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RESUMO 

CARREIRO, L. E. Avaliação funcional do gene NANOG na segregação de 

linhagens celulares em embriões bovinos. 2022. 89f. Dissertação (Mestrado em 

Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2022. 

O desenvolvimento embrionário pré-implantacional é marcado pelos primeiros 

eventos de diferenciação celular em mamíferos. O primeiro evento de segregação 

celular consiste na separação entre a massa celular interna (MCI) e o trofectoderma 

(TE), enquanto a segunda diferenciação é o momento da separação entre epiblasto 

(EPI) e endoderma primitivo (PrE) dentro da MCI. Os mecanismos moleculares que 

controlam essa diferenciação envolvem a expressão temporal de fatores de 

transcrição específicos. Dados recentes indicam que o estudo do desenvolvimento 

embrionário inicial bovino seria um bom modelo para humanos. Sabe-se que, em 

camundongos, o fator de transcrição NANOG atua opostamente a outro fator de 

transcrição, GATA6 e as análises de expressão gênica agrupam populações celulares 

de forma que NANOG e GATA6 tornam-se mutuamente excludentes em EPI e PrE. O 

presente projeto procurou testar a hipótese de que NANOG é necessário para a 

especificação de EPI e repressão de PrE em embriões bovinos. Para tal, almejou-se 

realizar a deleção gênica de NANOG mediada por CRISPR/Cas9 em zigotos 

produzidos in vitro. Os grupos experimentais consistiram em zigotos microinjetados 8 

ou 16 horas após a FIV com os RNA guias visando a deleção do gene NANOG em 

duas concentrações, 12,5 ou 80 ng/μl, e Cas9, sendo denominados Cas9-12,5 e 

Cas9-80, respectivamente, enquanto o grupo controle não foi microinjetado. 

Posteriormente os embriões foram cultivados para avaliação das taxas de clivagem, 

formação de blastocistos e desenvolvimento, análise da expressão proteica por 

imunofluorescência, análise de expressão gênica e genotipagem. Foi avaliada a 

expressão proteica de SOX17, um marcador de PrE por imunofluorescência, 

entretanto, nenhum dos blastocistos do grupo Cas9-12,5 apresentou a deleção 

esperada no gene NANOG. Foi observada uma diminuição importante da expressão 

de NANOG no grupo experimental Cas9-80 quando comparado ao grupo controle 

(p=0.0360), indicando que houve uma perturbação da expressão gênica, porém sem 

indícios de deleção total de NANOG nestas condições. As condições de tratamento 

do grupo Cas9-80, entretanto, não afetaram a expressão gênica de GATA6. Portanto, 



 
 

foi possível reduzir a expressão de NANOG com uso do sistema CRISPR em bovinos, 

sem alteração na formação de blastocistos e na expressão de GATA6, o qual tem 

relação com a diferenciação em PrE.  

 

Palavras-chave: CRISPR/Cas9, Diferenciação celular, Epiblasto, Endoderma 

Primitivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

CARREIRO, L. E. Functional evaluation of NANOG gene in segregation of cell 

lineages in bovine embryos. 2022. 89f. Dissertation (Master of Science) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

The early cell differentiation events mark the preimplantation embryonic development 

in mammals. The first cell differentiation event consists of the segregation between the 

trophectoderm (TE) and the inner cell mass (ICM), while the second event occurs 

within the ICM, with the segregation of epiblast (EPI) and primitive endoderm (PrE) 

lineages. The molecular mechanisms in the control of these events include time-

related expression of specific transcription factors. Recent data indicate that the study 

of bovine embryos would be a good model for early human development. In mice, the 

transcription factor NANOG works opposite to another transcription factor, GATA6, and 

gene expression leads to cell population clusters in such a way that NANOG and 

GATA6 become mutually exclusive in EPI and PrE.  This study sought to test the 

hypothesis that NANOG is necessary for EPI specification and PrE repression in 

bovine embryos. For this purpose, this study targeted CRISPR/Cas9-mediated 

NANOG deletion of in vitro produced zygotes. The experimental groups consisted of 

microinjected embryos with guide RNAs in two concentrations, 12.5 or 80 ng/μl, and 

Cas9 protein (Cas9-12.5 and Cas9-80) aiming to delete the NANOG gene, while the 

control group was not microinjected. Subsequently, embryos were cultured for 

evaluation of cleavage rates, blastocyst formation, and development rates, protein 

expression analysis by immunofluorescence, gene expression analysis, and 

genotyping. The protein expression of SOX17, a marker of PrE, was evaluated by 

immunofluorescence, however, none of the Cas9-12.5 embryos presented the 

expected gene deletion of NANOG. A significant decrease in NANOG expression 

(p=0.0360) was observed in the Cas9-80 experimental group when compared to the 

control group, suggesting a disturbance of gene expression, but with no evidence of 

NANOG full deletion under these conditions. The Cas9-80 treatment conditions, 

however, did not affect GATA6 gene expression. Therefore, it was possible to reduce 

the expression of NANOG using the CRISPR system in cattle embryos, without 

changing the blastocysts formation and the expression of PrE differentiation-related 

gene GATA6. 

 



 
 

Keywords: CRISPR/Cas9, Cell differentiation, Epiblast, Primitive Endoderm. 
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1. CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 

Em 1880, o zoologista Edouard Van Beneden foi o primeiro pesquisador a 

descrever a formação das três camadas germinativas básicas, em coelhos. Edouard 

também demonstrou que as sucessivas clivagens do zigoto levariam à formação de 

uma “vesícula blastodérmica”, processo que atualmente é bem descrito e estabelecido 

como a formação do blastocisto (Van Beneden, Julin, 1880; revisado por Alexandre, 

2001).   

O desenvolvimento de condições eficientes para o cultivo de embriões 

mamíferos in vitro (McLaren, Biggers, 1958; Chang, 1959) foi fundamental para o 

avanço das pesquisas em embriologia. No mesmo período, Albert Dalcq e Jacques 

Mulnard foram pioneiros na criação de hipóteses acerca da primeira diferenciação 

celular embrionária, e acreditavam que o destino celular era definido através de um 

gradiente de concentração de “substâncias morfogenéticas” (Dalcq, 1957; Mulnard, 

1960; Alexandre, 1992; revisado por Alexandre, 2001). Em 1967, foi proposto um 

modelo denominado “inside-outside”, que considerava a posição dos blastômeros 

como fator decisivo para a determinação do destino da linhagem celular, modelo este 

que é considerado até os dias atuais (Tarkowski e Wróblewska, 1967; revisado por 

Sasaki, 2010). 

A evolução das técnicas de biologia molecular, bem como as descobertas no 

campo da genética e suas aplicações, revolucionou a pesquisa em embriologia, uma 

vez que o processo do desenvolvimento embrionário passou a ser entendido como 

consequência da ativação e transcrição de genes (revisado por Murillo-González, 

2001). Desde então, os estudos sobre a biologia do desenvolvimento buscam não 

apenas compreender cronológica e morfologicamente os eventos embrionários, mas 

também caracterizá-los geneticamente (Brachet, 1974). 

O estabelecimento e modulação gênica de linhagens de células-tronco de 

camundongos (Evans, Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomas, Capecchi, 1987; 

Doetschman et al., 1987), e a reprogramação destas em células germinativas (Bradley 

et al., 1984), possibilitaram a criação dos primeiros animais com silenciamento de 

determinados genes (knock-out) (Thompson et al., 1989).  

Os modelos knock-out murinos tornaram possível a avaliação do efeito da 

ausência dos genes no organismo, produzindo também conhecimento sobre a 

atuação funcional dos genes estudados (Rossant, Nagy, 1995; Müller, 1999). A 
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técnica possibilitou o estudo e caracterização de diversos genes envolvidos nos 

eventos de diferenciação celular pré-implantação (Yuan et al., 1995; Nichols et al., 

1998; Strumpf et al., 2015; Nishioka et al., 2008; Ralston et al., 2010; Keramari et al., 

2010; Frankenberg et al., 2011; Frum et al., 2013; Tan et al., 2013; Bessonnard et al., 

2014; Le Bin et al., 2014; Wang et al., 2021).  

Outras técnicas que se utilizam de nucleases sítio-específicas para provocar 

quebras da fita dupla, como as nucleases zinc-finger (ZFNs) (Hauschild et al., 2011) 

e nucleases efetoras do tipo ativadoras de transcrição (TALENs - transcription 

activator-like effector nucleases) (Carlson et al., 2012) são capazes de promover 

pequenas inserções e deleções genéticas através da união de extremidades não-

homólogas. Apesar das dificuldades de execução que essas técnicas ainda 

enfrentam, aumentaram a especificidade da modulação genética e ampliaram o leque 

de possibilidades nos estudos do genoma bovino (Yu et al., 2011; Carlson et al., 2012; 

Proudfoot et al., 2015; Wei et al., 2015; Yum et al., 2018).  

Surgindo como promissora alternativa, o CRISPR é a sigla em inglês para 

Conjunto de Repetições Palindrômicas Curtas Regularmente Inter-espaçadas 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). É um mecanismo de 

imunidade adaptativa presente em bactérias e arqueas contra vírus bacteriófagos, que 

foi descrito inicialmente em E. Coli em 1987 (Ishino et al., 1987; Nakata et al., 1989). 

Em 2012, foi descoberta a possibilidade do uso do sistema CRISPR/Cas como uma 

ferramenta de edição genética (Jinek et al., 2012) e pouco depois, já foi adaptado com 

sucesso para aplicação em células de origem mamífera (Cong et al., 2013; Mali et al., 

2013; Jinek et al., 2013).  

Em embriões, a possibilidade de inserções e deleções gênicas sítio-específicas 

logo foi relatada em espécies como Danio rerio (Zebrafish) (Hwang et al., 2013; Chang 

et al., 2013) e Drosophila melanogaster (Bassett et al., 2013; Sebo et al., 2014; 

Bassett, Liu, 2014). Em mamíferos, estudos pioneiros abordaram a técnica através da 

microinjeção de embriões de camundongos (Wang et al., 2013; Mashiko et al., 2014; 

Fujii et al., 2014; Fujihara, Ikawa, 2014; Zhou et al., 2014), porcos (Hai et al., 2014; 

Whitworth et al., 2014; Kwon, Namgoong, Kim, 2015; Wang et al., 2015), e possibilitou 

uma maior eficiência no estabelecimento de modelos knock-in e knock-out em bovinos 

(Bevacqua et al., 2016; Daigneault et al., 2018b; Lamas-Toranzo et al., 2020; Owen 

et al., 2020; Hennig et al., 2020; Ortega et al., 2020; Owen et al., 2021; Xiao et al., 

2021; Gim et al., 2021). 



25 

 

Estudos focados no desenvolvimento inicial de embriões bovinos sugerem que 

este pode ser um outro modelo para estudo do desenvolvimento embrionário inicial. 

Por exemplo, em contraste com o que se observa em murinos, o gene OCT4 é 

expresso no TE até estágios tardios do blastocisto e sua expressão não é regulada 

diretamente pelo fator de transcrição CDX2, indicando que a diferenciação do TE em 

bovinos pode ocorrer por diferentes mecanismos moleculares (Berg et al., 2011). A 

deleção de OCT4 (POU5F1), através da microinjeção de CRISPR/Cas9 em zigotos 

bovinos, impediu a formação de blastocistos (Daigneault et al., 2018a), e 

diferentemente do que ocorre em camundongos, causou diminuição da expressão de 

CDX2, o qual está envolvido com a diferenciação do TE.   

Ainda, NANOG e GATA6 são apontados como os principais fatores 

relacionados à diferenciação celular da MCI, orquestrando a segregação entre 

epiblasto (EPI) e endoderma primitivo (PrE), sob modulação da via de sinalização 

FGF/ERK. A deleção de GATA6 em embriões de camundongos leva à formação de 

MCI contendo apenas células EPI (Schrode et al., 2014), apresentando NANOG. Por 

sua vez, a deleção de NANOG leva à falha na formação de ambas as linhagens da 

MCI devido a falha na secreção parácrina de FGF4 (Frankenberg et al., 2011). O FGF4 

age na via de sinalização ERK, cuja inibição leva a formação de MCI contendo apenas 

células do EPI. Entretanto, também diferentemente de camundongos, a modulação 

farmacológica da via ERK não alterou a quantidade de células apresentando GATA6 

em embriões bovinos (Kuijk et al., 2012), sugerindo mais diferenças entre as espécies.  

Sendo imprescindível uma compreensão mais profunda dos eventos iniciais e 

mecanismos moleculares de diferenciação celular em embriões mamíferos para a 

realização deste trabalho, foi elaborada uma revisão de literatura das publicações 

mais relevantes e atuais acerca do desenvolvimento embrionário pré-implantacional 

de bovinos e murinos (Capítulo II), publicada em janeiro de 2022 na revista Animal 

Reproduction. Ainda, visando aumentar o conhecimento sobre os mecanismos 

biológicos da diferenciação de EPI e PrE, buscamos testar a hipótese que a deleção 

do gene NANOG em embriões bovinos iria interferir no segundo evento de 

diferenciação celular, modificando o padrão de expressão dos fatores de transcrição 

relacionados e prejudicando a formação do epiblasto. 
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2. CAPÍTULO II - REVISÃO DE LITERATURA: Eventos de diferenciação celular 

em embriões bovinos e murinos pré-implantacionais.  

