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Resumo

Embrides antes da implantacdo possuem células pluripotentes, ou seja, células que apresentam a capacidade
de se diferenciar em todos os tecidos que compdem o feto. O controle da pluripoténcia em nivel molecular é
estabelecido por diversos fatores, entre eles, os genes relacionados a pluripoténcia (GRPs). Estes genes
contribuem para inibicdo do processo de diferenciagcdo celular e manutencdo da viabilidade de células
pluripotentes. No entanto, apesar do crescente conhecimento sobre as fun¢bes dos GRPs em camundongos e
humanos, pouco se conhece sobre a expressdo espaco-temporal e fungbes dos GRPs em outras espécies,
incluindo ovinos. Evidéncias em bovinos, humanos e camundongos demonstram que GRPs podem apresentar
mecanismos de a¢do diferentes entre as espécies. O objetivo da revisdo foi analisar a atividade dos GRPs em
ovinos atraves do perfil de expressdo espaco-temporal e fungdes, bem como apresentar alternativas para
acelerar o entendimento da pluripoténcia na espécie.
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Abstract

Embryos before implantation have pluripotent cells, namely, cells that hold the capacity to differentiate into
all cell types that form the fetus. Pluripotency is controlled at the molecular level by several factors, and among
them, pluripotency-associated genes (PAG). These genes contribute to inhibition of cell differentiation and
maintenance of pluripotent cell viability. However, despite growing understanding of PAG roles in mice and
humans, less is known about their spatiotemporal expression and roles in other species, including sheep.
Evidences in cattle, humans and mice demonstrated that PAG may show distinctive roles among species. The
review was aimed to analyze the activity of PAG in sheep by their spatiotemporal expression and their roles,
further presenting alternatives to accelerate the understanding of pluripotency in this species.

Keywords: Ovis aries; totipotency; embryogenesis; embryology.

Introducéo

A fecundacdo permite a singamia dos
genomas dos gametas e inicia o desenvolvimento
embrionario (Rossant, 2007, 2016; Moura, 2012).
O recém-formado embrido passa por rapidas
divisbes celulares, periodo o qual as células do
embrido sdo totipotentes, ou seja, possuem a
capacidade de formar os os diversos tecidos do feto
e da placenta (Smith, 2001; Rossant, 2007). O
embrido passa pelo primeiro processo de
diferenciacdo celular ap6s a ativacdo do genoma
embrionario, quando as células mais externas do

embrido adquirem formato achatado, comum as
células epiteliais (Rossant, 2007, 2016). No
entanto, esta diferenca morfoldgica persiste até o
estadio de morula (Rossant, 2007; Moura, 2012).
Os embriGes no estadio de blastocisto
apresentam dois tipos celulares distintos:
embrioblastos e trofoblastos (Rossant, 2007). As
células do embrioblasto s&o pluripotentes, pois tem
a capacidade de se diferenciar nos tecidos que
formam o feto (Smith, 2001; Rossant, 2016). As
células do trofoblasto sdo as mais externas do
blastocisto e possuem a capacidade de formar os
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tecidos que compbe a placenta (Rossant, 2007;
Moura, 2012).

O cultivo do embrioblasto sob condicdes
definidas permite o isolamento de linhagens
celulares pluripotentes, com capacidade ilimitada
de proliferacdo em roedores e primatas (Smith,
2001; Moura, 2012). Essas células pluripotentes
em cultivo sdo denominadas de células-tronco
embrionarias (CTEs). A estratégia definitiva para
confirmar a pluripoténcia das CTEs é realizada
pela introducdo das CTEs em embrides de
camundongos e ratos, resultando no nascimento de
guimeras, ou seja, animais com contribuicdo das
duas linhagens celulares em diversos tecidos,
incluindo as gbnadas (Bradley et al., 1984; Buehr
et al., 2008; Li et al., 2008).

