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RESUMO 

 

DA COSTA, C. P. Influência da via de sinalização HIPPO na segregação entre a massa 

interna celular e o trofectoderma em embriões bovinos. 2020.  75f. Dissertação (Mestrado 

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

São Paulo, 2020. 

 

O primeiro evento de diferenciação celular em mamíferos consiste na separação entre a massa 

celular interna (MCI) e o trofectoderma (TE). Em camundongos, a via de sinalização HIPPO 

atua no controle da expressão de genes que definem essa diferenciação. Em bovinos, há 

indícios que os mesmos genes não participam da mesma maneira, porém a via HIPPO pode 

estar implicada nesse evento biológico. No presente estudo buscou-se testar a hipótese de que 

a atividade da proteína quinase LATS2 é necessária para a diferenciação da MCI em embriões 

bovinos. Para isso, realizou-se edição gênica via sistema CRISPR/Cas9 com intuito de inibir a 

função quinase de LATS2. Zigotos bovinos produzidos in vitro foram microinjetados com 

RNAs guia para o gene LATS2 acrescidos da enzima de restrição Cas9. Os zigotos foram 

separados em 3 grupos experimentais, sendo: grupo controle (não microinjetado), grupo Cas9 

(microinjetado apenas com a proteína Cas9) e grupo gRNA (microinjetado com dois RNAs 

guias para o gene LATS2 e proteína Cas9). Os embriões foram cultivados para avaliação da 

taxa de formação de blastocistos, distribuição celular e fixados em paraformol 3,8% para 

posterior realização da imunofluorescência para YAP, seguido de avaliação de genótipo. Os 

resultados obtidos sugeriram que a clivagem não foi afetada no grupo editado, sendo as taxas 

58%, 36% e 50% para grupo controle, Cas9 e gRNA respectivamente; porém, as taxas de 

formação de blastocisto sugeriram uma interferência direta no grupo editado, sendo 30%, 

10% e 6% respectivamente, para os grupos controle, Cas9 e gRNA. Observou-se no âmbito 

morfológico que os embriões do grupo gRNA aparentavam estruturas assemelhadas a 

mórulas, sugestivo de morte embrionária ou bloqueio da diferenciação nessa fase do 

desenvolvimento. Houve redução numérica no número de células nas estruturas do grupo 

gRNA. As imagens obtidas via microscopia confocal, após a realização de 

imunofluorescência para YAP, demonstram a marcação de células do TE nos embriões 

microinjetados apenas com Cas9 e controle, porém, essa marcação não ocorreu nas no grupo 

gRNA em embriões que não formaram blastocele. Após a extração individual de DNA dos 

embriões testados na imunofluorescência, a PCR da região alvo de LATS2 resultou em uma 

banda de 478pb, além da banda original de 650pb, em uma amostra do grupo gRNA. Após 

sequenciamento dos produtos de PCR pelo método Sanger, constatou-se a alteração genética 



  

oriunda da deleção de trecho do gene LATS2 em 2 embriões, demonstrando o sucesso da 

edição gênica e corroborando com os demais achados. Isso sugere que a via HIPPO possui 

papel significativo na diferenciação de MCI e TE em embriões bovinos e de que o gene 

LATS2 está ligado à formação de blastocistos na espécie bovina.  

 

Palavras-chave: CRISPR/Cas9. LATS2. Blastocisto. Diferenciação celular.  

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 

DA COSTA, C. P. Influence of HIPPO signaling pathway on segregation between 

internal cell mass and trophectoderm in bovine embryos. 2020.  75p. Dissertation (Master 

of Science) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2020. 

 

The first cellular differentiation event in mammals consists of the separation between the 

internal cellular mass (ICM) and the trophectoderm (TE). In mice, the HIPPO signaling 

pathway acts to control the expression of genes that define this differentiation. In cattle, there 

are indications that the same genes do not participate in the same way, but the HIPPO 

pathway may be involved in this biological event. In the present study we aimed to test the 

hypothesis that the activity of LATS2 kinase is necessary for the differentiation of ICM in 

bovine embryos. In order to achieve this, we employed CRISPR/Cas9 gene editing system to 

inhibit the kinase function of LATS2. In vitro produced bovine zygotes were microinjected 

with RNAs guide aiming the LATS2 gene plus Cas9 restriction enzyme. The zygotes were 

sorted in 3 experimental groups: control group (not microinjected), Cas9 group (microinjected 

only with Cas9 protein) and gRNA group (microinjected with guide RNAs aiming the LATS2 

gene and Cas9 protein). The embryos were cultured to evaluate the rate of blastocysts 

formation, cellular distribution, then fixed in 3.8% paraformol for subsequent 

immunofluorescence for YAP, followed by genotyping. The results suggested that the 

cleavage was not affected in the edited group, as rates were 58%, 36% and 50% for control , 

Cas9 and gRNA groups respectively; however, the blastocyst formation rates suggested a 

direct interference in the edited group, being 30%, 10% and 6% respectively, for the control 

groups, Cas9 and gRNA. Morphologically, it was observed that the embryos of the gRNA 

group appeared as morulas, suggestive of embryonic death or inhibition of differentation in 

this phase of development. There was a numeric reduction in total cell count in the structures 

of the gRNA group. The images obtained via confocal microscopy, after performing 

immunofluorescence for YAP demonstrate the marking of cells of the TE and MCI in the 

microinjected embryos only with Cas9 and control, however, this marking did not occur in the 

microinjected structures that did not form a blastocoel. After individual DNA extraction from 

the embryos tested in immunofluorescence, PCR of the LATS2 target region resulted in a 

band of 478pb, in addition to the original 650pb band, in one sample of the gRNA group. 

After Sanger sequencing of PCR products, genetic alteration derived from deletion of part of 

the LATS2 gene was observed in 2 embryos, demonstrating gene editing success and 



  

corroborating the findings. This suggests that HIPPO pathway has a significant role in the 

differentiation of MCI and TE in bovine embryos and that the LATS2 gene is linked to the 

formation of blastocysts in bovine species. 

 

 

Keywords: CRISPR/Cas9. LATS2. Blastocyst. Cell differentiation.  
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é detentor do segundo maior rebanho bovino no mundo. Atualmente, as 

biotecnologias da reprodução como a inseminação artificial, coleta e transferência de 

embriões in vivo e a produção in vitro de embriões (PIVE) são bastante difundidas. Entretanto 

a PIVE ainda demonstra taxas de prenhez inferiores à transferência de embriões in vivo. Isso 

se deve possivelmente devido à diminuição da qualidade do embrião sob condições in vitro 

(Farin et al., 1995). A viabilidade reduzida pode resultar em um aumento na incidência de 

mortalidade fetal após a transferência de embriões (Schmidt et al., 1996). Apesar dos avanços 

obtidos nos últimos anos com a PIVE e a sua utilização crescente em programas de 

melhoramento genético bovino, a proporção de embriões que atingem o estágio de blastocisto 

é raramente superior a 40% e com índices de gestação em torno, também, de 40% (Neves et 

al., 2010). Esses resultados provavelmente se devem às diferenças em várias características 

observadas entre os embriões produzidos in vitro e os produzidos in vivo (Neves et al., 2010). 

Estudos sobre a biologia do embrião, mais especificamente sobre mecanismos de 

diferenciação celular, podem ajudar a compreender potenciais motivos de falhas na 

implantação e perdas gestacionais iniciais, bem como prover ferramentas para aprimorar a 

técnica de produção in vitro.  

Os primeiros eventos de diferenciação celular em mamíferos ocorrem antes da 

implantação embrionária e consistem na separação entre a massa celular interna (MCI), que 

dará origem ao feto propriamente dito, e ao trofectoderma (TE), que dará origem a placenta e 

anexos. Isto é seguido pela separação entre epiblasto e endoderma primitivo, que ocorre 

dentro da massa celular interna. Os mecanismos moleculares que controlam essa 

diferenciação podem envolver desde polarização celular à expressão temporal de fatores de 

transcrição específicos. Sabe-se em camundongos que a via de sinalização HIPPO, em 

especial a proteína quinase LATS2, tem papel importante no controle da expressão de genes 

que definem a segregação entre a MCI e o TE (Yagi et al., 2007; Nishioka et al., 2008; 

Nishioka et al. 2009). Em bovinos, há indícios que os mesmos genes não participam da 

mesma maneira, porém a via HIPPO ainda pode estar implicada nesse evento biológico.  