Cell differentiation events in pre-implantation mouse and bovine embryos 
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¹ Departamento de Reprodução Animal, Faculdade de Medicina Veterinária e 
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Publicado em língua inglesa em 7 de janeiro de 2022 e traduzido na íntegra para este 

trabalho.  

 

Resumo 

A embriogênese em mamíferos se inicia a partir da fertilização do oócito, que resulta 

na formação do zigoto. Os eventos iniciais são críticos para o sucesso do 

desenvolvimento do embrião. Logo após ativação do genoma embrionário, os 

blastômeros se diferenciam entre as células da massa interna celular (MCI) ou do 

trofectoderma (TE), que posteriormente darão origem ao embrião e à placenta, 

respectivamente. Esta primeira diferenciação envolve processos celulares e 

moleculares, incluindo a polaridade celular relacionada à ativação de vias de 

sinalização intracelulares, que regulam a transcrição de genes relacionados ao TE. O 

segundo evento de diferenciação celular consiste na segregação da MCI em epiblasto 

(EPI) e hipoblasto ou endoderma primitivo (PrE). Este segundo evento envolve a 

sinalização parácrina, levando a expressão diferencial de genes que irão definir o 

destino celular. Atualmente, estes processos são bem detalhados em murinos, mas 

estudos recentes sugerem que embriões bovinos também podem ser bons modelos 

de pesquisa, uma vez que possuem muitas similaridades com a embriogênese inicial 

humana. Neste trabalho de revisão, reunimos as principais informações presentes na 

literatura sobre os eventos iniciais de diferenciação celular em bovinos e murinos, 

sugerindo que ambos os modelos devem ser analisados e estudados de maneira 
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complementar, para um melhor entendimento do desenvolvimento embrionário inicial 

humano. 

 

Palavras-chave: Desenvolvimento inicial, embriogênese, massa celular interna, 

trofectoderma, blastocisto. 

 

2.1 Introdução 

A embriogênese inicial em mamíferos é caracterizada por uma série de eventos 

que têm início a partir da formação do zigoto. O sucesso desta etapa depende 

principalmente das primeiras clivagens e da diferenciação das primeiras linhagens 

celulares, processos essenciais para a implantação do embrião e para o 

desenvolvimento do feto (como revisado por Alberio, 2019). 

O início do desenvolvimento embrionário é orquestrado por RNAs e proteínas 

maternas, presentes desde o processo de oogênese. Esse material materno irá 

auxiliar processos biossintéticos básicos, coordenar as primeiras divisões mitóticas e 

direcionar a especificação inicial de linhagens celulares. Conforme o avanço do 

desenvolvimento, inicia-se o processo de ativação do genoma embrionário (AGE). A 

partir deste momento, os embriões são capazes de se desenvolverem 

independentemente do genoma materno, até a formação de um blastocisto composto 

por três distintas linhagens celulares: O trofectoderma (TE), um epitélio exterior de 

células polarizadas que cerca um grupo de células apolares, a massa interna celular 

(MCI). A MCI, por sua vez, dará origem a dois tipos celulares distintos, as células do 

epiblasto (EPI) e do endoderma primitivo (PrE) (Underhill e Robins, 2016).  

O TE será responsável por dar origem aos trofoblastos da placenta, após a 

implantação do embrião ao útero (Underhill e Robins, 2016). Já o EPI dará origem aos 

três tecidos intraembrionários, o endoderma, o mesoderma e o ectoderma, que darão 

origem aos mais diversos tecidos e órgãos do feto em desenvolvimento (Sheng, 

2015). O PrE por sua vez formará o saco vitelino, composto por células de endoderma 

visceral e parietal (Bassalert et al., 2018). 

As primeiras diferenciações celulares do embrião são intensamente estudadas 

em camundongos, sendo esse modelo animal a maior fonte de informações sobre o 

assunto. Apesar de existirem algumas diferenças cruciais na regulação dos primeiros 

eventos do desenvolvimento, existem evidências que embriões bovinos podem ser 
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bons modelos para compreender o desenvolvimento embrionário humano (Chen et 

al., 2009). Foi demonstrado, por exemplo, que fatores como OCT4 e CDX2, 

importantes para a primeira especificação celular, apresentam um padrão temporal e 

espacial de expressão semelhante em embriões humanos (Chen et al., 2009; Niakan 

e Eggan, 2013) e bovinos (Berg et al., 2011), mas que é diferente nos embriões 

murinos (Niwa et al., 2005; Strumpf et al., 2005; Niakan e Eggan, 2013). 

 Considerando a importância da correta formação dessas linhagens celulares 

para o sucesso do desenvolvimento embrionário, este estudo tem como objetivo reunir 

as principais informações presentes na literatura acerca dos eventos de diferenciação 

celular pré-implantacionais, propondo uma análise comparativa entre o 

desenvolvimento inicial de embriões bovinos e murinos. 

 

2.2 Dinâmicas do desenvolvimento 

 Em mamíferos, o zigoto recém-fertilizado passa por divisões celulares 

simétricas, denominadas clivagens, um mecanismo relativamente conservado entre 

as espécies. Os blastômeros nessa etapa inicial são relativamente esféricos, 

parecidos entre si e se tornam menores a cada clivagem (Johnson e Ziomek, 1981; 

Johnson e McConnel, 2004). 

Os eventos que resultam nas maiores modificações morfológicas no 

desenvolvimento embrionário pré-implantacional acontecem durante a compactação 

embrionária, onde há um grande aumento dos contatos intercelulares e a formação 

de blastocisto (Johnson, 2009). Apesar de existirem mecanismos regulatórios 

genéticos relativamente conservados em mamíferos, o desenvolvimento inicial em 

bovinos e murinos apresenta diferenças importantes, principalmente em aspectos 

cronológicos. 

Em embriões murinos, a compactação tem início no estágio de 8 células, os 

blastômeros achatam suas superfícies apicais, formando um agrupado de células com 

limites celulares indistintos (Lo e Gilula, 1979; Becker e Davies, 1995). Durante esse 

momento, são formados os domínios de membrana apical e basolateral, onde o 

domínio apical apresenta, por exemplo, a proteína Ezrina (Louvet et al., 1996) e, a 

adesão celular provocada por proteínas que caracterizam a junção epitelial zonula 

adherens (ZA), forma a região de contato da membrana no domínio basolateral entre 

as células epiteliais (Aberle et al., 1996). 
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Mais adiante, entre o estágio de 16 e 32 células dos embriões de camundongo, 

as Na,K-ATPases, proteínas transmembrana localizadas nas membranas 

basolaterais de células do TE, são capazes de transportar fluidos e íons, provocando 

a formação da blastocele, uma cavidade que contém o fluido blastocélico, 

caracterizando o processo de cavitação embrionária, que culminará na formação do 

blastocisto e na primeira diferenciação celular (Kidder, Watson, 2005). 

Nos embriões bovinos produzidos in vivo, entretanto, evidências apontam o 

início da compactação aproximadamente no estágio de 32 células, após 5 dias 

completos desde a inseminação, e a cavitação começa apenas após o estágio de 64 

células (Van Soom et al., 1997). Em embriões bovinos produzidos in vitro (PIV), a 

formação de blastocisto tem início pouco mais cedo, já no 5º dia após a fertilização, 

após o estágio de 32 células. Isso se deve ao fato de que os embriões produzidos in 

vivo possuem uma compactação mais firme e prolongada, iniciando a blastulação 

mais tardiamente (Van Soom et al., 1992; Van Soom et al., 1997).  

O aspecto morfológico nesta etapa do desenvolvimento é o fator mais indicativo 

sobre a qualidade embrionária para a transferência de embriões (Watson, 1999). 

Apesar dos estágios de desenvolvimento apresentarem morfologia bastante 

semelhante em embriões bovinos e murinos, há divergências no tempo de duração 

de cada estágio e no momento da ocorrência de eventos morfológicos marcantes 

como a compactação e formação da blastocele (Figura 1). Ainda, há diferenças no 

padrão de expressão e função das proteínas relacionadas à formação do TE (como 

CDX2 e YAP) e da MCI (por exemplo OCT4, SOX2, NANOG, GATA4, GATA6 e 

SOX17) (Yamanaka et al., 2006; Wicklow et al., 2014; Sharma et al., 2020). Os 

mecanismos de regulação genética, os perfis de expressão proteica e as vias de 

sinalização celular relacionadas aos eventos de diferenciação celular, serão 

detalhados e aprofundados a seguir. 
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Figura 1: Linha do tempo da morfologia e expressão de marcadores de linhagem celular durante o 
desenvolvimento inicial de embriões bovinos e murinos (Carreiro et al., 2022). 
 
Durante o desenvolvimento inicial, as principais divergências entre embriões bovinos e camundongos 
ocorrem na duração de cada estágio e no tempo de ocorrência dos eventos morfológicos. Por exemplo, 
a compactação dá origem à mórula em 5 dpf em bovinos e 3 dpf em camundongos, e a formação do 
blastocisto ocorre rapidamente em camundongos, logo após 18 horas após o estágio de mórula, 
enquanto o blastocisto bovino só se forma em 7 dpf. Ao contrário dos embriões de camundongos, as 
mórulas bovinas não expressam o marcador trofectoderma CDX2 (dourado) nas células externas e 
SOX2 (lilás) está presente em todas as células. Neste ponto, os embriões expressam o marcador de 
epiblasto NANOG e GATA6 em todas as células. Após a formação do blastocisto, NANOG (vermelho) 
e marcadores de endoderma primitivos como GATA4, GATA6, SOX17 (azul) são mutuamente 
exclusivos, formam um padrão de expressão “sal e pimenta” na massa celular interna em embriões 
bovinos e camundongos. No estágio de blastocisto tardio em camundongo, 4 dias pós fertilização (dpf), 
blastômeros expressando marcadores de epiblasto ou marcadores de endoderma primitivos formam 
camadas diferentes, enquanto no estágio de blastocisto eclodido em bovinos (9 dpf) essas duas 
linhagens ainda não estão separadas em camadas. Os embriões são representados 
bidimensionalmente para facilitar a compreensão. 
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2.3 Primeiro Evento de Diferenciação Celular 

Em mamíferos, as primeiras clivagens darão origem a um embrião composto 

por blastômeros semelhantes e totipotentes, com potencial de diferenciação em todas 

as linhagens celulares (Fleming e Johnson, 1988). Durante o desenvolvimento, a 

primeira diferenciação dos blastômeros leva à formação das células epiteliais do TE 

ou células da MCI. Em estágios pós-implantacionais, o TE dará origem ao ectoderma 

extra-embrionário e aos trofoblastos da placenta, enquanto a MCI será responsável 

por desenvolver o embrião propriamente dito e o endoderma extra-embrionário 

(Strumpf et al., 2005). 

 São aceitos atualmente dois modelos, elaborados em camundongos, que 

procuram explicar os mecanismos envolvidos na primeira diferenciação. O primeiro 

modelo, denominado inside-outside (Tarkowski e Wróblewska, 1967), propõe que a 

posição da célula no embrião é o fator que definirá o tipo de célula em que será 

diferenciada. O segundo modelo, que não exclui o primeiro, se baseia no conceito de 

que a polarização celular define a linhagem de destino da célula (Johnson e Ziomek, 

1981). De acordo com esse modelo, a polarização e o início das divisões celulares 

assimétricas são eventos cruciais para que o processo de especificação das linhagens 

celulares seja iniciado (Graham e Deussen, 1978; Johnson e Ziomek, 1981; Fleming, 

1987).  

Apesar dos modelos propostos, não há um consenso sobre o exato momento 

em que os blastômeros determinam a linhagem celular de destino (Posfai et al., 2017). 

Em camundongos, momentos antes da diferenciação destas duas linhagens, é 

observada uma mudança no padrão de expressão genética entre as células internas 

e externas, a partir do estágio de 8 células. Desta forma, genes que inicialmente eram 

expressos em todos os blastômeros, começam a ter suas expressões reguladas de 

acordo com a localização celular (Pesce e Scholer, 2001). 

A compactação embrionária dá início ao aumento das interações célula-célula 

e da presença de proteínas de adesão celular, promovendo a polarização celular 

(Chen e Zhang, 2013). No estágio de mórula de camundongos, é observado o 

aparecimento de proteínas relacionadas à polaridade, como PARD3, PARD6 e PKCs 

(Plusa et al., 2005). Essas proteínas se organizam durante a compactação 

promovendo a formação de um domínio apical. Uma vez que são expressos nas 

células dois complexos distintos de junções intercelulares, estreitas e aderentes, 
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serão originadas uma região apical e uma região basolateral, estabelecendo uma 

polaridade celular (Plusa et al., 2005; Vinot et al., 2005; Ralston e Rossant, 2008). 