A pluripoténcia é regulada por diversos
fatores, como fatores de transcricdo, microRNAs,
fatores epigenéticos, entre outros (Young, 2011;
Moura, 2012; Yeo e Ng, 2013). Os genes
relacionados a pluripoténcia (GRPs) contribuem
para 0 estabelecimento e manutencdo da
pluripoténcia pelo controle do processo de
diferenciagdo celular e manutengéo da viabilidade
de células pluripotentes. Cerca de cinquenta GRPs
foram identificados e varios sdo necessarios para
manutencdo da pluripoténcia (Avilion et al., 2003;
Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Bortvin
et al., 2004; Galan-Caridad et al., 2007; Djosez et
al., 2008; Masui et al., 2008; Zwaka, 2008; Moura,
2012; Silva et al., 2017).

A pluripoténcia pode ser estabelecida em
células somaticas por diferentes métodos (Moura,
2012; Wu e Scholer, 2014). A introducéo de uma
celula somatica em ovocito enucleado através da
transferéncia nuclear (TN) permite a reativagdo dos
GRPs no genoma da célula somética durante o
desenvolvimento embrionario (Wilmut et al.
1997; Moura, 2012). Os embrides obtidos por TN
resultam na producéo de animais clones (Wilmut et
al. 1997, 2002), sendo esta a maior evidéncia do
reestabelecimento da pluripoténcia pela técnica
(Moura, 2012; Wu e Schéler, 2014).

Uma demonstragdo mais direta da
importancia dos GRPs para o estabelecimento e
manutencdo da pluripoténcia foi obtida a partir da
conversdo de células sométicas em células
pluripotentes por fatores definidos (Takahashi e
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Wu e
Schdler, 2014).

A expressdo exogena de quatro GRPs
(OCT4, SOX2, CMYC e KLF4) em células
somaticas resultou em células pluripotentes

equivalentes as CTEs em humanos e
camundongos, denominadas de células
pluripotentes induzidas (CPls) (Takahashi e
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007).

O répido progresso no entendimento do
controle da pluripoténcia deve-se em grande parte,
a utilizagdo de CTEs, CPIs e métodos que
permitem a investigacdo funcional e em nivel
gendmico dos GRPs em camundongos e humanos
(Capecchi, 1989; Boyer et al., 2005; Wang et al.,
2006). No entanto, tais ferramentas permanecem
indisponiveis ou pouco utilizadas em ovinos
(Williams et al., 2003). Além disso, as tentativas de
estabelecer CTEs e CPIs em ovinos ainda néo
foram eficientes (Bao et al., 2011; Shi et al., 2015),
devido ao limitado conhecimento sobre a
pluripoténcia na espécie (Ezashi et al., 2016). Por
estes fatos, o controle da pluripoténcia em ovinos
permanece pouco explorado.

Evidéncias em bovinos demonstram que a
expressdo espaco-temporal e regulagdo de GRPs
em embrides difere das descritas em camundongos
e humanos (Berg et al.,, 2011; Rossant, 2011,
Goissis e Cibelli, 2014). Além disso, diversos
relatos apresentam particularidades espécie-
especificas na atividade de GRPs em CTEs (Boyer
et al., 2005; Loh et al., 2006; Au e Sebastiano,
2014). Estes fatos suportam a necessidade de
investigar o controle da pluripoténcia em diferentes
organismos. O objetivo foi revisar a atividade dos
GRPs em ovinos através do perfil de expressao
espacgo-temporal e fungdes, bem como apresentar
alternativas para acelerar o entendimento da
pluripoténcia na espécie.

Revisao Bibliogréafica

A revisdo foi realizada atraves de buscas nos
bancos de indexacdo PUBMED - medline
(www.pubmed.org) e Science Direct
(www.sciencedirect.com). A busca por artigos
utilizou os termos de busca (Keywords) “ovine”,
“Ovis aries” ou “sheep”, nas diferentes
combinagdes possiveis com 0s seguintes genes,
OCT4 (POUSF1), NANOG, STAT3, SOX2,
KLF4, KLF5, SALL2, SALL4, TBX3, RONIN
(THAP11), ZFP281, NAC1 (NACC1), DAX1
(NROB1), TLC1A, LIN28, GDF3, TCF3, GLIS1,
REX1 (ZFP42), FOXD3, UTF1, DPPAL, DPPAZ2,
DPPA3 (STELLA/PGC7), DPPA4, DPPAS5, C-
MYC, LRH-1 (NR5A2), ESRRp e ZFX. Apenas os
artigos contendo informagdes sobre a expressao
espago-temporal e funges dos GRPs em ovinos
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foram considerados. Evitou-se a citacdo de varios
artigos com informagdes semelhantes.

