OB 

DAX1 OB OB O 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-qPCR) para                 

oito GRP em ovócitos e embriões de ovinos e bovinos. B: bovino. Cq: ciclo de quantificação. O: 

ovino.  

 

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

 

 

Bioinformática 

Com o intuito de estimar possíveis diferenças nas funções dos GRPs entre ovinos e bovinos, 

realizou-se análises in silico para avaliar as sequências protéicas dos GRPs e suas propriedades. 

A partir das sequências protéicas obtidas, observou-se que ovinos apresentam em média 3,37 

sequências por GRP, sendo a maioria sequências preditas a partir do sequenciamento do 

genoma (não caracterizadas). As sequências de GRPs bovinos apresentaram uma sequência por 
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gene, com exceção do CMYC, o qual possui duas isoformas (Anexo B). As proteínas de OCT, 

RONIN e CMYC, se mostraram semelhantes entre ovinos e bovinos, se não idênticas a partir 

do tamanho, ponto isoelétrico e peso molecular (Anexo B). Os outros 5 GRPs apresentaram 

similaridades entre a sequências de bovinos e uma isoformas de ovinos, apesar da outra 

isoforma de ovinos apresentar variação considerável em todos os parâmetros avaliados em nível 

de protéina (Anexo B). 

Ovinos possuem 13 isoformas de ZFX, embora o alinhamento das sequências preditas de 

proteína tenha sugerido apenas duas proteínas distintas (Anexo C). A análise fenética das 

sequências dos GRPs permitiu identificar que CMYC e ZFX são mais conservados entre ovinos 

e bovinos (Anexo D). Em relação aos demais GRPs, pequenos ruminantes são mais conservados 

entre si, enquanto que os GRPs de bovinos são mais conservados em relação as sequências de 

búfalos (Anexo D).  

 

Discussão  

A expressão temporal de oito GRPs foi determinada durante o desenvolvimento embrionário 

de ovinos e bovinos. Os embriões bovinos foram produzidos por FIV e os embriões ovinos 

foram produzidos por ativação partenogenética. O método de produção de embriões tem 

influência sobre a expressão gênica relativa dos GRPs, mas não na expressão temporal (Bebbere 

et al. 2010). A expressão de OCT4 foi inferior em blastocistos partenogenéticos em relação aos 

obtidos por FIV, embora seja semelhante em embriões clivados e mórulas (Bebbere et al. 2010). 

Nesse mesmo estudo, a expressão de NANOG foi semelhante em mórulas e blastocistos. Sob 

as condições descritas acima, a ativação partenogenética foi mais eficiente que a FIV para 

obtenção de maior quantidade e qualidade de embriões de ovinos. Esse achado parece ser 

dependente das condições experimentais, pois outros relatos encontraram eficiências 
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semelhantes entre FIV e ativação 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 embrionário e nas duas 

espécies. Esse gene foi inicialmente caracterizado como um fator essencial para embriogênese 

e viabilidade de CTE (Dejosez et al. 2008) e sua expressão com CMYC e KLF4 convertem 

células do saco amniótico em pluripotentes (Nagata et al. 2009). Quanto a sua função, RONIN 

foi identificado como promotor de síntese protéica, metabolismo energético em células CTE, 

enquanto que em células da retina aumenta a expressão de genes mitocondriais (Dejosez et al. 

2010; Poche et al. 2016).  

Este trabalho foi o primeiro estudo sobre a expressão do ZFP281 em embriões de mamíferos. 

As informações disponíveis 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 expressão 

diferencial entre células pluripotentes e células somáticas (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 expressão de NANOG (Wang et al. 2008). Por ter sido detectado em todas as fases 

de desenvolvimento, ZFP281 pode contribuir para formação de complexos de regulação dos 

genes alvos (Wang et al. 2006, 2008) e para controle da expressão de outros GRPs (Wang et 

al. 2008; Fidalgo et al. 2011).    

GLIS1 apresentou perfil de expressão espécie-específico dentre os genes analisados. GLIS1 

é um dos GRPs menos caracterizados, sendo descoberto numa prospecção de genes envolvidos 

na reprogramação celular (Maekawa et al. 2011). Sua expressão em camundongos é alta em 

ovócitos e zigotos, porém baixa em CTE, fibroblastos e outras células somáticas (Maekawa e 

Yamanaka, 2011). Esse gene é expresso em ovócitos e embriões bovinos até o estádio de quatro 

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

embrionário (Takahashi et al. 2015). 