As divisões celulares assimétricas que têm início neste estágio do 

desenvolvimento são responsáveis por gerar dois tipos de células-filhas: uma polar, 

localizada mais externamente, que herdará os domínios apical e basolateral da célula-

mãe, e a outra, que estará posicionada mais internamente, que irá herdar apenas as 

proteínas relacionadas ao domínio basolateral, distribuídas de forma homogênea, se 

tornando então, apolar (Figura 2A). Em embriões bovinos, estudos recentes 

evidenciaram um padrão de polaridade celular semelhante ao de embriões murinos, 

essencial para o início da diferenciação de TE; no entanto, a inibição da polarização 

em bovinos não provocou efeitos graves como observado em camundongos (Gerri et 

al., 2020) e outro estudo mostrou que o uso de blebbistatin para a inibição da formação 

do domínio apical em bovinos não impediu a formação de blastocistos (dos Anjos et 

al., 2021), sugerindo que a polarização não é o único mecanismo envolvido na 

primeira diferenciação celular em embriões bovinos.   
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Figura 2: Influência da polaridade celular e da via de sinalização Hippo na diferenciação celular TE e 
ICM em embriões de camundongos (Carreiro et al., 2022). 
 
(A) No estágio de 8 células, as junções estreitas (vermelho) e as junções aderentes (roxo) estabelecem 
um padrão de polarização no embrião. O eixo da divisão celular assimétrica (linha pontilhada) é 
responsável por gerar dois tipos de células filhas. (B) A primeira, uma célula polar localizada 
externamente, que herdará os domínios apical e basolateral, e a segunda, posicionada internamente, 
que adquirirá apenas as proteínas do domínio basolateral, distribuídas homogeneamente, tornando-se 
então células apolares. O domínio apical bloqueia a ativação da via Hippo em células polares, 
permitindo a translocação de YAP1 para o núcleo, resultando na transcrição de Cdx2. Com a ausência 
de junções estreitas, a via Hippo é ativada em células apolares. 

 

Em camundongos, a assimetria das divisões celulares também é responsável 

por gerar blastômeros com diferentes graus de contratilidade celular. As células 

polares mantêm uma baixa contratilidade no domínio apical, enquanto as células 

apolares, que têm um aumento na contratilidade celular, competem pelas posições 

internas (Maître et al., 2016). 

Estudos indicam que diferenças na organização de proteínas do citoesqueleto 

ocorrem antes da organização espacial dessas células, de forma a contribuir com a 

especificação celular. Os blastômeros com domínio apical apresentam aumento de 

queratinas na superfície celular, que impede a internalização destas células e, 
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consequentemente, antecede o início da expressão de marcadores de TE (Lim et al., 

2020). 

O estabelecimento da polaridade e o início das divisões celulares assimétricas 

são mecanismos que influenciam a atividade da via Hippo, a qual se comporta de 

formas distintas nas células polares e apolares, controlando o destino celular 

(Yamanaka et al., 2006; Nishioka et al., 2009). As células que são posicionadas 

externamente adquirem um domínio apical, que influencia a via Hippo, dando origem 

ao TE em embriões murinos (Korotkevich et al., 2017). 

A ativação da via Hippo nas células apolares internas faz com que as 

serina/treonina quinases LATS1/2 promovam a fosforilação da proteína YAP1, o que 

impede seu transporte para o núcleo. Fosforilada, YAP não é capaz de atuar como 

co-fator de transcrição, juntamente com TEAD4. Já nas células apicais polares, a via 

Hippo permanece inativa, e YAP1 é transportado para o núcleo, onde funcionará como 

um coativador de TEAD4 (Figura 2B). Em murinos, TEAD4 é um fator de transcrição 

membro da família TEA domain, que é essencial para a manutenção e/ou regulação 

positiva de Cdx2, cuja expressão tem relação com o desenvolvimento do TE (Yagi et 

al., 2007; Nishioka et al., 2008; Nishioka et al., 2009; Misra e Irvine, 2018). 

A deleção de Tead4 em embriões murinos aumentou a expressão de fatores 

específicos de MCI, como Oct4, Nanog e Sox2, indicando que Tead4 não é essencial 

para a formação da MCI (Nishioka et al., 2008). Embriões bovinos apresentam níveis 

baixos de RNA mensageiro (RNAm) para TEAD4 nos primeiros momentos do 

desenvolvimento, aumentando a expressão da proteína a partir do estágio de 16 

células. Durante o estágio de 8 a 16 células, TEAD4 é detectada no citoplasma, 

enquanto na mórula e no blastocisto é observada no núcleo da maioria dos 

blastômeros. O knockdown de TEAD4 com uso de RNA de interferência (siRNA) em 

embriões bovinos não impede a formação de blastocisto e apresenta diferenciação e 

expansão normais das células do TE. Ao contrário do que se observa em 

camundongos, a deleção de TEAD4 não influenciou a expressão de genes como 

OCT4, NANOG, CDX2 e GATA3, sugerindo que TEAD4 não é essencial para a 

formação de TE ou para o desenvolvimento do embrião bovino (Sakurai et al., 2017). 

Embriões de camundongo com deleção de Yap1 e Wwtr1 (TAZ), um homólogo 

funcional de YAP1, morreram antes de atingirem o estágio de mórula. Em 

contrapartida, a superexpressão de Yap1 e Taz é capaz de promover a expressão de 



35 

 

Cdx2, confirmando que YAP1 em conjunto com TAZ e TEAD4 regulam a expressão 

de Cdx2 (Nishioka et al., 2009).  

Recentemente, foram descritas diferenças nos padrões de YAP1 e TAZ em 

embriões bovinos, sugerindo que nestes animais, a sinalização Hippo pode se 

estabelecer com mecanismos diferentes. Em contraste ao que se observa em 

embriões murinos, a YAP1 fosforilada é encontrada tanto no núcleo quanto no 

citoplasma de embriões bovinos, desde 2 células ao estágio de 16 células, tornando-

se majoritariamente nuclear a partir da mórula (Sharma et al., 2020). O coativador TAZ 

apresenta localização nuclear nas células externas do blastocisto, enquanto em 

camundongos a expressão de TAZ torna-se exclusivamente nuclear a partir do estágio 

de mórula (Sharma et al., 2020). 

A via de sinalização Hippo também está relacionada com o metabolismo de 

glicose, que por sua vez pode estar relacionado com este primeiro evento de 

diferenciação celular. Nos camundongos, foi demonstrado que o fator de transcrição 

TEAD4 não era necessário para a formação da blastocele, em embriões cultivados 

em baixa concentração de oxigênio. Porém, o knockout de Tead4 em embriões 

cultivados em privação de glicose impediu a formação de blastocistos, sugerindo que 

o papel de TEAD4 durante o desenvolvimento pré-implantacional é estabelecer uma 

homeostase energética essencial para a transição de mórula para blastocisto (Kaneko 

e DePamphilis, 2013). 

A relação entre o metabolismo de glicose e a formação de blastocistos é 

estudada há algum tempo. Pouco antes da formação da blastocele, o embrião murino 

muda sua fonte de energia abruptamente, de piruvato e lactato para glicose, 

conjuntamente com um aumento de 2,7 vezes no consumo de oxigênio (Gardner, 

1998; Johnson et al., 2003).  

Brown e Whittingham (1991) descreveram um requerimento específico de 

glicose durante a transição da mórula para o blastocisto, e diferentemente dos 

estágios iniciais do desenvolvimento embrionário do camundongo em que o lactato e 

o piruvato atendem às necessidades do embrião, a glicose é necessária durante a 

primeira diferenciação celular. 

Em embriões de camundongos cultivados em meios sem glicose, houve um 

bloqueio do desenvolvimento no estágio de 8 células e não foi observada a expressão 

do fator de transcrição Cdx2, sendo apenas expressos fatores de transcrição 

relacionados à MCI (Chi et al., 2020). Também foi demonstrado que a expressão de 
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Cdx2 foi influenciada pela modulação da via biossintética da hexosamina e via da 

pentose fosfato (Chi et al. 2020).  

Essas vias estariam envolvidas na O-glicosilação de YAP1, permitindo a 

translocação nuclear de YAP1, interferindo diretamente no primeiro processo de 

diferenciação celular e desempenhando um papel decisivo na especificação do 

trofectoderma (Chi et al, 2020). Mais especificamente, a modulação farmacológica do 

processo de O-glicosilação nas fases pré-implantação mostrou-se importante para a 

futura diferenciação das células trofoblásticas, interferindo na expressão de fatores de 

transcrição como CDX2 e GATA3 (Ruane et al. 2020). 

Sabe-se que o fator de transcrição Cdx2 é um importante regulador e está 

presente de forma abundante em células do TE (Beck et al., 1995). Em embriões de 

camundongos, rastros do mRNA de Cdx2 já são identificados no estágio de 8 células, 

e a expressão de Cdx2 é observada no estágio de mórula (aproximadamente a partir 

de 16 células) tanto no núcleo como no citoplasma das células externas. No estágio 

de blastocisto expandido, Cdx2 se encontra restrita ao núcleo dessas células (Strumpf 

et al., 2005; Ralston e Rossant, 2005). 

Nos embriões bovinos, CDX2 está presente apenas no estágio de blastocisto 

(Madeja et al., 2013; Goissis e Cibelli, 2014b). A deleção de Cdx2 em embriões 

murinos e bovinos influencia na integridade do epitélio, que se torna mais permeável 

com o silenciamento de CDX2, porém não impede a formação de TE ou de blastocisto, 

reforçando que a diferenciação do TE é regulada por fatores ou vias hierarquicamente 

superiores ao CDX2 (Strumpf et al., 2005; Wu et al., 2010; Goissis e Cibelli, 2014b). 

 Já nas células apolares internas, inicialmente são expressos fatores de 

transcrição como Oct4 (também denominado Pou5f1), Sox2 e Nanog, relacionados à 

manutenção da pluripotência da MCI (Schöler et al., 1990; Niwa et al., 2000; 

Chambers et al., 2003; Nishioka et al., 2008). Nos estágios iniciais da mórula de 

camundongos, Cdx2 e Oct4 são coexpressos nos blastômeros, mas gradualmente 

esses fatores desenvolvem uma regulação mútua onde são capazes de ativarem suas 

transcrições enquanto um bloqueia a expressão do outro nas células. A expressão 

exclusiva de Cdx2 ou Oct4 é essencial para o estabelecimento das linhagens de TE e 

MCI, respectivamente. (Niwa et al., 2005; Ralston e Rossant, 2005; Strumpf et al., 

2005; Guo et al., 2010). Esse mecanismo de supressão mutual também já foi 

observado entre Nanog e Cdx2, indicando o papel de Cdx2 na restrição desses fatores 

à MCI (Chen et al., 2009). 
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Em bovinos, entretanto, OCT4 é detectado nas células do TE e na MCI, mesmo 

no estágio de blastocisto (Kirchhof et al., 2000; Kuijk et al., 2008), sugerindo que, 

nestes animais, OCT4 pode participar de outros mecanismos regulatórios. Há indícios 

de que, em contrapartida ao que já foi descrito em camundongos, CDX2 não regula 

negativamente a transcrição de OCT4 nos embriões bovinos, devido a diferenças na 

região promotora do gene OCT4 em bovinos e outras espécies, incluindo humanos, 

quando comparados à camundongos (Berg et al., 2011). Ainda, outros estudos 

demonstraram que a detecção de OCT4 não é afetada pelo silenciamento de CDX2 

(Goissis e Cibelli, 2014b; SAKURAI et al., 2016).   

Embriões murinos apresentando knockout de Oct4 são capazes de formar 

blastocistos, porém a MCI destes embriões não é pluripotente, sendo as células 

apenas diferenciadas em linhagens trofoblásticas extraembrionárias (Nichols et al., 

1998), sugerindo a necessidade de OCT4 para o desenvolvimento da MCI nestes 

animais (Niwa et al., 2000). Já a deleção de OCT4 em embriões bovinos, através da 

técnica de CRISPR/Cas9, demonstrou que a formação inicial dos blastocistos bovinos 

é dependente de OCT4, uma vez que os embriões knockout ficaram retidos no estágio 

de mórula, anteriormente à primeira especificação celular, de maneira semelhante aos 

embriões humanos (Fogarty et al., 2017; Daigneault et al., 2018). Os estudos 

indicaram também que possivelmente OCT4 possui papel regulatório na diferenciação 

de TE em bovinos, provavelmente através da regulação de CDX2 (Daigneault et al., 

2018). 

Também essencial para a manutenção da pluripotência (Avilion et al., 2003), a 

expressão de SOX2 é restrita à MCI no estágio de blastocisto em embriões murinos 

(Guo et al., 2010). Em camundongos, SOX2 de origem materna está presente no 

núcleo das células já no estágio de 2 células, enquanto a transcrição zigótica de Sox2 

terá início apenas no estágio de 16 células, nas células precursoras da MCI (Avilion 

et al., 2003; Guo et al., 2010). Em divergência ao padrão inicial de co-localização 

apresentado pelos fatores NANOG, OCT4 e CDX2, SOX2 não é observado nas 

células externas que expressam CDX2, sendo o primeiro marcador exclusivo das 

células que darão origem à MCI. Estudos demonstram que SOX2 é restrito à MCI por 

mecanismos independentes de CDX2, porém dependentes de Tead4 e Lats2 

(Wicklow et al., 2014). A expressão de SOX2 é impedida diretamente por YAP1 e TAZ 

de origem materna e TEAD4 zigótico em estágios iniciais do desenvolvimento, 

mecanismo que é cessado a partir do estágio de 16 células, nas células que se 
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posicionaram internamente (Frum et al. 2019). Em contrapartida, foi descrito em 

embriões murinos que blastômeros que apresentaram ligação de SOX2 ao DNA 

durante mais tempo, ao estágio de 4 células, eram predispostos a compor a MCI 

(White et al., 2016).  