Expressdo  espago-temporal  dos  genes
relacionados a pluripoténcia em ovinos

A expressdo espacgo-temporal de GRPs em
ovinos tem sido melhor caracterizada durante o
desenvolvimento embrionério, pois 13 genes foram
detectados em gametas ou algum estadio de
desenvolvimento. Além disso, GRPs foram
detectados em células germinativas primordiais e
células pluripotentes de ovinos (Figura 1). Ao
considerar o nimero de GRPs caracterizados em
camundongos e humanos, poucos genes foram
analisados em ovinos até 0 momento.

Os genes apresentam alguns padrdes de
expressdo temporal durante o desenvolvimento
embrionario (Bortvin et al., 2004; Rossant, 2007),
incluindo os GRPs. O padrdo de expressao materno
caracteriza-se pelo RNA mensageiro (RNAmM)
estocado no gameta feminino, que persiste nas
primeiras clivagens, embora ndo seja detectado
apos a ativacao do genoma embrionario (Hosseini
et al., 2016). Em contrapartida, alguns genes sdo
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STELLA CMYC, GLIS1
NANOG, REX1, SOX2

Células

expressos apos a ativacdo do genoma embrionario,
a partir do estadio de oito para dezesseis células.
Outros GRPs sdo expressos durante todo o
desenvolvimento embrionario (Bernardi et al.,
1996; Sanna et al., 2010; Silva et al., 2017).

O GRPs melhor caracterizado em ovinos é
octamer-binding transcription factor 4 (OCT4),
também denominado como POUS5F1 (Zeineddine
et al., 2014). Este gene foi detectado no
embrioblasto, trofoblasto e cultivos de
embrioblasto (Sanna et al., 2010; Kim et al., 2013;
Wang et al., 2013a). Células somaticas ndo
expressam OCT4, confirmando expressao restrita
as células pluripotentes, enquanto que o0
embrioblasto apresentou maiores niveis de
expressdo que o trofoblasto (Sanna et al., 2010).
Esses resultados sugerem que OCT4 possa
controlar o processo diferenciagdo do embrido em
ovinos (Sanna et al., 2010). Este gene também foi
detectado no concepto até o dia 21 de gestacédo de
ovinos e sua expressdao foi inversamente
proporcional a do interferon-tau, que contribui para
o0 reconhecimento materno da gestagéo (Kim et al.,

2013).
NANOG, OCT4, REX1,
STELLA, SOX2
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Figura 1. Expressdo temporal dos genes relacionados a pluripoténcia em embrides, células germinativas primordiais germinativas e
células pluripotentes de ovinos. Células pluripotentes: cultivos de embrioblasto ou células pluripotentes induzidas (CPIs).
Preto: Bernardi et al., 1996; Ma et al., 2014; Shirazi et al., 2015; Miao et al., 2016; Silva et al., 2017. Azul: Hosseini et al.,
2016. Amarelo: Silva et al., 2017. Verde: Ma et al., 2014; Hosseini et al., 2016. Roxo: Payen et al., 1997; Liu et al., 2014;

Parte et al., 2014. Cinza: Bao et al., 2011; Shi et al., 2015; Su et al., 2015.
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Funcdes dos genes relacionados a pluripoténcia
em ovinos

O gene OCT4 foi o primeiro GRPs
caracterizado em mamiferos (Scholer et al., 1989;
Rosner et al., 1990). Além disso, OCT4 permanece
como o principal GRPs estudado e o unico
indispensavel para manutencdo da pluripoténcia
em camundongos e humanos (Nichols et al., 1998;
Wu e Schéler, 2014; Zeineddine et al., 2014). As
avaliacBes em ovinos demonstraram que OCT4
pode ser utilizado como marcador de células
pluripotentes (Tabela 1), pois sua expressdo esta
restrita & estas células (Sanna et al., 2010). A
expressdo de OCT4 também estd correlacionada
com a viabilidade de gametas e embrides que
apresentam maior potencial de desenvolvimento
em ovinos (Wang et al., 2013a). A expressao
inversamente proporcional entre OCT4 e o
interferon-tau sugere que o GRPs participe do
controle do reconhecimento materno da gestacao
em ovinos (Kim et al., 2013), embora este
mecanismo precisa ser demonstrado
experimentalmente.