Esta dissertação teve como objetivo testar a hipótese de que a atividade de LATS2 é 

necessária para a diferenciação da MCI em embriões bovinos. Para isto, optamos em usar a 

tecnologia de edição gênica por CRISPR/Cas9 (Jinek et al. 2012, Cong et al. 2013). Essa 

técnica permite deleções e facilita inserções em locais específicos do genoma. O histórico, 

princípios e possíveis aplicações da técnica foram revisados, juntamente com estudos 
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constantes sobre a via HIPPO e o gene LATS2, e estão inseridos na revisão de literatura desta 

dissertação, constantes no capítulo I e II. 

Posteriormente, no capítulo II, há a descrição dos experimentos, os quais envolveram a 

produção in vitro de embriões bovinos, edição gênica mediada por CRISPR/Cas9 e 

verificação da taxa de formação de blastocistos, contagem de células, imunofluorescência e 

genotipagem. Portanto, o objetivo foi tentar compreender como a via HIPPO participa na 

segregação entre a MCI e o TE por meio da deleção gênica de LATS2. Desta maneira, o 

trabalho poderá contribuir com o entendimento da diferenciação das células durante o 

desenvolvimento embrionário inicial em bovinos. 
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2. CAPÍTULO I - REVISÃO DE LITERATURA SOBRE O SISTEMA 

CRISPR/CAS9 

 

A tecnologia de edição gênica CRISPR/Cas9 foi revisada de maneira global, expondo-

se possíveis utilizações da ferramenta na reprodução animal. A abordagem do sistema 

CRISPR se dará em formato de artigo de revisão, seguindo regras de formatação semelhantes 

a revista para qual o artigo foi submetido para publicação. 

 

2.1 Sistema CRISPR/Cas9 e suas aplicações na cadeia produtiva animal 

CRISPR/Cas9 system and its applications in the animal production chain 

 

Caroline Pereira da Costa, Mayra Elena O. A. Assumpção, Marcelo Demarchi 

Goissis. 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, Departamento de 

Reprodução Animal (VRA), São Paulo – SP. 

 

Resumo 

O melhoramento genético tem papel fundamental no aumento da eficiência da 

produção pecuária. Entretanto, programas tradicionais de melhoramento podem levar vários 

anos para atingir um determinado objetivo. Novas abordagens genômicas permitem acelerar 

esse processo e recentemente a edição gênica surgiu como nova alternativa, além de ter 

potencial para induzir outras modificações genéticas de interesse comercial e biomédico. A 

possibilidade de editar o genoma de diferentes espécies, de maneira simples e eficaz, tornou-

se possível com a tecnologia do sistema CRISPR/Cas9. Esse sistema biológico foi 

identificado em bactérias e funciona como um mecanismo natural de defesa desses 

organismos. Baseando-se nos princípios biológicos, cientistas adaptaram esse sistema para 

atuar em células de mamíferos, incluindo humanas. Trabalhos científicos demonstraram a 

aplicabilidade da técnica, que permite novas abordagens na condução de estudos da função 

gênica, além de permitir diferentes experimentos de alteração específica da sequência do 

DNA. Do ponto de vista da produção animal, a utilização do sistema CRISPR traz novos 

conceitos e possibilidades para o melhoramento genético, tornando-o mais rápido, mais 

específico e capaz de gerar novos produtos. O objetivo desta revisão é discutir os princípios 

da metodologia, associando resultados previamente conhecidos à possíveis aplicações com 

enfoque na cadeia produtiva animal.   
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Palavras-chave: edição gênica, genoma, melhoramento genético, produção animal. 

 

Abstract 

Genetic improvement has a prominent role in increasing the efficiency of livestock 

production systems. However, traditional breeding programs may take several years to 

achieve a specific goal. New genomic approaches could accelerate this process and recently 

gene editing appeared as an alternative and still holds the potential to induce genetic 

alterations of commercial and biomedical interest. The possibility of editing the genome of 

different species, in a simple and effective way, became possible with the technology of the 

CRISPR / Cas9 system. This biological system was identified in bacteria and works as a 

natural defense mechanism for these organisms. Based on biological principles, scientists 

adapted this system to act on mammalian cells, including humans. Scientific studies 

demonstrated the applicability of the technique, which allows new approaches in conducting 

studies of gene function, in addition to different experiments of targeted modification of the 

DNA sequence. From the point of view of animal production, the use of the CRISPR brings 

new concepts and possibilities for genetic improvement, making it faster, more specific and 

capable of generating new products. The purpose of this review is to discuss the principles of 

the methodology, associating previously known results to possible applications focusing on 

the animal production chain. 

 

Keywords: genomic editing, genome, genetic improvement, animal production. 

 

Introdução 

A produção de alimentos deve aumentar em aproximadamente 50% nos próximos 30 

anos para atender às demandas do crescimento populacional com maior ingestão de proteína 

de origem animal e, não obstante, com a diminuição dos impactos ambientais (FAO, 2017). O 

melhoramento genético animal tem grande relevância no sucesso e na eficiência de sistemas 

de produção animal. Cruzamentos de indivíduos com melhor performance são realizados 

desde antes dos conhecimentos científicos sobre evolução, genética e herdabilidade (Hill, 

2014). Com o advento de novas tecnologias genéticas, os programas de melhoramento 

incorporaram a seleção genômica para acelerar o ganho de performance (Georges et al. 2019), 

havendo a possibilidade de inclusão de engenharia genética na modificação do genoma. 

Cada célula de um organismo contém uma cópia de todo o genoma. Em humanos são 

mais de 20.000 genes, três bilhões de pares de bases de DNA, sendo esse número variável de 
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espécie para espécie. O DNA consiste em duas fitas, torcidas em uma dupla hélice, mantidas 

juntas por uma regra de emparelhamento simples, na qual as bases púricas adenina e guanina 

ligam-se às bases pirimidinas timina e citosina, respectivamente. Os genes determinam as 

espécies, o organismo, o indivíduo e também fatores relacionados a saúde do indivíduo. 

Devido aos avanços no sequenciamento de DNA, foi possível identificar genes que 

predispõem ao risco de surgimento de doenças até genes que interferem diretamente nas 

qualidades desejáveis para espécies comerciais. Alterar genes nas células vivas de modo 

específico e de baixo custo na maioria das espécies era um grande desafio, até que, 

recentemente, um novo método foi descoberto, permitindo a ampliação da capacidade de 

editar o DNA de múltiplas espécies, incluindo humanos.  

A capacidade de deleção, inserção ou incorporação de um gene em um locus 

específico é uma metodologia extremamente útil para a ciência, seja para estudos de função 

biológica, detecção de mecanismos infecciosos, diagnóstico de doenças ou ainda, otimização 

de processos biotecnológicos (Gonçalves & Paiva, 2017). Até recentemente, a manipulação 

genética na maioria das espécies tendia a ser inespecífica, ineficiente e de alto custo. Por 

exemplo, a microinjeção pronuclear em camundongos causa inserções aleatórias (Brinster et 

al. 1985, Chan et al. 1999) e é de difícil execução em espécies domésticas, devido ao alto 

conteúdo lipídico dos zigotos, fato que dificulta a visualização dos pronúcleos (McEvoy et al., 

2000). Ainda, a produção de animais geneticamente alterados com células-tronco 

embrionárias tem alto custo e há a dificuldade de obtenção de linhagens dessas células em 

espécies domésticas (Cibelli  et al. 1998, Vackova et al. 2007, Cao et al. 2009, Tan et al. 

2011, Bogliotti et al. 2018). Atualmente, a tecnologia CRISPR/Cas9 permite alterações 

direcionadas no genoma, popularizando os experimentos de deleção (knock-out) ou inserção 

(knock-in) de genes dentro da biologia molecular moderna (Vora et al., 2016). 