O silenciamento de SOX2, de origem materna e zigótica, nos embriões de 

camundongo, impede a formação de blastocisto. A maioria destes embriões estaciona 

o desenvolvimento no estágio de mórula, falhando no processo de cavitação. Nestes 

embriões, a falta de SOX2 não afeta a expressão de Oct4 e Nanog, mas resulta em 

uma grande redução de transcritos característicos de TE, como TEAD4, CDX2, 

Eomesodermin e YAP, mas não de GATA3 (Keramari et al., 2010). Outros estudos 

contraditórios sugerem que o knockout de Sox2 não impede a formação de 

blastocisto, mas a MCI é diferenciada em TE ou endoderma extraembrionário (Avilion 

et al., 2003).  

Nos embriões bovinos, do estágio de 16 células até a mórula, a expressão de 

SOX2 é observada em todas as células, se restringindo à MCI no blastocisto. A 

deleção de SOX2 nestes embriões implicou na redução da expressão de NANOG nos 

blastocistos, sugerindo uma relação regulatória entre esses fatores. Em contraste aos 

embriões murinos, a expressão de OCT4 não foi alterada, sugerindo que em bovinos, 

SOX2 e OCT4 podem não estabelecer uma relação regulatória direta (Goissis e 

Cibelli, 2014a; Xie et al., 2010). 

 

2.4 Segundo Evento de Diferenciação Celular 

Inicialmente, foi proposto que o fator decisivo para a diferenciação celular 

dentro da MCI de embriões murinos, seria a localização das células no blastocisto 

inicial. As células em contato com a blastocele seriam diferenciadas em PrE, enquanto 

as células mais internas da MCI se diferenciariam em EPI (Rossant, 1975). Essa 

hipótese, entretanto, foi contestada a partir da demonstração da expressão diferencial 

de fatores de transcrição, como Nanog e Gata6, nas células da MCI, sendo estes 

essenciais para o estabelecimento de um blastocisto composto por três linhagens 

celulares (Mitsui et al., 2003; Chazaud et al., 2006; Plusa et al., 2008).  

No blastocisto tardio, as células de EPI são caracterizadas pela expressão de 

fatores de pluripotência como Nanog (Mitsui et al., 2003 Chambers et al. 2003) e Sox2 

(Avilion et al., 2003), enquanto as células de PrE apresentam uma ativação sequencial 
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da expressão de Gata6, Gata4 (Fujikura et al., 2002), Sox17 e Sox7 (Artus et al., 

2011). Em camundongos, as proteínas NANOG (Mitsui et al., 2003) e GATA6 (Fujikura 

et al., 2002) são co-expressas em todas as células desde o estágio de 8 células até a 

formação de blastocistos. A partir do estágio de blastocisto, o padrão de expressão 

desses fatores se torna mutuamente exclusivo nas células da MCI, caracterizando o 

chamado “padrão sal e pimenta”, anteriormente ao estabelecimento de EPI e PrE 

(Rossant et al., 2003; Chazaud et al., 2006; Plusa et al., 2008; Guo et al., 2010).  

Em bovinos, a expressão de NANOG começou a ser observada na MCI no 

estágio de blastocisto inicial, com o aumento da expressão nos dias 7 e 8 do 

desenvolvimento (Kuijk et al., 2012), apesar de existirem evidências do início da 

expressão de NANOG já no estágio de 8 células (Canizo et al., 2019). A expressão 

de GATA6 foi detectada a partir do estágio de mórula em todas as células do embrião, 

tendo sua expressão restrita à MCI apenas após o dia 8 do desenvolvimento, já no 

estágio de blastocisto. Assim como nos embriões murinos, NANOG e GATA6 são co-

expressos inicialmente nos blastômeros, e progressivamente se tornaram restritos às 

células precursoras de EPI e PrE (Kuijk et al., 2012).  

A deleção de Nanog em embriões de camundongo não afetou a expressão de 

GATA6, indicando que o gatilho para a diferenciação de PrE nesses embriões é 

independente de Nanog (Frankenberg et al., 2011). Embriões com knockdown de 

Nanog a partir de siRNA mostraram blastocistos GATA6-positivos em toda a MCI, mas 

que apresentaram falhas na ativação do programa de diferenciação de PrE, 

evidenciadas pela ausência da expressão de Gata4 e Sox17 (Frankenberg et al., 

2011). Ao contrário do que se observa em murinos, a deleção de NANOG em 

embriões bovinos reduziu a expressão de GATA6 (Ortega et al., 2019), sugerindo 

diferentes dinâmicas de diferenciação de PrE nestes embriões. 

Uma das vias de sinalização envolvidas na segunda diferenciação é a via 

FGF/ERK, ativada a partir da ligação de FGF4 aos seus receptores (FGFRs) 

(Yamanaka et al., 2010; Kang et al., 2013; Molotkov et al., 2017; Soszynska et al., 

2019). Nos embriões de camundongos, a expressão de Fgf4 foi observada em células 

precursoras de EPI, sendo regulada diretamente por NANOG (Frankenberg et al., 

2011) e, nas células vizinhas, FGF4 se liga aos seus receptores, ativando o programa 

de diferenciação do PrE (Yamanaka et al., 2010; Frankenberg et al., 2011) (Figura 3). 
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Figura 3: Papel da via FGF/ERK na especificação de células EPI e PrE em embriões de camundongos 
(Carreiro et al., 2022). 
 
No estágio inicial do blastocisto, a expressão de NANOG regula diretamente a transcrição de Fgf4, 
enquanto diminui a expressão de GATA6 em células precursoras de EPI (vermelho). O FGF4, de forma 
parácrina, liga-se aos receptores (FGFRs) nas células vizinhas, ativando a cascata ERK nas células 
precursoras de PrE (azul), levando à expressão de GATA6 e posterior inibição de NANOG. 

 

Embriões de camundongo com deleção de Fgf4 apresentaram marcação para 

NANOG e GATA6 na maioria das células da MCI, desde o estágio de mórula até 

blastocisto inicial, sugerindo que a expressão inicial dessas proteínas não depende 

da sinalização desencadeada por FGF4. Porém, com o avanço do desenvolvimento 

dos blastocistos, esses embriões formaram uma MCI predominantemente NANOG-

positiva, evidenciando que FGF4 é necessário para a manutenção da expressão de 

GATA6 na MCI. A expressão de fatores como GATA4 e SOX17 não foi detectada 

nestes embriões Fgf4-/-, indicando sua necessidade para a ativação do programa de 

diferenciação celular de PrE (Kang et al., 2013). 

Embriões bovinos tratados com FGF4 exógeno formaram blastocistos com MCI 

composta apenas de células GATA6-positivas, demonstrando que a presença de 

FGF4 e a via ativada por esse ligante podem induzir a expressão de precursores de 

PrE e bloquear a formação de células de EPI (Kuijk et al., 2012). Estudos mostraram 
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ainda que FGF2 exógeno também foi capaz de induzir formação e proliferação de PrE 

em células bovinas in vitro, indicando que, nesses animais, outros recursos podem 

ser utilizados para desencadear a ativação do programa de diferenciação celular 

(Yang et al., 2011). 

Há estudos que indicam que a atividade da via FGF/ERK depende dos tipos de 

FGFRs que são expressos nas células. Estudos em murinos constataram que Fgfr1 é 

expresso tanto nos precursores de EPI quanto de PrE, e Fgfr2 é preferencialmente 

expresso apenas nas células precursoras de PrE. Os knockouts de Fgfr1 ou Fgfr2 

demonstraram que FGFR1 teve um papel fundamental na diferenciação de PrE, 

enquanto FGFR2 teve um papel secundário (Molotkov et al., 2017). Há relatos da 

presença da expressão de FGFR1 e FGFR3 na MCI de embriões bovinos, mas sem 

muitas informações acerca do efeito da ativação desses receptores (Ozawa et al., 

2013). A localização de FGFR2 bovino levantou controvérsias, pois estudos indicaram 

sua presença restrita às células do TE (Ozawa et al., 2013), mas também já foi descrita 

a expressão na MCI (Akizawa et al., 2016), principalmente em células do PrE (Negrón-

Pérez et al., 2018). 

A ativação dos FGFRs provoca o recrutamento de proteínas adaptadoras que 

irão fazer a conexão entre a sinalização de FGF com a via das ERKs (Wang et al., 

2004; Soszynska et al., 2019). A ativação das ERKs regula negativamente NANOG, 

uma vez que foi descrito que a fosforilação de NANOG, mediada por ERK1, 

posteriormente provocou a degradação de NANOG (Kim et al., 2014), gerando um 

desequilíbrio no padrão de coexpressão inicial de NANOG e GATA6 e contribuindo 

para a especificação celular (Plusa et al., 2008; Guo et al., 2010). Estudos que visaram 

manipular elementos downstream da via FGF/ERK evidenciaram sua importância para 

o sucesso do desenvolvimento inicial. A deleção de Grb2 nos embriões de 

camundongo, por exemplo, não impediu a compactação da MCI, mas inibiu a 

expressão de Gata6 e outros marcadores de PrE, implicando na ausência da 

formação de PrE. Entretanto, esses embriões mantiveram a expressão de Nanog em 

todas as células da MCI, que se desenvolveram em EPI, sugerindo o papel da via 

FGF/ERK no desenvolvimento de PrE (Chazaud et al., 2006).  

O tratamento dos embriões murinos com inibidores de FGFR ou inibidores de 

MEK, durante o estágio de blastocisto, provocou o mesmo fenótipo observado na 

deleção de Grb2 e Gata6. Porém, quando o tratamento foi interrompido no estágio de 

16 células, não foram observadas alterações no padrão de expressão de fatores na 
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MCI, sugerindo que a ativação da via de sinalização FGF/ERK se dá nos estágios 

iniciais de blastocisto (Yamanaka et al., 2010).  

Embriões bovinos cultivados com inibidores farmacológicos de MEK tiveram 

uma diminuição no número de células do TE e da MCI (Canizo et al., 2019), 

apresentaram um aumento da expressão de NANOG e FGF4, e diminuição de GATA4 

e SOX17, no estágio de blastocisto, indicando a influência direta da via FGF/ERK no 

processo de diferenciação celular da MCI. Entretanto, a expressão de GATA6 foi 

observada em alguns blastômeros, evidenciando que algumas células mantém a 

diferenciação de PrE independentemente da ativação da via FGF/ERK (Kuijk et al., 

2012; Harris et al., 2013; McLean et al., 2014; Negrón-Pérez; Hansen, 2018; Canizo 

et al., 2019).  

Em murinos, esse processo de diferenciação é essencialmente dependente de 

GATA6, uma vez que embriões knockout para Gata6 não formaram a linhagem de 

PrE, expressando Nanog em todas as células da MCI (Schrode et al., 2014). A 

expressão de SOX17 e GATA4, fatores de transcrição tardios relacionados ao PrE, se 

mostrou dependente de Gata6 e da sinalização ativada por Fgf4 (Bessonnard et al., 

2014). Ainda, embriões murinos selvagens e knockdown para Gata6, tratados com 

FGF4 exógeno no estágio de 8 células, tiveram a expressão de NANOG inibida, 

evidenciando que a via FGF/ERK é capaz de inibir NANOG independentemente de 

Gata6. Porém, quando o tratamento foi realizado em estágios mais tardios, como no 

blastocisto inicial, a expressão de NANOG foi mantida (Bessonnard et al., 2014). Até 

o momento, nenhum estudo realizou a inibição ou deleção de GATA6 em embriões 

bovinos. 

 

2.5 Conclusão 

Os principais conhecimentos acerca do desenvolvimento embrionário inicial em 

mamíferos derivam principalmente de estudos em modelos de camundongos. 

Pesquisas em embriões bovinos mostram que os processos biológicos envolvidos na 

diferenciação celular precoce não são tão conservados (resumidos na Tabela 1), por 

exemplo, o momento cronológico e controle molecular da expressão de CDX2, ou o 

controle molecular de genes relacionados à segunda diferenciação celular. Ainda 

existem lacunas significativas de informação na literatura sobre eventos de 

diferenciação celular pré-implantação em humanos e evidências apresentadas 



43 

 

anteriormente indicam que embriões humanos possuem alguns padrões e 

mecanismos regulatórios mais semelhantes aos embriões bovinos. Assim, sugerimos 

que modelos bovinos e camundongos sejam estudados em paralelo para melhor 

compreensão dos mecanismos biológicos envolvidos nos eventos morfológicos 

embrionários iniciais. 

 

Tabela 1. Resumo dos principais eventos e mecanismos biológicos que ocorrem nos embriões de 
camundongos e bovinos. 
  

Observação Embrião Murino Embrião Bovino Referências 

Estágio em que 

ocorre a 

compactação 

embrionária 

8 células 32 células 
(Lo and Gilula, 1979; Becker and 

Davies, 1995; van Soom et al., 1997) 

Estágio em que 

ocorre a cavitação 

embrionária 

Entre 16 e 32 

células 

Entre 32 e 64 

células 

(van Soom et al., 1992; van Soom et 

al., 1997; Kidder and Watson, 2005) 

TEAD4 é essencial 

para a formação do 

TE? 