ZFX foi detectado em todas as fases avaliadas nas duas espécies. Estudos anteriores 

avaliaram a expressão de ZFX durante o desenvolvimento embrionário, como exemplo de gene 

expresso no cromossomo X (Bernardi et al 1996; Peippo et al. 2002). Mais recentemente, 

demonstrou-se que ZFX é necessário para a pluripotência de CTE de camundongos e humanos 

(Galan-Caridad et al. 2007; Harel et al. 2012), embora embriões sem ZFX sejam capazes de 

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

DAX1 (NR0B1) foi expresso durante o desenvolvimento embrionário das duas espécies, 

com exceção de mórulas de bovinos. DAX1 contribui para o processo de reprogramação celular 

(Zhang et al. 2014; Lujan et al. 2015), embora a necessidade de DAX1 para manutenção da 

pluripotência em CTE seja controversa (Khalfallah et al. 2009; Zhang et al. 2014). DAX1 havia 

sido detectado em ovócitos e embriões de camundongos (Clipsham et al. 2004; Stickels et al. 

2015), embora seja dispensável para formação dos blastocistos (Yu et al. 1998).  

KLF5 foi detectado pela primeira vez em ovócitos e durante todo o desenvolvimento 

embrionário de ovinos e bovinos. Este gene é necessário para manutenção da pluripotência, 

sendo expresso durante todo desenvolvimento embrionário de camundongos (Ema et al. 2008; 

Parisi e Russo, 2010). A influência de KLF5 sobre a pluripotência depende da regulação de 

outros GRPs e silenciamento de genes promotores de diferenciação celular  (Parisi e Russo, 

2010). 

A expressão de CMYC diferiu em ovócitos, 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 estádios de desenvolvimento embrionário de ovinos e bovinos, um outro relato não 

detectou o gene em mórulas, apenas em blastocistos (Madeja et al. 2013).      
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A análise in silico em nível de proteína demonstrou que pouco se conhece sobre os GRPs 

em bovinos e ovinos. A estratégia de predição de função pela homologia (Lee et al. 2007), 

mostrou alto grau de conservação das proteínas e provável semelhança em relação a função 

entre ruminantes.Curiosamente, ovinos apresentaram múltiplas isoformas para cada GRP, com 

variação significativa para proteínas homologas. O fato de que algumas isoformas de GRPs em 

ovinos apresentam variação estrutural sugere que esta espécie pode apresentar particularidades 

no controle da pluripotência. A validação experimental dos GRPs quanto à sequência e função 

pode excluir sequências redundantes em ovinos e identificar sequência parálogas e com novas 

propriedades.  A análise fenética também sugere que os GRPs pode apresentar funções 

conservadas entre essas espécies. Novas ferramentas computacionais têm sido descritas para 

avaliar células pluripotentes (Bian e Cahan 2016; Kurum et al 2016). A aplicação combinada 

destas abordagens com dados experimentais sobre GRPs poderá aumentar a capacidade de 

investigar o controle da totipotência e pluripotência durante o desenvolvimento embrionário de 

ruminantes.    

Em conclusão, a expressão temporal de GRPs difere entre ovinos e bovinos, sugerindo 

possíveis diferenças quanto à utilização destes genes como marcadores moleculares durante o 

desenvolvimento embrionário desta espécies. 
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5. Considerações Finais 
 

A expressão temporal dos GRP foi semelhantes para vários GRP, embora existam 

diferenças entre ovinos e bovinos. Alguns GRPs avaliados apresentaram variação de expressão 

em algumas fases do desenvolvimento entre as espécies. Entretanto, um GRP apresentou 

expressão contrastante em todas as fases nas duas espécies. Avaliações de expressão relativa 

poderão identificar variações nos níveis de expressão em genes detectados em fases 

semelhantes entre ovinos e bovinos. O perfil de expressão dos GRP avaliados deverá contribuir 

para a avaliação de embriões obtido por diferentes biotécnicas.    