CRISPR é um acrônimo de “clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats”, ou seja, repetições palindrômicas curtas, agrupadas e regularmente interespaçadas. 

Essas repetições possuem um eixo de simetria, e, quando lidas na direção oposta, a sequência 

de bases de uma fita é a mesma da fita complementar, e estão presentes no DNA de 

aproximadamente 40% dos genomas bacterianos e em até 90% das arqueobacterias (Grissa et 

al., 2007). Essas sequências são acompanhadas por uma outra sequência de DNA chamado de 

protoespaçador, que consiste em uma região não codificante, inserida no DNA bacteriano 

após exposição prévia desses microorganismos à genomas invasores, como fagos ou 

plasmídeos (Barrangou et al., 2007). O sistema CRISPR funciona basicamente como um 

sistema imunológico de procariotos, visto que é associado à expressão de uma enzima de 
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restrição denominada Cas9, cuja ação confere resistência a elementos genéticos exógenos 

(Brouns et al., 2008). Enquanto o CRISPR armazena as sequências de DNA do agente invasor 

em sua “memória imunológica”, a Cas9 é direcionada para clivar essa determinada região do 

DNA invasor, com alta especificidade, não havendo aleatoriedade (Wiedenheft et al., 2012).  

Ao inserir uma sequência de pares de base de interesse no sistema CRISPR e 

modificá-lo de modo a replicar essa informação, tornou-se possível aplicar essa maquinaria 

em genomas de diferentes espécies e realizar a edição gênica de maneira mais simples e mais 

acessível que outras técnicas como zinc finger nucleases (Urnov et al., 2010, Havlicek et al., 

2017) ou TALEN (Zu et al., 2013).  

Devido a facilidade, versatilidade e especificidade, em pouco tempo, diferentes 

estudos foram publicados com a utilização do sistema CRISPR/Cas9 em diversas espécies de 

plantas e animais com os mais variados objetivos, desde aprimorar a produção de alimentos 

até criar modelos para estudar doenças humanas. Camundongos (Gao et al., 2018), coelhos 

(Yuan et al., 2019), cães (Amoasii et al., 2018), porcos (Li et al., 2019), vacas (Bevacqua et 

al., 2016), peixes (Yeh et al., 2017) e primatas não humanos (Kang et al., 2019) já foram 

editados geneticamente com êxito, via sistema CRISPR/Cas9. Stadtmauer et al. (2020) 

demonstraram a viabilidade da edição gênica via sistema CRISPR/Cas9 para imunoterapia 

contra o câncer, na qual realizaram transferência de células T editadas para genes tumorais 

específicos, demonstrando que a tecnologia é segura em humanos. 

O objetivo dessa revisão de literatura foi compreender a origem e as diversas 

aplicações do sistema CRISPR, visando elencar com exemplos os possíveis benefícios e 

perspectivas futuras para a edição gênica na cadeia produtiva animal. 

 

Origem do Sistema CRISPR/Cas9 

As sequências de DNA que culminaram na tecnologia do sistema CRISPR/Cas9 foram 

originalmente identificadas no genoma da Escherichia coli em 1987, quando foram descritas 

como um “elemento de sequência incomum consistindo uma série de repetições de 29 

nucleotídeos separadas por sequências únicas de espaçadores de 32 nucleotídeos” (Ishino et 

al., 1987). Mais tarde, essas sequências foram identificadas em diferentes tipos de bactérias e 

consequentemente, descrita em diversos estudos, surgindo então a necessidade de nomeá-las: 

repetições palindrômicas curtas agrupadas e regularmente interespaçadas ou apenas 

“CRISPR” (Jansen et al., 2002). Além de dar nome às sequências, Jansen et al. (2002) 

relataram que as sequências CRISPR sempre estavam acompanhadas por uma coleção de 

genes que foram denominados CRISPR associated genes ou simplesmente Cas. Esses genes 
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codificam endonucleases, ou seja, enzimas que podem cortar o DNA. Entretanto, até então 

não havia sido descoberto um motivo ou uma função pelo qual esses genes sempre estavam 

associados às sequências CRISPR.  

Bolotin et al. (2005), realizando análise in sílico, revelaram três genes associados às 

estruturas CRISPR em muitas espécies bacterianas. Relataram também a existência de um 

certo número de espaçadores que possuem homologia principalmente com genes de fagos 

(vírus que infectam bactérias). Além disso, constataram uma sensibilidade dos fagos 

relacionada com o número de espaçadores no locus CRISPR da cepa bacteriana, sugerindo 

que os elementos espaçadores eram traços de invasões passadas por elementos extra 

cromossômicos. Esses achados levantaram a hipótese de que os elementos espaçadores 

forneciam imunidade celular, nessas bactérias, contra a infecção por fagos. A presença de 

grupos de genes Cas próximo às estruturas do CRISPR sugeria que a formação do sistema 

CRISPR/Cas envolveria uma etapa de degradação do DNA. Baseando-se na estrutura 

bioquímica das enzimas Cas, análises computacionais predisseram que a ação dessas enzimas 

se daria após pareamento de RNA com fita de DNA homóloga, levando à quebra do DNA 

(Makarova et al., 2006).  

As propriedades de defesa do sistema CRISPR foram comprovadas biologicamente 

após verificação da incorporação de sequências virais no genoma bacteriano e consequente 

aquisição de resistência ao fago, seguida ainda de perda de resistência quando as sequências 

espaçadoras eram removidas (Gasiunas et al., 2012). Então, alguns laboratórios de biologia 

molecular, como os de Jennifer Doudna nos Estados Unidos e o de Emmanuelle Charpentier, 

na época, na Suécia, realizaram estudos voltados especificamente para a ação da CRISPR e da 

Cas, demonstrando o funcionamento das moléculas de RNA e Cas9 como um sistema, que 

quando isolado por engenharia genética permitia o corte de sequências específicas de DNA. 

Em suma, essas investigações trouxeram informações que possibilitaram o entendimento e o 

subsequente uso do sistema CRISPR/Cas9 para a edição gênica.  

 

Remodelamento do Sistema CRISPR/Cas9 

O CRISPR-Cas9 é uma tecnologia de edição de genoma com grande impacto nas 

ciências biológicas, pois pode ser projetado e adaptado para cortar, não apenas o DNA viral, 

mas qualquer sequência de DNA, alterando o RNA guia para corresponder ao alvo do DNA 

(Jinek et al., 2012). Isso pode ser feito não apenas in vitro, mas também dentro do núcleo de 

uma célula viva. O atual sistema CRISPR para aplicações em células eucariotas consiste 

basicamente em dois componentes: um RNA guia com a sequência gênica de interesse e a 
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proteína Cas9, responsável pelo corte do DNA (Jinek et al., 2012, Cong et al., 2013). O RNA 

guia (gRNA) é um RNA sintético curto, desenhado com a sequência alvo e seguido por uma 

sequência essencial, conhecida como tracrRNA, necessária para a interação com a Cas9.  

Nesse sistema, o gRNA contendo a sequência alvo liga-se à sequência complementar 

do DNA genômico a ser editado. Esta interação recruta a endonuclease Cas9, que então gera 

quebras na fita dupla no DNA. Para que esse sistema funcione, há necessidade de ter uma 

sequência específica adjacente à região alvo a ser clivada pela Cas9. Essa sequência é 

denominada, do inglês, de protospacer adjacent motif, ou seja, motivo adjacente ao 

protoespaçador ou apenas PAM sendo este essencial para a clivagem do local de interesse 

gênico (Palermo et al., 2017). Os RNAs guias podem transportar a Cas9 para qualquer locus 

do genoma para edição de genes, mas nenhuma edição ocorre, em sequências 

complementares, sem a presença adjacente do PAM (Anders et al., 2014). 