Sim Não 
(Kaneko and Depamphilis, 2013; 

Sakurai et al., 2017) 

CDX2 exerce algum 

papel na integridade 

do epitélio? 

Sim Sim 
(Strumpf et al., 2005; Goissis and 

Cibelli, 2014b) 

A deleção de CDX2 

impede a formação 

de TE ou de 

blastocistos? 

Não Não 
(Strumpf et al., 2005; Wu et al., 

2010; Goissis and Cibelli, 2014b) 

Localização de 

OCT4 após a 

primeira 

diferenciação 

Células da MCI 
Células da MCI e 

TE 

(Ralston and Rossant, 2005; Strumpf 

et al., 2005; Kuijk et al., 2008) 

CDX2 regula 

negativamente a 

transcrição de 

OCT4? 

Sim Não 
(Berg et al., 2011; Goissis and 

Cibelli, 2014b; Sakurai et al., 2017) 

Deleção de OCT4 

impede a 

diferenciação de 

TE? 

Não 
Sim (bloqueio em 

mórula) 

(Nichols et al., 1998; Daigneault et 

al., 2018) 

SOX2 e OCT4 

estabelecem uma 

relação regulatória 

direta? 

Sim Não 
(Goissis and Cibelli, 2014a; Xie et 

al., 2010) 
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Observação Embrião Murino Embrião Bovino Referências 

Deleção de NANOG 

na diferenciação da 

MCI 

Mantém-se a 

expressão inicial de 

GATA6, mas impede 

a formação de EPI e 

PrE 

Reduz a 

expressão de 

GATA6 e impede 

a diferenciação de 

EPI 

(Frankenberg et al., 2011; Ortega et 

al., 2020) 

FGF4 é necessário 

para manter a 

expressão de 

GATA6 na MCI? 

Sim Sim (Kuijk et al., 2012; Kang et al., 2013) 

Efeitos da inibição 

de FGFR 

Elimina GATA6 e 

aumenta o número 

de células NANOG+ 

na MCI 

Não altera a 

distribuição de 

NANOG e GATA6 

nas células da 

MCI 

(Yamanaka et al., 2010; Kujik et al., 

2012) 

Efeitos da inibição 

de MEK 

Elimina GATA6 e 

aumenta o número 

de células NANOG+ 

na MCI 

Reduz GATA6 e 

aumenta o número 

de células 

NANOG+ na MCI 

(Yamanaka et al., 2010; Kujik et al., 

2012; Canizo et al., 2019) 

Tipos de FGFR 

identificados 

na MCI 

Fgfr1 e Fgfr2 

Fgfr1 e Fgfr3, 

possivelmente 

Fgfr2 

(Ozawa et al., 2013; Akizawa et al., 

2016; Molotkov et al., 2017; Negrón- 

Pérez and Hansen, 2018) 

 
Legenda: EPI: Epiblasto; FGFR: Receptor do Fator de Crescimento de Fibroblastos; MCI: Massa 
Interna Celular; PrE: Endoderma Primitivo; TE: Trofectoderma. 
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3. CAPÍTULO III - Avaliação funcional do gene NANOG em bovinos 

3.1. INTRODUÇÃO  

Em mamíferos, o desenvolvimento embrionário pré-implantacional depende do 

sucesso dos eventos iniciais de diferenciação celular. O primeiro momento de decisão 

do destino celular consiste na segregação entre a MCI e o TE, enquanto a segunda 

diferenciação ocorre dentro da MCI, com separação entre EPI e PrE.  

Em camundongos, os fatores de transcrição NANOG e GATA6 são detectados 

na MCI dos blastocistos iniciais mesmo antes da diferenciação das linhagens celulares 

de EPI e PrE, apresentando um padrão de expressão mutuamente exclusiva, 

chamado de “sal e pimenta” (Chazaud et al., 2006; Artus, Chazaud 2014). Há estudos 

que propõem que o momento da divisão e o posicionamento celular durante a 

formação da MCI determinam a linhagem celular no segundo evento de diferenciação 

(Morris et al., 2010).  

Outros modelos murinos apontam que a segregação celular de EPI e PrE 

acontece de forma gradual durante o desenvolvimento do blastocisto, sob influência 

de vias regulatórias de sinalização (Yamanaka et al., 2006; Chazaud et al., 2006; 

Frankenberg et al., 2011; Kang et al., 2013; Bessonnard et al., 2014; Schrode et al., 

2014). A deleção de Nanog em embriões de camundongo não afeta a expressão de 

GATA6, indicando que a diferenciação inicial de PrE se dá por maneiras 

independentes de Nanog (Frankenberg et al., 2011). 

Em bovinos, mantém-se o padrão inicial de expressão de NANOG e GATA6 

descrito em camundongos (Kuijk et al., 2012) e destaca-se a importância da via de 

sinalização FGF/ERK na segunda diferenciação celular. Há indícios de que a inibição 

de MEK pode impedir a expressão de SOX17 e, como consequência, impedir a 

formação do PrE sem afetar a expressão de NANOG (Canizo et al., 2019). Entretanto, 

estudos divergentes mostram que o tratamento com inibidores de MEK apenas reduz 

a expressão de SOX17 e GATA6 em embriões bovinos, e que a expressão de SOX17 

mediada por FGF4 é dependente de NANOG (Springer et al., 2021). A deleção de 

NANOG nos embriões bovinos não parece afetar a expressão de SOX17 (Springer et 

al., 2021), porém reduz a expressão de GATA6 e prejudica a formação do epiblasto 

(Ortega et al., 2019). 

Analisando o padrão anteriormente descrito de expressão mutuamente 

exclusivo dos genes NANOG e GATA6, testou-se a hipótese de que a deleção de 
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NANOG em embriões bovinos interferiria no segundo evento de diferenciação celular, 

modificando o padrão de expressão dos fatores de transcrição relacionados e 

possivelmente prejudicando a formação do epiblasto. 

 

3.2 OBJETIVOS 

O objetivo geral deste projeto é compreender os mecanismos moleculares 

envolvidos na diferenciação celular de epiblasto e endoderma primitivo em embriões 

bovinos. Para tal, é almejado estabelecer um modelo de deleção gênica mediado pelo 

sistema CRISPR/Cas9 em zigotos bovinos produzidos in vitro, a fim de caracterizar e 

avaliar a atuação do gene NANOG tanto no desenvolvimento de blastocistos, quanto 

na segregação entre células do epiblasto e endoderma primitivo.  

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

O projeto foi realizado de acordo com os compromissos éticos de 

experimentação animal determinados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo (FMVZ – USP), protocolo número 2133201219. 

 

3.3.1 Local do experimento e período de execução 

A pesquisa foi desenvolvida nas dependências do Laboratório de Fecundação 

in vitro, Clonagem e Transgenia Animal, localizado no departamento de Reprodução 

Animal da FMVZ – USP, Campus da Capital. O projeto foi realizado durante o período 

de outubro/2019 a abril/2022. 

 

3.3.2 Delineamento experimental 

Visando a deleção gênica de NANOG, foram elaborados sistemas de 

CRISPR/Cas9, que foram microinjetados em zigotos bovinos produzidos in vitro 8 ou 

16 horas após a FIV. Os embriões foram cultivados in vitro até o nono dia após a 

fertilização (D9), conjuntamente com embriões controles, que foram injetados apenas 

com os RNA guias (gRNAs) ou não foram microinjetados. Foram avaliadas as taxas 

de clivagem no dia 4 após a fertilização (D4), juntamente com o feeding, no qual 30% 
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do meio de cultivo KSOM foi removido e renovado com meio fresco, e no D9 as taxas 

de formação de blastocistos. Os blastocistos foram armazenados em paraformaldeído 

4% para realização de experimentos de imunocitoquímica, extração de DNA e 

genotipagem.  

 

3.3.3 Construções moleculares 

A formulação dos componentes genéticos do sistema CRISPR/Cas9 foi 

realizada a partir da sequência específica do gene a ser editado, o NANOG (GenBank 

accession number XM_024992001.1). Duas sequências de RNA guia (gRNA1e 

gRNA2) foram desenhadas, utilizando o software online CRISPR RGEN Tools 

(disponível em: http://www.rgenome.net/cas-designer) e com auxílio do software 

online Blastx (disponível em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para remover o 

trecho do genoma contendo o domínio de reconhecimento do DNA do fator de 

transcrição NANOG As sequências de oligonucleotídeos complementares Forward (5’ 

3’ – F) e Reverse (3’ 5’ – R) utilizadas nesse estudo foram sintetizadas comercialmente 

e suas informações estão detalhadas a seguir (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Sequências de oligonucleotídeos para clonagem dos gRNAs. Em letras minúsculas as 
sequências adaptadoras para clonagem molecular. 

Oligonucleotídeo Sequência (5'-3') 

NANOG gRNA1 - F caccGAAACCACTGTCCCCGTCTG 

NANOG gRNA1 - R aaacCAGACGGGGACAGTGGTTTC 

NANOG gRNA2 - F caccGTCATTGAGCACACACAGCT 

NANOG gRNA2 - R aaacGTCATTGAGCACACACAGCT 

Primer Promotor U6 - F CAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGA 
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3.3.4 Síntese in vitro dos gRNAs 

Após a aquisição dos oligonucleotídeos correspondentes aos gRNA para 

visando deleção de NANOG, foi realizada uma série de procedimentos para realizar a 

síntese in vitro destas sequências. As reações descritas a seguir foram realizadas 

separadamente para os oligonucleotídeos das sequências de cada gRNA.  

3.3.4.1 Anelamento e Fosforilação 

O anelamento das fitas simples foi realizado através da adição dos 

oligonucleotídeos (F e R), H₂O ultrapura e tampão CutSmart (New England Biolabs) 

a um microtubo de reação em cadeia da polimerase (PCR) e submetido ao seguinte 

programa de anelamento no termociclador: 95oC – 10 min.; 95ºC a 85ºC – 2ºC/seg.; 

85oC – 1 min.; 85ºC a 75ºC – 3ºC/seg.; 75ºC – 1 min.; 75ºC a 65ºC – 3ºC/seg.; 65ºC 

– 1 min.; 65ºC a 55ºC – 3ºC/seg.; 55ºC – 1 min.; 55ºC a 45ºC – 3ºC/seg.; 45ºC – 1 

min.; 45ºC a 35ºC – 3ºC/seg.; 35ºC – 1 min.; 35ºC a 25ºC – 3ºC/ seg.; 25ºC – 1 min.; 

4ºC hold.  

O produto do anelamento foi utilizado na reação de fosforilação, onde o 

oligonucleotídeo anelado, a enzima T4 PNK (New England Biolabs), ATP (10mM) 

(New England Biolabs), e o tampão 10X PNK (New England Biolabs) são adicionados 

a um novo tubo de PCR, que foi incubado no termociclador à temperatura de 37ºC 

durante 30 minutos, seguido de inativação à 75ºC durante 10 minutos. 

3.3.4.2 Clonagem Molecular 

O produto da fosforilação foi submetido à clonagem molecular em vetor pX330-

U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (pX330-Cas9, Cong et al., 2013; Addgene, 

Watertown, MA, EUA, doado gentilmente por Janet Rossant e Bin Gu, The Hospital 

for Sick Children Research Institute, Toronto, Canadá). Inicialmente, o plasmídeo 

pX330-Cas9 foi submetido ao protocolo de digestão com a endonuclease Bbs1. A 

digestão de 5μg do plasmídeo ocorreu a 37ºC em banho seco, durante 4 horas. Foi 

realizada uma eletroforese em gel de agarose com produto final da digestão e, após 

a confirmação da presença de uma banda linear, foi realizada a extração do DNA 

presente no gel com o uso do QIAQuick PCR & Gel CleanUp Kit (QIAGEN). Logo em 

seguida, a amostra de material genético foi quantificada através de espectrofotômetro 

e software Nanodrop (ND-1000 V3 5.2).  
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A ligação entre o plasmídeo digerido pX330-Cas9-Bbs1 e o produto fosforilado 

dos oligonucleotídeos foi realizada pela adição destes à enzima T4 DNA Ligase, água 

ultrapura e ao Buffer 10X T4 DNA (Takara Bio Inc) e posterior incubação no 

termociclador a 16ºC, durante 30 minutos.  

O produto da reação de ligação foi então utilizado para a transformação em 

bactérias competentes E. Coli DH5α. As bactérias, com volume total de 200μL, que 

estavam armazenadas a -80ºC em um tubo tipo Eppendorf, foram colocadas no gelo 

durante 5 minutos. Ao final desse tempo, foram adicionados 2μL do produto da ligação 

ao tubo e essa mistura foi incubada no gelo durante 20 minutos. Após essa etapa, 

para induzir o choque térmico das bactérias, o tubo foi inserido durante 1 minuto e 30 

segundos no banho seco pré-aquecido a 42ºC e em seguida, o tubo Eppendorf foi 

recolocado no gelo por mais 5 minutos. 