O gene OCT4 permanece como Unico GRPs
com inferéncias sobre fungo na pluripoténcia em
ovinos, conforme descrito acima (Sanna et al.,
2010; Kim et al.,, 2013; Wang et al., 2013a).
Entretanto, pelo nosso conhecimento, ainda néo
existem investigacOes sobre a funcdo de GRPs em
gametas, embrides e células pluripotentes de
ovinos. Uma alternativa para inferir possiveis
fungdes de GRPs em células pluripotentes de
ovinos seria analisar a expressdo e fungdes destes
genes em células somaticas (Tabela 1).

NANOG foi identificado em camundongos
como potencial GRPs por métodos in silico, por ter
expressao restrita aos embrides e CTEs (Chambers
et al., 2003; Matsui et al., 2003). Este perfil de
expressao do NANOG também foi descrito em
ovinos, enquanto que o fator de crescimento
fibroblast growth factor 2 (FGF2) reduz sua
expressdo (Moradi et al., 2015). A expressdo
exdgena de NANOG em células-tronco
mesenquimais (CTM) de ovinos adulto
rejuvenesceu estas células, recuperando a
capacidade proliferativa e de diferenciacdo
equivalente as CTM de ovinos neonatos (Han et al.,
2012).

A familia de genes SRY-related high-
mobility-group box (SOX) possui 20 membros,
embora SOX2 seja o Unico considerado GRPs
(Jauch et al., 2011). O gene SOX2 apresenta

expressdo nas células primordiais germinativas
(CPG), embrides antes da implantacéo e no cérebro
durante o periodo fetal (Payen et a., 1997). Além
disso, este gene mostrou-se necessario para
manutencdo da pluripoténcia em camundongos e
bovinos (Avilion et al., 2003; Goissis e Cibelli,
2014). SOX2 foi caracterizado em ovinos (Tabela
1), apresentando alto grau de conservagdo em nivel
de RNAm e proteina (Payen et al., 1995, 1997;
Brus et al., 2012). Este fato sugere que as fungdes
descritas em células pluripotentes de camundongos
e bovinos possam ser conservadas em ovinos.
Andlises in silico e funcionais referentes aos
dominios de NANOG e SOX2 poderédo contribuir
para avaliar possiveis funcdes destes GRPs em
ovinos. Estas abordagens podem também auxiliar
as investigagdes sobre 0s genes ZFX e STATS3, que
ndo apresentam descrigdes sobre suas fungdes em
ovinos.

O gene C-MYC é um dos proto-oncogenes
melhor caracterizados em mamiferos, sendo
expresso em diversos tecidos somaticos, embriGes
e CTEs de camundongos e humanos (Scognamiglio
et al., 2016). Este gene é capaz de imortalizar
cultivos celulares priméarios de ovinos (Kiemer et
al., 1997; Scognamiglio et al., 2016), confirmando
seu potencial oncogénico na espécie. A sequéncia
do C-MYC ovino foi caraterizada em nivel de
RNAmM e proteina a partir de uma linhagem celular
imortalizada (Kiemer et al., 1997). O C-MYC
ovino apresenta homologia acima de 92%, na
comparag&o entre a sequéncia proteica de ovinos e
outros mamiferos (Kiemer et al., 1997).