 O PAM é uma sequência de DNA de 2 a 6 pares de bases, imediatamente após essa 

sequência de DNA reconhecida pelo gRNA (Shah et al., 2013), sendo que para a Cas9, essa 

sequência caracteriza-se por 5'-NGG-3', onde "N" é qualquer base de DNA seguida por 

duas bases de guanina ("G"). O PAM atua como um componente de direcionamento essencial 

que distingue o DNA bacteriano do DNA não próprio, impedindo assim, que o locus 

endógeno que codifica as sequências de gRNA seja destruído pelas enzimas Cas (Mali et al., 

2013). A Cas9 não se ligará com êxito ou quebrará a sequência de DNA alvo se não for 

seguida pelo PAM (Jinek et al., 2012). Com a utilização de simulações de dinâmica 

molecular, Palermo et al. (2017) encontraram evidências de que o PAM atua como um efetor 

alostérico de modo a alterar a conformação da Cas9, permitindo que os domínios catalíticos 

operem para que ocorra a clivagem específica das duas cadeias de DNA 

  Portanto, a nuclease Cas9 guiada por RNA do sistema imunológico adaptativo do 

CRISPR, pode ser usada para facilitar a engenharia eficiente do genoma em células 

eucarióticas, especificando simplesmente uma sequência de direcionamento de 20 

nucleotídeos dentro do RNA guia (Ran et al., 2013). A Cas9 descompactará o DNA e o 

corresponderá ao RNA alvo e se a sequência de interesse for encontrada, a enzima usará uma 

espécie de “tesoura” molecular para cortar a região do DNA identificada (Fig. 1).  

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair%22
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine%22
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Figura 1 - Esquema ilustrado do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9. 

Legenda: 1. Componentes do sistema CRISPR: RNA guia e enzima Cas9. 2. Reconhecimento da sequência alvo 

seguida do PAM pelo RNA guia. 3. Quebra da dupla fita de DNA pela Cas9. 4. Reparo do DNA pela célula com 

possibilidade de manutenção, alteração, inclusão ou deleção de sequência. 

 

No momento de corte da região genômica, a célula tenta reparar o local, mas o 

processo de reparo é propenso a erros, levando a mutações que podem desativar o gene, 

permitindo então a compreensão da sua função (Swiech et al., 2015). Essas mutações podem 

ocorrer de maneira aleatória, mas existe ainda a possibilidade de serem guiadas, por exemplo, 

substituindo um gene mutante que causa doença por uma cópia não patogênica, e isso pode 

ser feito adicionando uma sequência de DNA doadora que atuará como molde, carregando a 

sequência desejada (Harmsen et al., 2018). Depois do corte de DNA pela Cas9, o DNA 

doador pode emparelhar com as pontas cortadas, recombinando e substituindo a sequência 

original. Esse processo pode ser realizado em cultivo celular, incluindo células tronco, que 

podem dar origem à diferentes tipos de células e também em zigotos, permitindo a criação de 

animais editados e geneticamente modificados com mutações direcionadas. Diferente dos 

outros métodos que também objetivavam a edição gênica, o CRISPR pode ser usado para 

atingir muitos genes de uma só vez (Cong et al., 2013).  
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Além disso, é possível alterar sítios catalíticos da enzima Cas9, de modo que passe a 

se comportar de diferentes formas, como por exemplo, sendo uma nickase (Friedland et al., 

2015), na qual corta apenas uma das duas fitas de DNA. Isto permitiu a criação de técnicas 

como a base editing (edição de base), que permite instaurar diretamente mutações pontuais no 

DNA celular sem fazer quebras de DNA de fita dupla (Komor et al. 2016). Anzalone et al. 

(2019) demonstraram um método versátil e preciso de edição de genoma que grava 

diretamente novas informações genéticas em um local de DNA específico, usando uma 

endonuclease Cas9 nickase, fundida a uma transcriptase reversa, programada com um RNA 

guia de edição principal que especifica o local de destino e codifica a edição desejada, 

permitindo maior gama de alterações com maior precisão no genoma alvo, sendo então 

denominado prime editing. 

 O sistema CRISPR/Cas pode ser usado para facilitar a edição de genoma de alta 

eficiência em mais de um locus em células de mamíferos: usando dois gRNAs. O pesquisador 

Feng Zhang e colaboradores demonstraram a edição simultânea de loci humanos, com 

eficiência de 65 a 68% para cada locus (Cong et al., 2013), e também demonstraram que o 

sistema CRISPR de Streptococcus pyogenes pode ser remodelado de maneira heteróloga em 

células de mamíferos, possibilitando a edição eficaz do genoma (Cong et al., 2013, Ran et al., 

2013), comprovando o uso do sistema CRISPR/Cas9 como uma eficiente ferramenta para 

mediar a alteração de diferentes genomas com alta precisão.  

 Atualmente, existem diversos protocolos para a seleção de sítios de destino, avaliação 

da eficiência da clivagem e análise de off-targets, ou atividade fora do alvo. Essa seleção pode 

ser facilitada com a utilização de softwares (Brazelton et al., 2015), que buscam as regiões 

que tenham a sequência 5'-NGG-3' do PAM próximo ao local de destino, o que é essencial 

para que o corte ocorra (Palermo et al., 2017). Existem diversos softwares gratuitos 

disponíveis na internet para seleção de sequências alvo (lista disponível em Guide Design 

Resources, https://zlab.bio/guide-design-resources). Iniciando os experimentos com CRISPR, 

a partir do design da região alvo, as modificações genéticas podem ser obtidas entre uma a 

duas semanas e as linhas celulares clonais modificadas podem ser derivadas em duas a três 

semanas (Ran et al., 2013, Cong et al., 2013), demonstrando a facilidade do uso dessa 

ferramenta em comparação às outras disponíveis. Vale ressaltar que atividades fora do alvo 

podem ocorrer em regiões com similaridade à sequência alvo seguidas do PAM, causando 

quebras não intencionais em outras regiões do genoma. Portanto, deve-se realizar uma seleção 

cuidadosa da sequência alvo a ser utilizada. Existem relatos de alterações em grandes porções 
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de DNA com uso do CRISPR (Alanis-Lobato et al. 2020), logo estudos visando compreender 

os efeitos off-targets devem ser realizados para aumentar a especificidade da técnica. 

 

Aplicabilidade da técnica na produção animal 

A possibilidade de se utilizar uma sequência de RNA para guiar o corte de uma região 

gênica específica, tornou a utilização do sistema uma das mais eficazes ferramentas de edição 

e engenharia genômica. Através de diferentes estudos e adaptações da técnica, foi possível 

ampliar a sua aplicabilidade e determinar a sua importância para a pesquisa, visto o Nobel de 

Química no ano de 2020, atribuído às pesquisadoras Emmanuelle Charpentier e Jennifer 

Doudna. Os métodos de edição via sistema CRISPR/Cas9 estão sendo aprimorados 

rapidamente, possibilitando muitas aplicações em pesquisa básica, no desenvolvimento de 

fármacos (Kasap et al., 2014), para o tratamento de pacientes humanos portadores de doença 

genética (Stadtmauer et al., 2020) e na indústria alimentícia e na agricultura (Shimatani et al., 

2018) . 

 No cenário atual da produção animal, a utilização da tecnologia de edição gênica 

permite o estudo de diversos mecanismos que estão relacionados aos índices zootécnicos e ao 

melhoramento genético de rebanhos, uma busca constante do setor. Neste cenário, a 

competitividade no mercado agropecuário tornou-se elemento fundamental, tendo em vista a 

necessidade para o mercado de produtos que sejam de qualidade e apresentem preço acessível 

ao consumidor final (Filho et al., 2002). Além disso, à utilização de animais como modelos de 

estudo para humanos vem sendo discutida amplamente, de modo a ser necessário pensar antes 

de mais nada, no bem-estar dos animais, o que pode ser possibilitado pela técnica (Tu et al., 

2015).  

Alguns estudos já comprovaram a eficácia da técnica CRISPR/Cas9 em diversas 

espécies de produção como ovina, peixes e bovina, que serão salientados adiante. Além da 

busca pelo aumento de produtividade animal com incremento de biotecnologias, vale ressaltar 

que uma exigência cada vez mais presente na sociedade é a sustentabilidade, levando em 

consideração a preservação ambiental e maior qualidade de vida aos animais. A tendência é 

que tal exigência se amplie e envolva toda a cadeia da produção animal e as diferentes 

espécies envolvidas (Filho et al., 2002, Menchaca et al., 2020).  