O material obtido foi ressuspendido em 100μL de meio LB Broth (Sigma-

Aldrich) e a amostra final foi plaqueada em LB Ágar contendo 100μg/mL de ampicilina 

(Sigma-Aldrich) e as placas foram mantidas na estufa à 37ºC durante 12-16 horas 

(overnight) para crescimento das colônias bacterianas transformadas com o 

plasmídeo de interesse. Selecionou-se colônias para cultivo em meio LB Broth (a 

37ºC, sob agitação de 240 rpm, overnight). As bactérias foram então submetidas ao 

protocolo de extração de DNA, realizado com o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), 

conforme instruções do fabricante. O DNA plasmidial então foi quantificado com 

espectrofotômetro e software Nanodrop (ND-1000 V3 5.2). 

Após a quantificação do DNA, foi montada uma reação de PCR contendo em 

um tubo: 300 μg de DNA plasmidial, um oligonucleotídeo homólogo à região 

promotora U6 do Px330, o primer Reverse do gRNA (1 ou 2) (Tabela 2), tampão 10X 

Taq DNA Polimerase (Cellco), água ultrapura e a enzima Taq DNA Polimerase 

(Cellco). Essa reação foi submetida ao seguinte programa no termociclador: 95ºC – 

10 min.; 40 ciclos de 95ºC – 12 s., 60ºC – 15 s., 72ºC – 1 min.; 72ºC – 2 min.; 4ºC 

hold. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% para 

confirmação e os produtos esperados eram de 225 pares de base (pb) (Figura 4). As 

amostras de DNA plasmidial contendo o gRNA 1 e gRNA 2 para o gene NANOG foram 

preparadas para sequenciamento pelo método Sanger, e enviadas ao Centro de 

Estudos do Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociências da USP. 

Os resultados obtidos no sequenciamento Sanger das amostras confirmaram uma 

correta inserção dos RNA guias. 
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Figura 4: Confirmação da clonagem da sequência dos gRNAs no plasmídeo pX330-Cas9-
Bbs1. O tamanho esperado era de 225 pb (setas). 

 

3.3.4.3 Síntese in vitro dos gRNAs 

A síntese in vitro dos gRNAs, a partir dos vetores clonados, foi realizada através 

do kit MEGAshortscript™ T7 Transcription (ThermoFisher). Sequências de 

oligonucleotídeos foram confeccionadas para a amplificação por PCR do fragmento a 

ser transcrito (NANOG IVT GRNA1 - F, NANOG IVT GRNA2 - F e PX330 IVT GRNA 

- R, Tabela 3), e as reações foram realizadas com a polimerase de alta fidelidade 

CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara Bio) nas seguintes condições de temperatura: 

98ºC – 2 minutos; 98ºC – 10 segundos, 60ºC – 15 segundos e 72ºC – 10 segundos 

(40 ciclos) e 72ºC – 10 segundos.  
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Tabela 3: Sequências dos oligonucleotídeos utilizados na síntese das guias de gRNAs.  

Oligonucleotídeo   Sequência 

NANOG IVT GRNA1 - F 

   

TAATACGACTCACTATAGGGAAACCACTGT       

CCCCGTCTG 

NANOG IVT GRNA2 - F 

  TAATACGACTCACTATAGGGTCATTGAGCA

CACACAGCT 

PX330 IVT GRNA - R   AAAAGCACCGACTCGGTGCC 

 

O produto desta reação de PCR foi submetido ao protocolo de transcrição, 

onde as etapas foram realizadas de acordo com as diretrizes do fabricante. Os 

reagentes do kit foram misturados aos vetores clonados e incubados a 37ºC durante 

2 horas. Então, foi adicionada DNAse e essa mistura foi incubada por mais 15 minutos. 

Após esse período, foram adicionados H₂O ultrapura, acetato de sódio 3M, etanol 

100% e a amostra foi resfriada por 15 minutos a -20ºC. Por fim, as amostras foram 

centrifugadas a 15.000 x g, durante 15 minutos a 4ºC e os pellets obtidos foram 

ressuspensos em H₂O ultrapura. Os gRNAs foram quantificados com uso de 

espectrofotômetro e software Nanodrop (ND-1000 V3 5.2) e armazenados a -80ºC, 

em alíquotas de 125 ng/mL e 500 ng/mL.  

 

3.3.5 Produção in vitro de embriões bovinos 

Foram obtidos oócitos bovinos através da aspiração de ovários comprados de 

matadouros comerciais. Os complexos cumulus-oócitos selecionados de acordo com 

sua qualidade foram submetidos à maturação in vitro (MIV), em incubadora a 38,5°C 

e 5% de CO₂ em alta umidade. A MIV foi realizada em uma placa de petri contendo 

gotas de 90 μL de meio TCM-199 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 3 

μg/mL de hormônio luteinizante (Vetecor Laboratories), 3 μg/mL de hormônio folículo 
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estimulante (Folltropin-V, Vetrepharm, Inc.), 1 mg/mL estradiol (Sigma), 22 µg/mL de 

piruvato de sódio (Sigma) e 25 µg/mL de gentamicina (Thermo Fisher).  

Após 22h de MIV, os oócitos maduros foram submetidos à fertilização in vitro 

(FIV), realizada em placa de petri com gotas de 90 μL de meio à base de piruvato de 

lactato de Tyrode (TALP) suplementado com 20 μg/mL de heparina. Após o 

descongelamento das palhetas de sêmen de touro único, a 37ºC, foram selecionados 

pelo gradiente de Percoll® os espermatozóides vivos, que foram então adicionados à 

placa da FIV com os oócitos, em uma concentração de 1 x 106 espermatozóides/mL. 

A fertilização ocorreu durante os períodos de 8 ou 16 horas, em incubadora a 38,5°C 

e 5% de CO₂ em alta umidade, e em seguida foram devidamente preparados para o 

protocolo de microinjeção, como será descrito no item a seguir.  

Após as micromanipulações, os embriões foram lavados em meio comercial de 

cultura de embrião Hamster-Hepes (HH) antes de serem dispostos em gotas de 90μL 

de meio KSOM suplementado com 3 mg/ml de albumina sérica bovino (BSA) e com 

aminoácidos essenciais e não-essenciais (Sigma), para cultivo in vitro (CIV) pelos 

próximos dias. Todas as gotas das placas de MIV, FIV e CIV foram completamente 

cobertas por óleo mineral (Sigma). No quarto dia após a FIV (D4), 30% do volume do 

meio foi removido e substituído por meio KSOM fresco com aminoácidos. 

Ao nono dia após a FIV (D9), os blastocistos foram destinados à fixação para 

imunofluorescência ou para extração de RNA. Os embriões tiveram a zona pelúcida 

removida com solução 0,1% protease (Sigma) em meio HH e foram fixados em 

solução de paraformaldeído (Sigma-Aldrich) 4% em PBS suplementado com 

polivinilpirrolidona (PBS-PVP 1 mg/mL), durante 20 minutos à temperatura ambiente. 

Após essa etapa, os blastocistos foram lavados e armazenados em PBS-PVP a 4ºC. 

 

3.3.6 Microinjeção em zigotos bovinos 

Oito horas após a fertilização (8 hpf), os presumíveis zigotos foram lavados em 

meio HH e colocados durante 2 minutos em um tubo com solução de 1 mg/mL de 

hialuronidase em meio HH pré-aquecido a 37ºC. Em seguida, o tubo foi levado ao 

vórtex e permaneceu em agitação durante 3 minutos para facilitar a denudação 

química. Após essa etapa, os zigotos foram lavados novamente em HH e levados até 

o micromanipulador em uma placa contendo meio de cultivo KSOM.  
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Os zigotos foram divididos inicialmente nos seguintes grupos: O grupo 

“Controle”, que não foi microinjetado, grupo “Controle gRNAs”, microinjetado apenas 

com os gRNAs (12,5 ng/µL), diluídos em H₂O ultrapura, funcionando como um 

controle do procedimento da micromanipulação, e o grupo “Cas9-12,5”, microinjetado 

com TrueCut™ Cas9 Protein v2 (ThermoFisher) (70 ng/µL) juntamente com os gRNAs 

(12,5 ng/µL), também diluídos em H₂O ultrapura (Tabela 4). 

No entanto, verificamos uma ineficiência na edição gênica no grupo “Cas9-

12,5” em tais condições. Decidiu-se então pelo estabelecimento de novos grupos 

experimentais, onde houve a modificação da concentração dos gRNAs injetados. 

Assim, foram estabelecidos os grupos controle, não injetado, e Cas9-80, com 80ng/µL 

de gRNAs. Estas novas replicatas de microinjeções ocorreram 16 hpf (Tabela 4), e os 

zigotos foram manipulados conforme descrito acima. Essa mudança de horário 

ocorreu devido ao resultado obtido em experimento paralelo do laboratório no qual 

não se observou diferença de eficiência de edição gênica às 8 hpf ou 16 hpf (Luedke 

et al., manuscrito em preparação).  

 

Tabela 4: Grupos e condições de microinjeção gRNA/Cas9 - NANOG. 

Grupos          Injeção (hpf) 

Concentração dos Materiais Injetados 

(ng/µL) 

    gRNA1 e gRNA2                    Cas9 

Controle            8 ou 16 N/A                         N/A 

Controle gRNA                8            12,5                          0 

Cas9-12,5                8           12,5                         70 

Cas9-80               16            80                           70   

 



54 

 

3.3.7 Imunofluorescência e aquisição de imagens 

Os blastocistos tiveram a zona pelúcida removida com solução 0,1% protease 

(Sigma) em meio HH durante até 2 minutos e foram fixados no D9 em solução de PBS 

suplementado com 1 mg/mL polivinilpirrolidona (PBS-PVP) 4% paraformaldeído 

(Sigma-Aldrich) durante 20 minutos à temperatura ambiente. Após essa etapa, foram 

lavados três vezes e armazenados em PBS-PVP a 4ºC até o início do protocolo. 

 O protocolo de imunofluorescência foi realizado para verificar a expressão 

proteica de SOX17, que é um marcador de PrE. O início se dá pela lavagem dos 

blastocistos fixados em solução de lavagem (PBS + 0,1% Triton X-100 + Glicina 

7,5mg/mL) e permeabilização durante 15 minutos, em agitação (80 rpm), à 

temperatura ambiente, em solução de PBS com 0,5% Triton X-100. Após a 

permeabilização, os embriões foram lavados e em seguida incubados em solução de 

bloqueio (solução de lavagem suplementada com 10% de soro fetal de jumento e 1% 

BSA) durante 1 hora, em agitação (80 rpm), à temperatura ambiente. Logo em 

seguida, foram incubados overnight, em agitação (80 rpm), à 4ºC, com o anticorpo 

primário (Novus, AF1924), diluído 1:100 em solução de anticorpo (solução de lavagem 

suplementada com 1% BSA). Os embriões utilizados como controle negativo não 

foram incubados com anticorpo primário. 

Após a incubação do anticorpo primário, os embriões foram submetidos a três 

lavagens de 15 minutos de duração, em agitação (80 rpm), à temperatura ambiente e 

depois foram incubados com o anticorpo secundário (Donkey Anti-Goat IgG 

NorthernLights™ NL 557-conjugated - R&D) diluído 1:100 em solução de anticorpo, 

por 1 hora, em agitação (80 rpm), à temperatura ambiente. Esta e as etapas seguintes 

foram realizadas sob proteção de luminosidade.  

Em seguida, os embriões foram submetidos novamente a três lavagens de 15 

minutos de duração cada, em agitação (80 rpm), à temperatura ambiente e então 

incubados em Hoechst 33342 100 μg/mL (Thermo Fisher) durante 15 minutos, em 

agitação (80 rpm), à temperatura ambiente. Por fim, foram lavados três vezes em PBS-

PVP. Os embriões foram montados entre lamínulas, com auxílio de adesivo espaçador 

de 0,12mm de altura e analisados em microscópio confocal Zeiss LSM-780 NLO 

(Zeiss) no Centro de Facilidades de Apoio à Pesquisa (CEFAP) da Universidade de 

São Paulo. A excitação do fluoróforo foi induzida pelo laser de neon-helium 546nm e 

laser diodo 405nm. Foram adquiridas imagens a cada 8μm, utilizando o software 

InCell Analyzer 2200 (GE Healthcare). 
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3.3.8. Extração de DNA 

Os blastocistos produzidos nos grupos Cas9, além de alguns embriões dos 

grupos Controle e Controle gRNA, foram armazenados para extração de material 

genético com kit comercial Extract-N-Amp (Sigma-Aldrich). Os volumes de reação 

sugeridos no protocolo foram readequados para a extração de DNA de embriões, que 

contém um número restrito de células. Cada embrião foi colocado individualmente em 

um tubo de 1,5 mL contendo 4,4µL de tampão de extração acrescido de 1,1µL de 

tampão de preparação de tecido. Foram incubadas as reações pelo período de 10 

minutos a 55ºC e em seguida, incubadas a uma temperatura de 95ºC durante 3 

minutos. Após o resfriamento dos tubos, as amostras foram neutralizadas com 4,4 µL 

de tampão de neutralização e armazenadas a -20ºC para uso posterior. 