Análises in silico sugerem a partir da sequência proteica, que os GRPs apresentam 

funções semelhantes entre ruminantes. Ovinos possuem mais sequências para os GRPs, 

sugerindo possíveis sequências redundantes,  com funções novas ou isoforma-específicas. 

Entretanto, a caracterização experimental das proteínas continua sendo necessária para 

confirmar esta hipótese.  
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6. Anexos 

Anexo A. Valores de melting para oito genes relacionados à pluripotência em ovócitos e 

embriões de ovinos e bovinos. 
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Anexo B. Tamanho da proteína, ponto isoelétrico, peso molecular e localização subcelular 

para oito genes relacionados à pluripotência em ovinos e bovinos. 

Gene Espécie   Isoforma Start* Stop** 
Tamanho 

(Aa) 
Pi PM 

Localização  

 Subcelular 

CMYC O. aries - 209 1528 
439 5,31 

48,47 Núcleo   

 B. taurus X1 707 2026 439 
5,21 

48,38 Núcleo   

 B. taurus X2 119 1438 439 
5,21 

48,38 Núcleo   

DAX1 O. aries X1 <1 1149 
382 6,27 

41,48 
Citoplasma 

& Núcleo 

 O. aries X2 238 1653 
471 6,75 

51,56 
Citoplasma 

& Núcleo 

 B. taurus - 22 1437 
471 6,52 

51,60 
Citoplasma 

& Núcleo 

GLIS1 O. aries X1 3063 4940 
625 8,48 

66,05 Núcleo   

 O. aries X2 5879 8182 
767 8,58 

81,94 Núcleo   

 O. aries X3 5879 7729 
616 7,89 

65,54 Núcleo   

 B. taurus - 97 2487 
796 8,11 

84,36 Núcleo   

KLF5 O. aries X1 286 1650 454 
8,54 

50,47 Núcleo   

 O. aries X2 170 1270 366 
8,77 

41,19 Núcleo   

 B. taurus - 304 1668 454 
8,54 

50,47 Núcleo   

OCT4 O. aries - 4 1083 
359 

5,99 38,25 Núcleo   

 B. taurus - <1 1083 
360 

5,56 38,33 Núcleo   

RONIN O. aries X1 271 1182 
303 

8,96 33,01 Núcleo   

 O. aries X2 <1 921 
306 

9,42 32,97 Núcleo   

 B. taurus - 49 960 
303 

8,96 33,05 Núcleo   

ZFP281 O. aries X1 1309 3117 
602 8,42 

65,62 Núcleo   

 O. aries X2 163 2784 
873 8,67 

93,23 Núcleo   

 O. aries X3 152 2773 
873 8,67 

93,23 Núcleo   

 B. taurus - 30 2570 
846 9,78 

90,65 Núcleo   
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Gene Espécie   Isoforma Start* Stop** 
Tamanho 

(Aa) 
Pi PM 

Localização  

 Subcelular 

ZFX O. aries X1 1124 <3526 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X2 <1 2403 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X3 1107 <3431 774 
5,81 

87,32 Núcleo   

 O. aries X4 1306 3630 774 
5,81 

87,32 Núcleo   

 O. aries X5 129 >2531 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X6 378 >2780 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X7 215 >2539 
774 5,81 

87,32 Núcleo   

 O. aries X8 129 2390 
753 5,45 

84,98 Núcleo   

 O. aries X9 434 >2836 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X10 172 2574 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X11 167 >2569 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X12 48 >2450 
800 

5,63 90,16 Núcleo   

 O. aries X13 566 >2890 
774 5,81 

87,32 Núcleo   

 B. taurus - 26 2428 
800 5,66 

90,60 Núcleo   

Aa: Aminoácidos Pi: Ponto isoelétrico. PM: Peso molecular *Nucleotídeo inicial da proteína. 

**Último nucleotídeo da proteína. 
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Anexo C. Alinhamento múltiplo protéico das treze isomorfas de ZFX em ovinos (Ovis aries). 
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Anexo D. Análise fenética de oito genes relacionados à pluripotência. As sequências de 

ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) estão identificadas. 

CMYC DAX1 

GLIS1 KLF5 

OCT4 RONIN 

ZFP281 ZFX 