 

CRISPR na piscicultura e avicultura 

O comprometimento socioambiental do sistema de produção também vem sendo 

levado em consideração por produtores e consumidores. O gasto hídrico em áreas de cultivo 
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expõe as atividades de produção animal a questionamentos em relação a sua parcela de 

responsabilidade ambiental. Na produção de peixes, por exemplo, o gasto hídrico é alto, ainda 

mais em espécies com período de cultivo longo. Kishimoto et al. (2018) utilizaram a 

tecnologia CRISPR para deletar o gene da miostatina (Mstn) em peixes da espécie Pagrus 

major, e, obtiveram animais atingindo precocemente o peso ao abate, com maior 

aproveitamento de filé e com o desenvolvimento de uma estrutura óssea maior, quando 

comparada aos peixes convencionais da espécie. Com a produção de Pagrus major editado, o 

tempo de cultivo até o abate reduz, e consequentemente, o gasto hídrico da atividade também. 

Na avicultura, os problemas com a sanidade são responsáveis por grandes perdas 

econômicas na atividade. Os retrovírus são um dos patógenos mais difíceis de serem 

controlados por estratégias convencionais, como as vacinas (Hellmich et al., 2020). O 

subgrupo “J” do vírus da leucose aviária (ALV-J) é um retrovírus oncogênico e 

imunossupressor que causa leucose mielóide e outros tumores em galinhas. Hellmich et al. 

(2020) obtiveram resistência ao ALV-J em uma linha comercial de frangos por exclusão 

precisa de um locus receptor do vírus, utilizando o sistema CRISPR/Cas9.  A modificação 

genética protegeu completamente as células da infecção e não teve efeito negativo no 

desenvolvimento e nas condições gerais de saúde das galinhas editadas. No geral, a geração 

de aves resistentes ao ALV-J por edição precisa de genes demonstra o imenso potencial dessa 

abordagem como uma estratégia alternativa de controle de doenças em aves. 

 

CRISPR e os índices zootécnicos 

Pesquisas recentes demonstram que a produtividade animal pode ser alterada de 

maneira a melhorar os índices zootécnicos com a tecnologia CRISPR/Cas9. Li et al. (2019), 

com o intuito de melhorar o rendimento do cashmere de alto valor, inseriram em cabras-de-

caxemira, o gene Tβ4 (timosina beta 4) usando a tecnologia CRISPR/Cas9. Este gene está 

envolvido na migração de células-tronco e promove o crescimento do pelame. As cabras 

exibiram um aumento no rendimento do cashmere em 74,5%, sem alterações na espessura e 

qualidade do fio. O sistema CRISPR/Cas9 também foi utilizado para editar o gene Mstn que 

codifica a miostatina em ovelhas, gerando animais knock-out com o objetivo de promover 

maior desenvolvimento cárneo em animais selecionados originalmente para produção de lã, 

gerando animais com dupla aptidão (Crispo et al., 2015). As análises do estudo confirmaram a 

ausência de miostatina, mostrando maior peso corporal em cordeiros oriundos de zigotos 

microinjetados com CRISPR/Cas9 (Crispo et al., 2015).  
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Edição gênica, saúde e bem-estar animal 

 Em relação ao bem-estar de animais de produção, as tecnologias de edição gênica 

também já foram empregadas, objetivando a otimização da qualidade de vida desses animais, 

minimizando procedimentos dolorosos. Práticas de interrupção do crescimento dos botões de 

chifre, conhecido como amochamento ou de remoção de chifres, conhecido como descorna, 

em gado, têm recebido atenção em relação a questões de bem-estar animal (Bond et al., 2012). 

Além disso, animais sob condições de dor, estresse e desconforto não agregam valor 

zootécnico a produção, visto que não conseguem adquirir peso ou se reproduzirem e podendo 

ainda, influenciar nos sistemas produtivos pecuários e no produto final, seja a carne bovina ou 

o leite (Oliveira et al., 2008). A remoção do chifre é feita para melhorar a segurança dos 

manipuladores humanos, diminuir o risco de ferimentos entre um animal e outro devido a 

comportamentos agressivos e reduzir a incidência de desperdício de carcaça devido a 

contusões (Bond et al., 2012). Carlson et al. (2016) demonstraram a utilização da técnica de 

edição gênica TALEN, em bovinos, para editar o gene de crescimento de chifres em gado 

leiteiro. A utilização da tecnologia CRISPR/Cas9 também pode ser utilizada em projetos com 

intuitos semelhantes. O uso de edição gênica permitiria que a maioria do rebanho apresentasse 

o alelo "mocho" mais rapidamente e com menor endogamia do que com programas 

convencionais de melhoramento genético (Mueller et al. 2019). Portanto, as ferramentas de 

edição gênica se tornam um grande aliado na resolução de problemas como este. 

 Pensando em uma outra abordagem, reduzir a incidência de doenças pode aumentar a 

produtividade, o bem estar animal e a saúde humana. Bevacqua et al. (2016) utilizaram o 

sistema CRISPR/Cas9 com o objetivo de induzir alelos knockout e knock-in do gene PRNP 

bovino, responsável pela encefalopatia espongiforme bovina, conhecida popularmente como 

“doença da vaca louca”. Os resultados relatam que o sistema CRISPR/Cas9 é eficiente para 

induzir indels, que são pequenas inserções ou deleções no genoma, do gene PRNP em células 

bovinas cultivadas e embriões. Tal abordagem poderia ter um grande impacto no 

desenvolvimento de animais resistentes a essa e outras importantes doenças zoonóticas, 

visando a resolução de problemas de saúde pública no mundo todo. Em relação a saúde 

animal, sabe-se que a seleção fenotípica durante a domesticação, resultou na incorporação 

indesejada de mutações deletérias. Em cavalos, a condição autossômica recessiva conhecida 

como enzima ramificadora de glicogênio deficiente é o resultado de uma destas mutações. 

Pinzon-Arteaga et al. (2020) utilizaram a recombinação homóloga via CRISPR/Cas9 para 

corrigir a mutação em uma linha celular primária de fibroblastos, derivada de um garanhão 

heterozigótico de alto mérito genético. A distância entre a ruptura de fita dupla mediada por 
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Cas9 e o local da mutação foram os principais determinantes para a edição bem-sucedida. Isso 

demonstra a gama de aplicações do sistema CRISPR/Cas9 para corrigir outras doenças 

genéticas em populações animais. 

 

CRISPR e o xenotransplante 

 A cadeia produtiva animal possui grande representatividade no setor alimentício e de 

subprodutos, e muitas vezes, apenas a produção de carne e leite são lembradas. Contudo, a 

semelhança fisiológica e morfológica de órgãos, caracteriza algumas espécies como 

importantes no estudo de doenças em humanos ou ainda, de xenotransplantes, visto que 

a criação in vitro de órgãos ou tecidos de tamanho humano adequados para transplante de 

pacientes se mostra, até então de difícil execução (Ezashi et al., 2015). Um dos principais 

desafios do xenotransplante é a rejeição de órgãos pela resposta imune. Fischer et al. (2016) 

demonstraram a utilização do sistema CRISPR/Cas9 para superar os mecanismos de rejeição 

hiperaguda e rejeição vascular aguda no xenotransplante entre suíno e humano, enquanto Niu 

et al. (2017) utilizaram o sistema para solucionar as incompatibilidades imunológicas e o risco 

de transmissão de espécies cruzadas de retrovírus endógenos porcinos. Vilarino et al. (2017) 

“desativaram” o gene PDX1, impedindo a pancreatogênese em ovelhas, visando a produção 

de órgãos interespecíficos para medicina regenerativa. No futuro, combinar a edição de genes 

com a complementação de CRISPR/Cas9 e células-tronco pluripotentes pode resultar em uma 

abordagem poderosa para a geração de órgãos humanos em modelos animais (Vilarino et al., 

2017).  