Os cinco genes (DPPA) fazem parte de uma
familia que atua como proteinas associadas a
cromatina (Peirre et al., 2005). Os genes DPPAs
sdo expressos em CPGs e embrides de
camundongos e humanos (Payer et al., 2003; Kim
et al., 2005), enquanto que DPPA3 demonstrou ser
marcador de pluripoténcia em camundongos
(Bowles et al., 2003; Bortvin et al 2004). Um
estudo em ovinos identificou polimorfismos nos
genes DPPA2 e DPPA4 que foram associados com
maior predisposic¢do a infe¢do pelo lentivirus ovino
(White et al., 2012). A reprogramacéo celular por
fatores definidos em ovinos utilizando células
somaticas de animais com polimorfismos nos
DPPAs poderia determinar se existe variagdo na
eficiéncia de transducdo com lentivirus nestes
individuos. Este fato, por sua vez, permitiria
correlacionar o genétipo do animal com a
eficiéncia da reprogramacao celular.
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Tabela 1. Localizacdo, funcgdes e aplicagdes de genes relacionados a pluripoténcia em células somaticas

de ovinos (Ovis aries).

Gene Descricdo Localizacéo Funcdes ou aplicacdes Autor
CMYC Fator de Células imortalizadas e Proteina com alta conservacdo em Kiemer et al., 1997
transcricdo adipdcitos mamiferos Basse et al., 2015
DAX1 Fator de Granulosa Polimorfismo associado a Miao et al., 2016
(NROB1) transcricdo prolificidade
DPPA2, Fator de Polimorfismo associado a White et al., 2012
DPPA4 transcricdo - susceptibilidade de infeccéo de
lentivirus
Fator de Epiderme, granulosa e Atividade esta associada ao Natesanpillai et al., 2008
KLF4 transcricéo adipdcitos escurecimento da pele e 1a Pefiagaricano et al., 2012
Basse et al., 2015
LRH1 Receptor Figado, hipdfise, Polimorfismo associado a Wang et al., 2013°
(NR5A2) nuclear hipotalamo, ovério e prolificidade Lietal., 2015
oviduto
Fator de Embrides e cultivo de Rejuvenesce células da medula Han et al., 2012;
NANOG transcricdo embrioblasto 0ssea; FGF reduz sua expressao Moradi et al., 2015
OCT4 Fator de Inibe o interferon-Tau; Sannaetal., 2010
(POUS5F1) transcricdo Concepto marcador de viabilidade Kimetal., 2013;
embrionaria Wang et al., 20132
Possivel controle da Payen et al., 1995
SOX2 Fator de  Cérebro e gonadas fetais neoneurogénese; Proteina com Payen et al., 1997
transcricéo alta conservagdo em mamiferos Brus et al., 2012
Fator de Concepto, Utero, Expressdo associada a Dong et al., 2008
STAT3 transcricdo glandula maméria e criotolerancia de embribes Colitti e Farinacci, 2009
coragéo Song et al., 2009
Shirazi et al., 2015
ZFX Fator de Tecido muscular Sequéncia utilizada para sexagem Bernardi et al., 1996

transcricao

de embrides

Os receptores nucleares NR5A2 e NROB1
sdo importantes para diversos processos biol6gicos
durante a embriogénese de mamiferos (Wang etal.,
2013b; Miao et al., 2016). Em células
pluripotentes, NR5A2 & expresso em gametas,
embrides e CTEs, além de substituir OCT4 na
reprogramacdo celular por fatores definidos em
camundongos (Heng et al., 2010). Em ovinos,
NR5A2 foi detectado em nivel de RNAm e
proteina na hipdfise, hipotdlamo, ovarios e
ovidutos (Wang et al., 2013b). As células da
granulosa de ovinos expressam NR5A2 (Wang et
al., 2013b) e NROB1 (Miao et al., 2016), fato que
sugere que este tipo celular seja uma possivel
alternativa para investigagdes sobre a fungéo destes
genes durante a reprogramacao celular em ovinos.

O gene Kruppel-like Factor 4 (KLF4) é um
fator de transcricdo com expressdao em diversos
tecidos somaticos (Farrugia et al., 2016). Em
ovinos, KLF4 foi identificado a partir de uma
prospecdo de genes correlacionados ao
escurecimento da pele e 1& na raca corridale
(pefiagaricano et al., 2012). A expressdo do gene é
alta em melandcitos, enquanto que a exposi¢do a

ultravioleta aumenta sua atividade (Pefiagaricano
etal., 2012; Farrugia et al., 2016). A comparacao

entre  melandcitos

fibroblastos  para

reprogramacdo celular por fatores definidos em
ovinos seria uma alternativa para prospectar genes
envolvidos no processo de estabelecimento da

pluripoténcia na espécie.