3.3.9 Genotipagem 

Foram realizadas reações de PCR com os DNAs extraídos dos embriões para 

a verificação da edição gênica de NANOG (Figura 5), utilizando o kit GoTaq® G2 

Master Mix (Promega). Foi montada uma reação para cada embrião com 12,5µL do 

reagente GoTaq® G2 Green 2X, 125 nM de cada primer (Forward e Reverse), 2µL de 

DNA embrionário e 6,25µL de H₂O livre de nucleases. As reações de PCR foram 

submetidas ao termociclador sob as seguintes temperaturas: 95ºC – 2 min.; 40 ciclos 

de 95ºC – 30 s., 60ºC – 40 s., 72ºC – 95 s.; 72ºC – 5 min.; 4ºC hold. As reações foram 

verificadas através de eletroforese em gel de agarose 1% ou 2%. 

O alvo das construções moleculares do sistema CRISPR/Cas9 para a deleção 

de interesse foi o exon 2 (263 pb), onde está localizado o domínio de reconhecimento 

do DNA de NANOG (Figura 5A). Espera-se que toda a sequência situada entre o 

gRNA1 e gRNA2 (115 pb) seja deletada ou modificada para que a expressão de 

NANOG seja impedida nestes embriões (Figura 5B). Caso haja a deleção sítio-

específica da sequência desejada, espera-se um produto de PCR no tamanho de 102 

pb, com a sequência localizada entre os primers Forward e Reverse (Figura 5C). As 

sequências foram alinhadas usando software online gratuito de alinhamento múltiplo 

T-coffee (disponível em: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/, Madeira et al. 

2019). 
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Figura 5: Representação gráfica da sequência do gene NANOG em bovinos. 
  
(A) O domínio de reconhecimento do DNA de NANOG está localizado no Exon 2 (destacado). Em (B), 
a representação gráfica da sequência original (wild-type) de 263 bases do Exon 2, onde destacam-se 
as sequências do gRNA1 e gRNA2 (vermelho), dos primers de PCR Forward e Reverse (verde) e a 
sequência que, junto com os gRNAs, será deletada após os cortes realizados pela enzima Cas9 
(amarelo). (C) Representação gráfica da sequência do Exon 2 esperada após a deleção, onde 
destacam-se os primers Forward e Reverse (verde) e todas as bases localizadas entre estes (lilás), 
que formam o produto de PCR previsto após a deleção. 

 

3.3.10. Extração de RNA e síntese de cDNA 

No D9 do cultivo, blastocistos de cada grupo foram coletados e armazenados 

individualmente em Extraction Buffer para posterior extração de RNA, realizada com 

o kit Arcturus® PicoPure® RNA Isolation Kit (Thermo Fisher). Seguindo as instruções 

do fabricante, o RNA dos embriões foi devidamente isolado individualmente e, em 

seguida, deu-se início ao protocolo de síntese de cDNA, com auxílio do kit 

SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit. Foram montadas as reações contendo, por 

tubo: 4µL do reagente 5X VILO™ Reaction Mix, 2µL de 10X SuperScript™ Enzyme 

Mix e 14µL de RNA extraído dos embriões. Os tubos com as reações foram incubados 

em termociclador inicialmente a 25ºC por 10 minutos, seguido de 1 hora de incubação 

a 45ºC. Por fim, as reações foram incubadas a 85ºC por 5 minutos e, em seguida, 

armazenadas a -20ºC para a realização do q-RT-PCR. 
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3.3.11. Análise da expressão gênica q-RT-PCR 

A avaliação quantitativa da expressão gênica foi feita por q-RT-PCR absoluto. 

Inicialmente, o RNA foi isolado como descrito acima a partir de amostras de 5 

embriões para validação dos primers e confecção das curvas padrão. Foram 

realizadas reações de PCR com GoTaq® G2 Master Mix (Promega) e os produtos 

foram purificados com PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification (Thermo 

Fisher) e submetidos à clonagem em vetor pGEM®-T Easy Vector Systems 

(Promega), conforme instruções do fabricante. Os plasmídeos contendo os produtos 

de PCR foram diluídos na concentração de 10 ng/µL e a partir dessa diluição foi feita 

uma diluição seriada 1:10 com 9 pontos. Essa diluição seriada foi usada como curva 

padrão para os respectivos genes-alvo. 

As reações de q-RT-PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf 

Realplex2, com uso do kit SYBR GreenER Universal Mix (Thermo Fisher), conforme 

instruções do fabricante e uso de 2,5µL de cDNA das amostras de embriões 

individuais por reação. O programa de temperaturas da PCR foi: 50ºC – 2 min.; 95ºC 

– 10 min.; 40 ciclos de 95ºC – 15 s., 60ºC – 1 min.; 95ºC – 15 s.; 60ºC – 1 min.; 95ºC 

– 15 s.; 60ºC – 15 s.; 95ºC – 15 s.; 4ºC hold. 

O cálculo do número de cópias por µL foi feito com auxílio de software online 

(https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/dna-copy-number-calculator.html), levando em conta o tamanho 

final do plasmídeo com o inserto do produto de PCR. Logo, o número de cópias em 

cada ponto da curva foi obtido pela multiplicação do número de cópias por µL, pelo 

volume (em µL) utilizado em cada reação. Os resultados fornecidos pelo software 

Realplex (Eppendorf) foram então normalizados pela quantidade de cDNA (ng) que 

foi utilizada em cada reação, fornecendo o resultado final em número de cópias do 

gene alvo por ng de cDNA.  

3.3.12. Análise Estatística 

As análises estatísticas foram executadas com auxílio do software SAS 9.3 

(SAS Institute, Cary, NC, EUA). Para análise das taxas e expressão gênica, os 

diferentes grupos foram considerados como variáveis independentes, enquanto taxa 

de clivagem, taxa de blastocisto, taxa de desenvolvimento e número de cópias por ng 
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de cDNA foram consideradas variáveis dependentes. Foi realizado teste de 

normalidade de distribuição dos resíduos com o PROC UNIVARIATE. Quando 

necessário, os dados foram transformados para atingirem distribuição normal e 

outliers foram removidos após uso do Guided Data Analysis quando necessário. Os 

dados transformados foram re-transformados para apresentação. As variáveis foram 

analisadas por ANOVA, com uso do PROC GLM e a comparação de médias foi feita 

com teste de Tukey. O nível de significância considerado foi 5%.  

 

3.4. RESULTADOS 

Ao total foram realizadas 6 replicatas de microinjeções embrionárias com FIV 

de 8h e 5 replicatas com FIV de 16h de duração, sendo nelas testadas 3 condições 

de concentração de materiais injetados. No total, foram obtidos 140 blastocistos, 

sendo 73 do grupo Controle, 17 do grupo Controle gRNAs, 26 do grupo Cas9-12,5 e 

24 do grupo Cas9-80.  

 

3.4.1. Desempenho das microinjeções de gRNA/Cas9 NANOG 

Durante o cultivo, no D4 foi realizada a avaliação da taxa de clivagem dos 

embriões (número de clivados dividido pelo número total de zigotos, em %) e no D9, 

foi avaliada a taxa de formação de blastocistos (quantidade de blastocistos formados 

dividido pelo número total de zigotos, em %), bem como a taxa de desenvolvimento 

(total de blastocistos formados dividido pelo número de clivados, em %). A média das 

taxas obtidas nas micromanipulações realizadas, bem como o número total de zigotos 

estão detalhados na Tabela 5: 
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Tabela 5: Média das taxas de clivagem, blastocisto e desenvolvimento obtidas nas microinjeções de 
gRNA/Cas9 NANOG. 

Grupo Injeção 

  (hpf) 

Zigotos  Taxas (%)  

  Clivagem Blastocisto Desenvolvimento 

Controle      8  343 50,84 ± 6,03 14,87 ± 4,72 25,30 ± 7,20 

Controle gRNAs      8  118 62,65 ± 6,03 22,06 ± 5,85 31,17 ± 8,93 

Cas9-12,5      8  265 49,93 ± 6,03 10,26 ± 4,72 19,52 ± 7,20 

Controle     16 105 73,87 ± 2,938* 19,63 ± 2,92** 26,88 ± 4,84 

Cas9-80     16 310 44,40 ± 2,938* 7,95 ± 2,92** 17,71 ± 4,84 

Os zigotos foram injetados 8 ou 16 horas após a FIV (hpf) (grupos Cas9-12,5 e Cas9-80). Os embriões 

dos grupos Controle não foram injetados. *p = 0,0002. **p = 0,0256 

 



60 

 

 

 

Figura 6: Gráficos apresentando média e erro padrão das médias das taxas de clivagem, blastocisto e 
desenvolvimento obtidas nos experimentos de micromanipulação.  
 
Avaliação do desempenho dos grupos após as microinjeções realizadas (A) às 8 hpi ou (B) 16 hpi, em 
porcentagem (%).  

 

Nos experimentos com 8 horas de duração de FIV (Figura 6A), não foi 

observada diferença estatística entre os grupos experimentais, em nenhuma das 

taxas analisadas. Este resultado indica que o protocolo de microinjeção dos grupos 
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Controle gRNAs e Cas9-12,5 (12,5 ng/µL de gRNAs + 70 ng/µL de Cas9) não 

prejudicou as etapas do desenvolvimento embrionário e a produção de blastocistos, 

quando comparados ao grupo Controle, que não foi microinjetado. Devido a esse 

resultado, o grupo Controle gRNA foi suprimido nos experimentos seguintes.  

Já nos experimentos realizados com 16 horas de duração de FIV (Figura 6B), 

uma diferença estatisticamente significativa foi percebida nas taxas de clivagem e 

blastocisto, mas não na taxa de desenvolvimento. Nestas condições foram 

microinjetados no grupo experimental 80 ng/µL de gRNAs conjuntamente com 70 

ng/µL de Cas9 (Cas9-80). Esse resultado pode ser uma consequência do aumento de 

6,4 vezes na concentração dos gRNAs injetados. No entanto, não se pode excluir a 

possibilidade de que variáveis no processo da microinjeção (qualidade das agulhas, 

manipulação, volume de material injetado) tenham influenciado neste resultado, uma 

vez que a análise da média das taxas de desenvolvimento (ou seja, o número de 

blastocistos formados sobre o número total de embriões clivados) não apresentou 

diferença estatística entre os grupos Controle e Cas9-80.  

 

3.4.2 Imunofluorescência 

Após a obtenção dos blastocistos, foram realizados experimentos de 

imunofluorescência com marcação fluorescente de Hoescht específica para o núcleo 

celular (Figura 7, em azul) e marcação para verificar a expressão da proteína SOX17 

(Figura 7, em vermelho), marcador nuclear exclusivo de células do endoderma 

primitivo, a fim de avaliar se houve efeito do tratamento com os gRNAs/Cas9 NANOG 

nesta população de células. 
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Figura 7: Aquisição de imagens de imunocitoquímica de embriões bovinos fixados com paraformaldeído 
4% em D9, dos grupos Controle e Cas9-12,5. 
 
Na 1ª coluna, em azul, é apresentada a marcação fluorescente de Hoescht, específico para o núcleo 
celular, em uma fatia (slice) de 8μm; Na 2ª coluna, em vermelho, o marcador associado à diferenciação 
de endoderma primitivo, SOX17, em uma fatia (slice) de 8μm; Na 3ª coluna, o Merge representa a 
sobreposição das marcações (Hoescht + SOX17), em uma fatia (slice) de 8μm. Finalmente, na 4ª 
coluna, o Merge apresenta a construção Z-Stack das marcações (Hoescht + SOX17). As imagens foram 
processadas em Software Image J. 

 

Entretanto, os resultados obtidos na genotipagem desses blastocistos (Figura 

8) apontaram a ineficiência da deleção gênica de NANOG nos embriões do grupo 

Cas9-12,5. Uma vez que o objetivo deste experimento era analisar o efeito da deleção 

de NANOG, os esforços do projeto foram imediatamente direcionados para a 

realização de novas replicatas de micromanipulação, e não foi realizada a análise 

anteriormente prevista de comparação do número de células SOX17-positivas entre 

os grupos experimentais. 

 Dos 24 blastocistos obtidos no grupo Cas9-80, 11 foram fixados e 

armazenados para a posterior realização dos experimentos de imunofluorescência e 

aquisição de imagens.  

 

3.4.3 Genotipagem 

 Foram realizadas reações de PCR com os DNAs extraídos dos blastocistos D9 

para a verificação da edição gênica de NANOG. A eletroforese das amostras deveria 
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evidenciar uma banda de 217 pb para a sequência inalterada (grupos Controle e 

Controle gRNAs) e 102 pb para a sequência com deleção de NANOG (grupos Cas9-

12,5 e Cas9-80) (Figura 5). Como esperado, os blastocistos Controle e Controle 

gRNAs apresentaram banda à 217 pb. Entretanto, dos 13 embriões Cas9-12,5 

testados, todos apresentaram apenas a banda correspondente ao peso 217 pb, 

indicando que não ocorreu a deleção de NANOG como esperado (Figura 8).  

 

 

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1% de DNA extraído de blastocistos D9 produzidos in vitro, 
com FIV de 8 horas de duração.  
 
KB: Marcador de peso molecular DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher). 01 e 02: Embriões Controle; 
03 e 04: Embriões Controle gRNA; 05 a 17: Embriões Cas9-12,5; Neg: Controle negativo da reação 
(sem DNA embrionário). 