 

Edição gênica, transgênicos e regulamentações 

Os animais transgênicos seguem sendo uma das ferramentas de pesquisa mais 

importantes das ciências biológicas, pois representam modelos únicos e passíveis de serem 

personalizados para abordar questões específicas. Portanto, a capacidade de introduzir genes 

funcionais em animais confere uma estratégia muito poderosa para compreender processos e 

sistemas biológicos complexos. A transferência de genes é de particular valor em animais de 

produção, cujos longos ciclos das práticas clássicas de melhoramento genético são reduzidos 

(Pinkert, 2014). O transgênico é um organismo que possui uma sequência de DNA vinda de 

outro organismo e apesar de serem considerados por alguns uma metodologia aliada à 

melhorias no setor agrícola, divide opiniões e está geralmente ligada à questionamentos e 

receios, principalmente quando se refere a interferência desses organismos na saúde humana. 

Um dos pontos relevantes abordados, é que os transgênicos poderiam predispor às alergias, 
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resistência a antibióticos, alterações no conteúdo nutritivo dos alimentos, além de 

preocupação pelo uso de vírus nas modificações genéticas (González, 2008).  

O CRISPR/Cas9 revolucionou a geração de animais editados. Na agropecuária, a 

edição gênica permite modificar o genoma de modo a acelerar a introdução de uma variante 

natural de alelo específico na população alvo (Mueller et al. 2019). Este sistema demonstra 

eficiência e facilidade de uso sem precedentes, reduzindo o tempo e o custo necessários para a 

edição do genoma, permitindo a produção de animais com modificações genéticas mais 

extensas. A técnica do CRISPR permite gerar um organismo geneticamente modificado 

(OGM), porém não obrigatoriamente transgênico. Transgênicos e OGM não são sinônimos 

(Pelaez & Schmidt, 2000), visto que para o primeiro é necessária a adição de sequências de 

DNA de organismos distintos.  

Em relação ao uso dos transgênicos no mundo, diversos países, como os do continente 

europeu são bastante enfáticos em relação a proibição ou restrição do uso destes animais na 

cadeia produtiva (Bonny, 2003). No Brasil, a Lei nº 11.105 de 24 de março de 2005 (Brasil, 

2005) estabelece normas de segurança e mecanismos de fiscalização de atividades que 

envolvam organismos geneticamente modificados, por meio da criação da Comissão Técnica 

Nacional de Biossegurança - (CTNBio). Porém, quando o assunto é edição gênica e o sistema 

CRISPR, ainda há muito o que ser discutido a cerca do uso dos organismos editados com esta 

tecnologia. Em 2018, o Tribunal Europeu de Justiça equiparou plantas modificadas com 

CRISPR a transgênicos convencionais e decidiu que culturas editadas por genes devem estar 

sujeitas aos mesmos regulamentos rigorosos (Callaway, 2018). No Brasil, a resolução 

Normativa Nº 24 da CTNBio, de 07 de janeiro de 2020 (Brasil, 2020) impõe condições para a 

comercialização de OGM, incluindo animais editados apresentando construção genética 

idêntica à própria espécie, sendo que esses casos serão avaliados individualmente quanto aos 

riscos.  

 Regulamentos restritivos em alguns países são oportunidades para outros e 

consequentemente, aqueles que hoje restringirem excessivamente o uso de biotecnologias 

pagarão pelo uso e pelos produtos no futuro (Menchaca et al., 2020). A discussão sobre o uso 

da técnica deve ser pautada pela segurança às pessoas e ao meio ambiente, de modo a não 

reduzir a aceitação pela sociedade de uma tecnologia com potencial de impacto econômico e 

na sustentabilidade das atividades da cadeia produtiva animal.  
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Conclusão 

A tecnologia CRISPR/Cas9 demonstra ser aplicável a uma grande variedade de 

animais, desde metazoários de ramificação precoce até primatas. O sistema permite a 

construção de modelos precisos de doenças humanas e terapias potenciais foram testadas e 

validadas em diferentes modelos animais. Com base no progresso notável até o momento, 

pode-se antecipar que, no futuro, a tecnologia CRISPR/Cas9 permitirá avanços adicionais de 

longo alcance, incluindo o entendimento de doenças com origens genéticas complexas, a 

engenharia de animais para produção de órgãos para transplante humano e a transformação 

genética de populações inteiras de organismos para impedir a propagação de doenças. 

 A utilização da metodologia em diferentes genomas, aliada à facilidade de aplicação 

da técnica, já foram comprovados. Além da tecnologia demonstrar ao longo de anos e 

diferentes estudos a sua funcionalidade, quando trazida para o cenário atual da produção 

animal, carrega consigo novos conceitos e possibilidades para o melhoramento genético, 

tornando-o mais rápido, mais específico e capaz de gerar novos produtos. A modernização da 

edição gênica em animais de produção poderá otimizar significativamente a cadeia produtiva 

animal no Brasil e no mundo, repaginando a forma de produção de carne, leite e derivados e 

possibilitando a associação direta do bem-estar em conjunto à elevados índices zootécnicos. 
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3. CAPÍTULO II - DELEÇÃO DE LATS2 EM EMBRIÕES BOVINOS 

 

3.1 Introdução 

 

3.1.1 Eventos iniciais do desenvolvimento embrionário de mamíferos 

A formação de blastocistos é o primeiro processo de diferenciação durante o 

desenvolvimento embrionário em mamíferos, produzindo a MCI e o TE (Frankenberg et al., 

2016). As células da MCI contribuem para todos os tecidos embrionários, enquanto as células 

do TE formam a placenta e anexos externos (Gardner, 1989). Ambas as linhagens celulares 

são vitais para o desenvolvimento e a sobrevivência embrionária e fetal (Hardy et al., 1989). 

Koo et al., (2002) fornecem evidências de que biotécnicas como a fecundação in vitro ou 

transferência nuclear causam alocações desproporcionais de células da MCI e ou TE. Eles 

obtiveram em sua grande maioria, blastocistos com anormalidades numéricas nas células da 

MCI e diminuição nas células do TE no estágio pré-implantação.  

Durante o período de pré-implantação, o embrião mamífero sofre uma série de 

alterações moleculares, fisiológicas e metabólicas que transformam um zigoto totipotente de 

célula única em um blastocisto multicelular composto e diferenciado (Wang & Dey, 2006). 

Dada a complexidade molecular de eventos necessários para o desenvolvimento correto, por 

muitas vezes o embrião mamífero falha até chegar na fase de blastocisto (Ortega et al., 2017). 

A partir disso, diversos trabalhos foram voltados para o estudo específico de genes, proteínas 

e vias envolvidas no processo de diferenciação celular embrionária. 

 

3.1.2 Via HIPPO e seus componentes 

Um equilíbrio coordenado entre proliferação, apoptose e diferenciação celular é 

essencial para a formação e manutenção de tecidos e órgãos. Estudos recentes indicaram que a 

efetivação desses processos depende do funcionamento da via do Hipopótamo (HIPPO), uma 

via de sinalização conservada, crucial para a integração das alterações do citoesqueleto com o 

ambiente extracelular. A via HIPPO foi identificada em estudos genéticos de Drosophila 

melanogaster como supressor de crescimento excessivo de tecido (Justice et al., 1995; Jia et 

al., 2003; Huang et al., 2005). 

A ampla importância da via HIPPO na diferenciação e especialização celular é 

refletida em decorrência da complexa rede de sinais que controlam a atividade de TAZ e YAP 

e estes por sua vez, tem papéis-chave em coordenar o destino celular, a proliferação e a 

apoptose. No entanto, estas funções nem sempre são observadas de forma síncrona, podendo 
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haver diferença na sua regulação entre espécies. Além disso, os eventos que regulam a via de 

forma distinta são mal descritos e, portanto, uma melhor compreensão desses mecanismos 

pode oferecer uma visão importante sobre o desenvolvimento embrionário (Varelas, 2014).  