Alternativas para investigacdo dos GRPs em

ovinos

A expressdo de GRPs em células de ovinos
tem sido analisada pela reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) convencional

ou RT-PCR

quantitativa em tempo real (Bernardi et al., 1996;
Sanna et al., 2010; Silva et al., 2017). No entanto,
estas técnicas sdo laboriosas, avaliam poucos genes
simultaneamente e ndo permitem avaliar variacGes
entre células ou blastdmeros nos diferentes estadios
do desenvolvimento embrionario. A utilizacdo de
métodos de avaliacdo da expressdo génica em
células individuais (Boiani e Cibelli, 2016) ou de
todo o transcriptoma (Au e Sebastiano, 2014)
deverdo auxiliar na caracterizacdo dos GRPs em

oVinos.
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As CTEs se tornaram uma alternativa para
investigar a pluripoténcia pela capacidade de auto-
renovacdo (self-renewal) e facilidade para
alteracdo do seu genoma (Capecchi, 1989). Ao
contréario de gametas e embribes, as CTES podem
ser facilmente propagadas para obtencdo de
material biolégico suficiente para investigacoes
sobre a pluripoténcia em nivel genémico (Boyer et
al., 2005; Loh et al., 2006). No entanto, CTEs ainda
ndo foram estabelecidas em ovinos e outros
animais de producdo (Ezashi et al., 2016). A
utilizacdo da reprogramacao celular para obtencéo
de CPIs em ovinos demonstrou que estas células
expressam GRPs e apresentam capacidade de
diferenciacdo in vitro e in vivo (Bao et al., 2011,
Sartori et al., 2012; Ogorevc et al., 2016). No
entanto, as CTEs e CPIs de ovinos ainda néo
demonstraram capacidade de formar gametas in
vivo (Sartori et al., 2012; SHI et al., 2015), portanto
ndo podem ser consideradas pluripotentes (Smith,
2001; Ezashi et al., 2016). A identificacdo das vias
de sinalizacdo que permitem a auto-renovacao de
CTEs e CPIs de ovinos devera contribuir para o
estabelecimento de linhagens pluripotentes na
espécie (Ezashi et al., 2016).

A investigacao da funcéo génica surgiu com
o desenvolvimento do sistema de mutagénese por
recombinagdo homoéloga (RH) em CTEs de
camundongos (Capecchi, 1989, 2005). No entanto,
devido a indisponibilidade de CTEs de ovinos, as
tentativas de RH em células somaéticas
apresentaram importantes limitacbes, como a
limitada capacidade proliferativa e menor
eficiéncia de recombinacao (Mccreath et al., 2000;
Williams et al., 2003). Apesar disso, as células
somaticas submetidas a RH podem ser utilizadas
para obtencdo de ovinos mutantes a partir da
clonagem por TN (Mccreath et al., 2000).

Novas metodologias tornaram a edi¢do do
genoma mais precisa e eficiente (Petersen e
Niemann, 2015). Entre eles, o sistema CRISPR-
CAS9 é eficiente para editar genes em embrides
ovinos (Crispo et al., 2015; Wang et al., 2016) e
poderd contribuir para identificagdo dos GRPs
necessarios para viabilidade de células
pluripotentes e desenvolvimento embrionario de
ovinos. Os GRPs identificados neste processo
poderdo ser melhor caracterizados quanto aos
mecanismos que contribuem para o controle da
pluripoténcia em ovinos.

Consideragdes Finais

As descricbes sobre GRPs em ovinos
permanecem limitadas a determinacdo da
expressao espago-temporal de poucos genes e
algumas  funcbes em células somaticas.
InvestigacGes funcionais permitirdo identificar
GRPs necessérios para pluripoténcia em ovinos.
Além disso, a elucidacdo dos mecanismos de
controle da pluripoténcia devera contribuir para o
desenvolvimento das tecnologias de
reprogramacdo celular e obtencdo de células
pluripotentes na espécie.
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