 

Após deliberar sobre as possíveis causas da baixa eficiência da edição 

genética nos embriões do grupo Cas9-12,5, seguimos com a hipótese de que as 

concentrações dos gRNAs foram insuficientes para a deleção de NANOG. Foram 

então testadas maiores concentrações dos gRNAs utilizados na injeção (80 ng/µL), 

conjuntamente com a enzima Cas9 (70 ng/µL), sendo este grupo denominado Cas9-

80. O primeiro teste envolveu a injeção de 60 zigotos, que foram cultivados até o 

estágio de 8 células, no D4, quando foram submetidos à extração de DNA para que 

fosse detectada precocemente a eficiência de edição gênica nestas condições (Figura 

9). 
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% de DNA extraído de embriões 8-células produzidos in 
vitro, com FIV de 16 horas de duração.  
 
KB: Marcador de peso molecular DNA Ladder (Invitrogen, by Thermo Fisher Scientific). 01 a 06: 
Embriões Cas9-80; Neg: Controle negativo da reação (sem DNA embrionário). Embrião 02: banda 
esperada à altura de 102bp. 

 

Dos 6 embriões Cas9-80 selecionados e testados, todos apresentaram apenas 

a banda correspondente ao peso controle (217 pb), exceto pelo embrião de número 

2, que além da banda em 217 pb, também apresentou uma discreta banda à altura 

esperada de 102 pb, evidenciando a deleção heterozigótica de NANOG ou sugerindo 

mosaicismo, ou seja, que apenas algumas células sofreram a alteração genética, 

enquanto outras permaneceram inalteradas.  

Todas as bandas foram excisadas dos géis apresentados acima (Figura 8 e 

Figura 9), e tiveram o DNA purificado com kit QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit 

(QIAGEN) seguindo as instruções do fabricante. Algumas amostras foram submetidas 

ao Sequenciamento Sanger, na empresa Exxtend, para a verificação das sequências 

de DNA. Os resultados do sequenciamento permitiram o alinhamento das sequências 

e observa-se que as bandas do tamanho esperado do gene wild-type (217 pb) 

apresentaram a sequência idêntica àquela do Exon 2 do NANOG do GenBank. A 

sequência da banda esperada após deleção (102 pb) não apresentou alinhamento 

com as demais (Figura 10). 
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Figura 10: Alinhamento das sequências de DNA dos grupos Controle e Cas9-80 obtidas através de 
Sequenciamento Sanger.  
 
(1) Sequência de DNA de referência do Exon 2 de NANOG do GenBank; (2) Sequenciamento de um 
embrião do grupo Controle; (3) Sequenciamento da banda de 217 pb do embrião 2 do grupo Cas9-80 
(Figura 9); (4) Sequência de DNA extraída da banda de 102 pb do embrião 2 do grupo Cas9-80 (Figura 
9); (5) Sequência de DNA extraída da banda de 217 pb do embrião 1 do grupo Cas9-80 (Figura 9).  

 

3.4.4 Análise da expressão gênica por q-RT-PCR 

Experimentos de q-RT-PCR foram realizados com os cDNAs sintetizados dos 

blastocistos “Controle” e “Cas9-80”, a fim de verificar a expressão dos fatores de 

transcrição NANOG e GATA6 em ambos os grupos. Foram analisados 5 embriões do 

grupo Controle e 12 embriões do grupo Cas9-80. 

 Uma vez que os embriões podem responder de maneira particular à 

micromanipulação e aos materiais injetados, foi considerada a possibilidade de haver 

deleções totais (homozigóticas) ou parciais (heterozigóticas) de NANOG. Os embriões 

estão sujeitos ainda a diferentes graus de mosaicismo, ou seja, podem apresentar 

variações na quantidade de células que sofreram edição gênica e células com perfil 

wild-type. Portanto, foi realizada inicialmente uma verificação individual da expressão 

proteica de NANOG e GATA6 nos blastocistos D9 dos grupos Controle e Cas9-80 

(Figura 10). Não foi observada a ausência de expressão de NANOG em nenhum dos 

embriões, sugerindo que não há embriões homozigotos para a deleção de NANOG.  
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Figura 11: Gráficos da quantificação dos fatores de transcrição NANOG e GATA6 de embriões bovinos 
D9, em número de cópias por ng de cDNA de cada embrião avaliado.  

Os dados obtidos por q-RT-PCR foram normalizados com o uso do software Realplex (Eppendorf) para 
a quantidade de cDNA (ng) que foi utilizada em cada reação, fornecendo o resultado final em número 
de cópias de NANOG (preto) ou GATA6 (cinza) por ng de cDNA. 1 a 5: Embriões do grupo Controle, 
não microinjetados. 6 a 17: Embriões do grupo Cas9-80, injetados com 80 ng/µL de gRNAs e 70 ng/µL 
de Cas9. 

 

Foi feita então uma análise levando-se em consideração a média do número 

de cópias de NANOG ou GATA6 por ng de cDNA de cada grupo experimental, 

Controle e Cas9-80, considerando cada embrião como unidade experimental (Figura 

11). Foi observada uma redução significativa (p=0.0360) da média do número de 

cópias por ng de cDNA de NANOG no grupo Cas9-80 (60,90 ± 10,27) em relação ao 

grupo Controle (104,54 ± 15,92). Estes resultados indicam que, apesar de não haver 

um bloqueio completo da transcrição gênica de NANOG no grupo Cas9-80, houve 

uma perturbação dos níveis de expressão de NANOG nestes embriões. 

Curiosamente, a média do número de cópias por ng de cDNA de GATA6 do 

grupo Cas9-80 (26,48 ± 7,40) não apresentou diferenças estatisticamente 

significativas em relação ao grupo Controle (41,70 ± 10,90) (p=0.1733).  
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Figura 12: Média da quantificação do número de cópias dos fatores de transcrição NANOG e GATA6 
por ng de cDNA dos grupos experimentais Controle (cinza) e Cas9-80 (branco).    

 

3.5. DISCUSSÃO 

O desenvolvimento embrionário inicial em mamíferos, apesar do padrão 

morfológico, apresenta variações genéticas e moleculares entre as espécies. Ainda 

que a grande maioria dos estudos em embriologia sejam realizados em modelos 

murinos, importantes semelhanças foram observadas entre bovinos e humanos (Kuijk 

et al., 2008; Kuijk et al., 2012). Por isso, um dos objetivos do presente estudo foi 

contribuir para a compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na segunda 

diferenciação celular em embriões bovinos pré-implantacionais. 

Neste trabalho, o tratamento dos zigotos bovinos com a Cas9 e os gRNAs para 

NANOG, quando realizado em 8 hpi (Cas9-12,5), apresentou taxas de desempenho 

semelhantes ao grupo controle, sugerindo que o protocolo de micromanipulação 

nestes embriões não prejudicou o desenvolvimento embrionário e a formação de 

blastocistos. Entretanto, ao realizar o tratamento à 16 hpi e aumentar em 6,4 vezes a 

concentração dos gRNAs injetados (Cas9-80), houve uma redução significativa nas 

taxas de clivagem e de formação de blastocistos, quando comparados ao grupo 

controle.  
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Apesar deste resultado em 16 hpi, não houve redução significativa nas taxas 

de desenvolvimento embrionário em ambas as condições experimentais, o que indica 

que a possível redução dos níveis de NANOG nos embriões tratados com a enzima 

Cas9 não impediu o desenvolvimento de blastocistos. Esse achado corrobora com 

estudos anteriores que indicaram que a deleção de NANOG não prejudicou eventos 

embrionários como a compactação ou a formação da MCI (Artus, Chazaud, 2014; 

Ortega et al., 2019; Springer et al., 2021). 

A eficiência do sistema de edição genética de NANOG foi verificada através do 

PCR com o DNA extraído dos blastocistos obtidos ao D9. A genotipagem dos 

embriões obtidos no grupo Cas9-12,5, cuja concentração de gRNAs injetados era de 

12,5 ng/µL, evidenciou que diferentemente do resultado de Chu et al. (2016), tal 

concentração foi insuficiente para provocar uma disrupção na expressão de NANOG 

nos treze embriões testados. Após esse resultado, um aumento de 6,4 vezes na 

concentração dos gRNAs foi testado para as seguintes replicatas (grupo Cas9-80).  

O PCR-teste para a verificação da eficiência de deleção na nova condição 

experimental foi realizado com seis embriões 8-células obtidos em D4, onde apenas 

o embrião 2 apresentou uma alteração bi-alélica para o gene alvo (16,67%). A deleção 

dos pares de base deste embrião foi confirmada através do sequenciamento pelo 

método Sanger. Outros estudos que provocaram deleções gênicas em embriões 

bovinos com o uso do sistema CRISPR/Cas9 obtiveram maiores eficiências de 

deleção (acima de 60%), considerando o número total de embriões avaliados (29 em 

Daigneault et al., 2018; 255 em Ortega et al., 2019). Ortega et al. testaram 3 diferentes 

combinações de gRNAs para o gene NANOG, verificando em uma delas a total 

ineficiência de deleção. Desta maneira, é possível também atribuir a baixa eficiência 

do sistema de deleção genética observada neste trabalho às sequências dos RNA 

guias ou possíveis off-targets (Fu et al., 2013; Ortega et al., 2019). 

A análise da expressão gênica por q-RT-PCR permitiu uma avaliação mais robusta 

dos desdobramentos moleculares provocados pelo tratamento realizado no grupo 

experimental. Em relação ao grupo controle, foi verificada a redução do número de 

cópias de NANOG nos embriões do grupo Cas9-80, mas não um silenciamento total 

do gene. Apesar dos grupos não serem homogêneos, não é possível determinar com 

precisão a eficiência de perturbação da expressão do gene a nível individual nos 

embriões. Isso se deve ao fato de que cada embrião pode responder de uma maneira 

diferente ao tratamento com os gRNAs e Cas9, podendo haver dentro de um mesmo 
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grupo, embriões mosaicos com mais ou menos células editadas, diferentes 

quantidades de pares de bases deletados e, consequentemente, diferentes graus de 

perturbação da expressão gênica de NANOG. O mosaicismo é frequentemente 

relatado em trabalhos onde o sistema CRISPR é injetado diretamente em zigotos de 

diversas espécies (Hai et al., 2014; Crispo et al., 2015; Bevacqua et al., 2016; Noda 

et al., 2017), prejudicando estudos onde o objetivo é o knock-out, uma vez que os 

alelos wild-type podem interferir nos resultados e fenótipos obtidos. Em embriões 

bovinos, onde a replicação do DNA ocorre logo após a fertilização, a microinjeção do 

sistema CRISPR às 0hpi e 10hpi provocou uma importante redução das taxas de 

mosaicismo em relação ao protocolo de 20hpi (Lamas-Toranzo et al., 2019), mas 

ainda não foi o suficiente para prevenir completamente a formação de embriões 

mosaicos, um dos maiores desafios enfrentados atualmente no uso do CRISPR/Cas9 

em zigotos. 

A redução de NANOG no grupo Cas9-80 não resultou em alterações 

significativas na expressão de GATA6, sugerindo que a regulação de GATA6 pode se 

dar de maneira independente de NANOG em embriões bovinos, como ocorre em 

camundongos (Frankenberg et al. 2011). Esse resultado confronta os achados de 

Ortega et al., onde a deleção de NANOG em bovinos provoca a redução de GATA6 

(Ortega et al., 2019).  

É necessário considerar também que: (a) a redução da expressão de NANOG 

pode não ter sido suficiente para alterar a transcrição de GATA6 nos embriões Cas9-

80; (b) a presença de heterozigotos, em seus diferentes graus, pode influenciar na 

manutenção da expressão relativamente padrão de GATA6 nos embriões Cas9-80; 

(c) o mecanismo regulatório entre NANOG e GATA6 em embriões bovinos pode não 

ser mutuamente exclusivo (como observado em Kuijk et al., 2012; Canizo et al., 2019), 

de forma que a redução ou a ausência de NANOG não impacte positivamente ou 

negativamente a expressão de GATA6 e podendo haver outros gatilhos para a 

expressão de GATA6 nesses embriões.  

Também em conflito com os resultados obtidos por Ortega et al. (2019), os 

achados de Springer et al. (2021) evidenciaram um aumento no número de células 

GATA6 positivas na MCI de embriões knock-out para NANOG. Estes resultados, bem 

como os resultados obtidos no presente estudo, evidenciam uma incerteza acerca das 

informações sobre a influência de NANOG na regulação de GATA6 e na formação do 

endoderma primitivo em embriões bovinos. Para sanar estas dúvidas e obter um 



70 

 

melhor entendimento do papel de GATA6 no desenvolvimento embrionário inicial, 

seria interessante também a realização de um estudo com foco na manipulação 

genética de GATA6 em zigotos bovinos. 

 

3.6. CONCLUSÃO 

Foi possível realizar a edição gênica de NANOG em embriões bovinos com uso 

do sistema CRISPR/Cas9. Apesar da eficiência da edição esperada observada não 

ter sido alta, a técnica permitiu a redução da expressão gênica de NANOG. 

Diferentemente do esperado, não houve alteração na expressão de GATA6. 

Experimentos adicionais se fazem necessários, em especial a imunofluorescência 

para SOX17 nos embriões editados, para uma maior compreensão dos efeitos da 

deleção de NANOG no estabelecimento de populações celulares na MCI, bem como 

para promover o entendimento das vias envolvidas no segundo evento de 

diferenciação celular em embriões bovinos pré-implantacionais.  
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