A via HIPPO representa uma cascata de proteínas quinases que regulam a atividade de 

dois efetores principais, YAP1 (yes-associated 14 protein) e TAZ (transcriptional co-

activator with PDZ-binding motif). YAP1 e TAZ se ligam a fatores de transcrição da família 

TEAD (TEA domain family member; TEAD1, TEAD2, TEAD3 e TEAD4) e regulam a 

expressão de diversos genes (Zhao et al., 2010; Mauviel et al., 2012). Seus componentes 

atuam de maneira a formar uma cascata de fosforilações proteicas, que culminam na inibição 

de YAP e TAZ, que regulam a expressão de genes associados com proliferação e 

sobrevivência celular (Piccolo et al., 2014).  

 A via HIPPO geralmente é interpretada como ativa ou inativa. Em sua forma ativa, as 

quinases MST1 e MST2 fosforilam LATS1 e LATS2 (Callus et al., 2006; Praskova et al., 

2008), que por sua vez fosforilam YAP1 e TAZ. Quando YAP1 e TAZ estão fosforiladas, 

translocam-se para o citoplasma das células, onde ficam retidas ou são degradadas (Zhao et 

al., 2007; Hao et al., 2008; Zhao et al., 2010). Por outro lado, quando em sua forma inativa, 

YAP1 e TAZ ficam retidas no núcleo, ligando-se a fatores de transcrição, principalmente da 

família TEAD, resultando na modulação da atividade transcricional de genes alvo envolvidos 

com a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular (Mauviel et al., 2012).  

Estudos têm demonstrado que TAZ ou YAP desempenham papéis importantes em 

células tronco embrionárias, que são derivadas da MCI do blastocisto e possuem a capacidade 

de se autorrenovar e dar origem a todos tipos de células funcionais num animal adulto. Eles 

acabam por controlar os níveis e a ação de um circuito transcricional central que contam com 

outros genes envolvidos em outros eventos, como OCT4, NANOG e SOX2 (Young, 2011), 

que são genes associados à pluripotência. 

A distribuição nuclear e citoplasmática de YAP define a primeira escolha do destino 

celular no embrião de camundongos - a diferenciação das células em trofectoderma (TE) ou 

massa celular interna (MCI) (Cockburn e Rossant, 2010). Um dos primeiros processos a 

ocorrer no embrião é a compactação, durante o qual há formação das junções de aderência e 

aquisição de polaridade apical-basal na fase de 8 células (Cockburn e Rossant, 2010). À 

medida que estas células se dividem, as mais íntimas e mais compactas perdem a sua 

polaridade, e as suas diferenças em relação às células exteriores resultam numa distribuição 

díspar de YAP, cujo controle foi demonstrado pela presença de um domínio polar 

(Korotkevich et al. 2017) ou pela diferença de contratilidade celular (Maître et al. 2016). 
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No blastocisto, YAP localiza-se nos núcleos das células externas de mórulas e 

posteroirmente do TE, mas são distribuídos por todo o citoplasma em células internas e 

posteriormente da MCI (Nishioka et al., 2009). YAP nuclear controla a atividade do fator de 

transcrição TEAD4, determinante para a especialização transcricional do TE que inclui a 

indução do gene Cdx2 (Yagi et al., 2007), que é associado à diferenciação do TE (Strumpf et 

al. 2005). De acordo com isto, a eliminação de Tead4 resulta na perda da expressão de Cdx2, 

gerando embriões que não conseguem estabelecer o TE (Nishioka et al., 2008; Yagi et al., 

2007). A eliminação de YAP resulta em células com defeitos de especificação de destino e em 

morte embrionária na fase de mórula, anterior à especificação de TE ou ICM (Nishioka et al.., 

2009).  

 

3.1.3 Participação do gene LATS no desenvolvimento embrionário 

Nishioka et al. (2009) ainda descreveram o mecanismo biológico pelo qual a via 

HIPPO controla a translocação nuclear de YAP. TEAD4 ativo pode induzir o Cdx2 e outros 

genes de trofoblasto em paralelo com células tronco embrionárias. Em embriões, a proteína 

coativadora de TEAD4, o YAP, localiza-se em núcleos de células externas, e a modulação de 

atividade de TEAD4 ou YAP leva a mudanças na expressão de Cdx2. Nas células internas, o 

YAP é fosforilado no citoplasma, e isso envolve a sinalização da via HIPPO e a proteína 

quinase LATS1/2. No embrião, YAP localiza-se em núcleos somente em células externas e é 

impossibilitado de se translocar para o núcleo celular de células internas pelo componente 

LATS1/2 da via de sinalização HIPPO. Essas observações sugerem que o TEAD4/YAP 

interpreta informações ao longo do eixo interno/externo do embrião para restringir a 

expressão de Cdx2 e TE para células externas. No embrião de camundongo, TEAD1/TEAD2 

mutantes morrem logo após a implantação devido a redução da proliferação celular e aumento 

do apoptose (Sawada et al., 2008). TEAD1/2 interage geneticamente com YAP (Sawada et 

al., 2008), sugerindo que os papéis desses genes na via HIPPO são conservados em 

camundongos. 

A supressão de LATS1/2 causa um aumento da localização nuclear de YAP, levando a 

uma expressão de Cdx2 amplificada, que impede a especificação adequada da MCI (Nishioka 

et al., 2009; Lorthongpanich et al., 2013). A deleção somente de LATS2 foi capaz de inibir a 

fosforilação de YAP em embriões murinos (Nishioka et al. 2009). Alguns reguladores da 

atividade de LATS, como a Mob1a e Mob1b, quando nocauteados também levam à defeitos 

de desenvolvimento, com parada no desenvolvimento de embriões em torno do dia 6,5 

anterior a gastrulação (Nishio et al., 2012). 
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 3.1.4 Via HIPPO em bovinos 

Diferentemente de camundongos, que expressam CDX2 em mórulas, o embrião 

bovino expressa CDX2 apenas no estágio de blastocisto (Goissis e Cibelli, 2014). Entretanto, 

YAP localiza-se no núcleo de células do TE, juntamente com CDX2 (Tribulo et al., 2017) Os 

resultados ainda sugerem que YAP está envolvida na expressão de CDX2 e na diferenciação 

do TE, mas estudos funcionais são necessários para determinar se o YAP é ou não necessária 

para a expressão de CDX2 em embriões bovinos. Recentemente, foi demonstrado que 

TEAD4, cuja atividade é regulada pelo seu co-fator YAP, não é necessário para expressão de 

CDX2 ou formação do blastocisto bovino (Sakurai et al., 2017). Sharma & Madan (2019) 

confirmam a presença de constituintes da via de sinalização de HIPPO, como TAZ e YAP no 

embrião bovino nos primeiros estágios de desenvolvimento. Contudo, devido a presença 

concomitante de YAP e CDX2 no TE bovino, é plausível que a via HIPPO possa participar na 

diferenciação celular bovina, com YAP participando como co-fator de transcrição para outras 

proteínas regulatórias. 
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3.2. HIPÓTESE 

A deleção de LATS2 resulta em um desenvolvimento sem MCI, em decorrência da 

inativação da fosforilação de YAP. 

 
Figura 2 - Modelo hipotético gráfico. 

 

Legenda: à esquerda, estágio de mórula e blastocisto com a atividade de LATS2. À direita, estágio de mórula e 

formação sem MCI após a deleção de LATS2. Acredita-se que deleção de LATS2 inibirá a via HIPPO, 

promovendo a exclusiva localização nuclear de YAP e consequentemente impedindo a diferenciação celular da 

massa interna. 
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3.3. OBJETIVOS 

A similaridade observada na regulação transcricional do desenvolvimento embrionário 

precoce entre bovinos e humanos, combinado com técnicas de edição genética altamente 

eficientes tornam o bovino um modelo valioso para a biologia do embrião humano, com 

aplicações expandidas na agricultura e tecnologias de reprodução assistida (Daigneault et al., 

2018). Neste trabalho, objetivamos, portanto: 

1 - Inativar a ação quinase da enzima com a deleção gênica de LATS2 via sistema 

CRISPR/Cas9 (Figura 3); 

2 - Compreender a função gênica de LATS2 e consequentemente como a via HIPPO 

participa na segregação entre MCI e o TE em bovinos 

Desta maneira, o trabalho poderá contribuir com o entendimento da diferenciação das 

células durante o desenvolvimento embrionário inicial. 

  
Figura 3 - Esquema ilustrativo de edição gênica para inativação do domínio quinase de LATS2. 

 

 

 

 

Legenda: A dupla fita de DNA está representada na figura. As diferentes cores indicam diferentes trechos de 

DNA. O domínio de proteína quinase de LATS2 está representado em laranja. A região 5' após o corte pela 

enzima CAS9 (em verde) guiada pelo gRNA1 está representada em amarelo. A região 3' após o corte pela 

enzima CAS9 (em verde) guiada pelo gRNA2 está representada em azul claro. O corte da sequência via sistema 

CRISPR/Cas9 inativa o domínio quinase da enzima, inviabilizando a fosforilação de YAP e consequentemente, 

interferindo diretamente sobre o processo de diferenciação e especialização celular nos estágios iniciais do 

desenvolvimento embrionário (imagem cedida por Marcelo Demarchi Goissis).  
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3.4. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi realizado conforme os princípios éticos de experimentação 

animal estabelecidos 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: 7341170818). Os materiais foram comprados da Merck-Sigma-Aldrich, a menos que 

indicado de outra maneira. 

 

3.4.1 Local do experimento e período de execução 

O experimento foi realizado no laboratório de Fecundação in vitro, Clonagem e 

Transgenia Animal, localizado no departamento de Reprodução Animal da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, campus da Capital. 

 

3.4.2 Delineamento experimental 

Para a deleção gênica de LATS2 em embriões bovinos, foi utilizado o sistema 

CRISPR/Cas9, microinjetado em zigotos produzidos in vitro. Embriões bovinos foram 

produzidos in vitro conforme descrito (Goissis e Cibelli, 2014). Os zigotos foram 

microinjetados com gRNA para LATS acompanhado de cRNA para Cas9. Zigotos não 

microinjetados e microinjeção com Cas9 apenas foram utilizados como controles. Os 

embriões foram cultivados in vitro até o dia 8 após a fertilização. No dia 8 foram avaliadas 

taxas de formação de blastocistos, o número de células e sua distribuição quanto a MCI e TE, 

além da fixação das estruturas em formaldeído 3,8%. Aproximadamente 3 embriões por 

replicata foram genotipados por PCR para verificação da deleção dos genes. 

Imunofluorescência para verificar expressão proteica de YAP foi realizada em com 3 

embriões em dia 8 de cultivo. 

 

3.4.3 Construções moleculares 

A formulação de toda a maquinaria CRISPR/Cas9 conta com processos in silico a 

partir da sequência específica do determinado gene a ser editado. O software online CRISPR 

RGEN Tools (disponível para acesso via site: http://www.rgenome.net/cas-designer/) foi 

usado para desenho das sequências de RNA guia (gRNA1 e gRNA2) alvejando a região 

codificadora correspondente ao domínio de proteína quinase do gene LATS2, (Gen Bank 

accession number XM_025000092.1), com auxílio do software online blastx (disponível em 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências de oligonucleotídeos Forward (5’ 
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para 3’) e Reverse (3’ para 5’) são complementares e foram sintetizadas comercialmente e 

estão inseridas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Sequências de oligonucleotídeos utilizadas neste estudo. 

 Forward (5' - 3') Reverse (5' - 3') 

gRNA1 caccGAAGGTGAAGACCCTGGGCGT aaacACGCCCAGGGTCTTCACCTTC 

gRNA2 caccGGCGGAGGCGGACAATGAAT aaacATTCATTGTCCGCCTCCGCC 

gRNA1 IVT  
TAATACGACTCACTATAGGGAAGGTGA

AGACCCTGGGCGT 
AAAAGCACCGACTCGGTGCC 

gRNA2 IVT 
TAATACGACTCACTATAGGGGCGGAGG

CGGACAATGAAT 
AAAAGCACCGACTCGGTGCC 

LATS2 

genotipagem  
GTTCTGCACCCTCCTTTCCAC CTATGAGGATGTTGTCGGGCT 

Legenda: letras minúsculas indicam sequência adaptadora necessária para clonagem em plasmídeo pX330-Cas9. 

Letras em verde indicam sequência adaptadora para transcrição in vitro (IVT).  

 

3.4.3.1 Síntese de gRNAs  

Após a produção dos guias de RNA para o gene LATS, foram realizados 6 principais 

procedimentos, que consistem no anelamento das fitas F e R, abertura do plasmídeo por 

digestão com enzima de restrição, adição de fosfato aos primers anelados, eletroforese com o 

plasmídeo que foi digerido e posterior extração do DNA contido no gel, inserção dos primers 

fosforilados dentro do plasmídeo purificado e por fim, a inserção desse material nas bactérias 

competentes, seguido pelo crescimento das colônias. Após o crescimento de colônias 

resistentes ao antibiótico do meio, é feita a extração do DNA plasmidial com auxílio de um 

kit, quantificação e sequenciamento. Essas etapas serão detalhadas adiante. 

 

3.4.3.2 Anelamento e fosforilação 

O anelamento das fitas simples foi feito por adição dos oligonucleotídeos (F e R), água 

ultra pura e tampão CutSmart (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) a um tubo de PCR 

e submetido ao programa de anelamento em termociclador (95ºC – 10 min.; 95ºC para 85ºC 

em - 2ºC/seg.; 85ºC – 1 min.; 85ºC para 75ºC em – 3ºC/seg.; 75ºC – 1 min.; 75ºC para 65ºC - 

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

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

min.; 4ºC indefinidamente). O produto anelado foi então submetido à reação de fosforilação 
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na qual são adicionados a um tubo de PCR: o oligonucleotídeo anelado, enzima T4 PNK 

(New England Biolabs), ATP, e tampão 10X PNK buffer; seguido de incubação no 

termociclador à 37ºC por 30 minutos seguido de inativação à 75ºC por 10 minutos. Na 

sequência, realiza-se a etapa de clonagem do protocolo de CRISPR. 

 

3.4.3.3 Clonagem: digestão plasmidial, purificação, ligação e transformação bacteriana 

Inicialmente, foi realizada a clonagem em vetor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-

hSpCas9 (pX330-Cas9, Cong et al., 2013; Addgene, Watertown, MA, EUA). O plasmídeo 

pX330-Cas9 foi submetido à digestão com a endonuclease BbsI. A digestão de 5μg de 

plasmídeo ocorreu a 37ºC em banho seco, durante 3h. O material oriundo da digestão foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose e após a leitura e confirmação da presença de 

banda linear, foi purificado com kit (Pure Link, Quick gel extraction, Thermo Fisher, 

Waltham, MA, EUA. Após a purificação, realizou-se a quantificação do material genético na 

amostra com uso de espectrofotômetro Nanodrop. A ligação entre o vetor pX330-Cas9 e o 

oligonucleotídeo fosforilado foi realizado com a enzima T4 DNA Ligase, Buffer 10X T4 

DNA (Takara Bio Inc, Shiga, Japão). A ligação ocorreu em 16ºC durante 12-16h. A ligação 

foi então usada para a transformação de bactérias competentes. As bactérias armazenadas em 

um tubo tipo Eppendorf 1,5 ml foram colocadas em gelo durante 5 minutos e após, foram 

adicionados 2μg do material do processo de ligação ao tubo e deixando novamente em gelo, 

por mais 20 minutos. Após esse período, realizou-se o choque térmico em banho seco a 42ºC 

durante 90 segundos e em seguida, o tubo foi inserido no gelo novamente por mais 5 minutos. 

Ressuspendeu-se o material do tubo em 100μg de meio LB e então a amostra foi plaqueada 

em LB Agar com 100μ/ml de ampicilina e colocada em estufa a 37ºC por 12-16h para 

crescimento das bactérias transformadas com o plasmídeo requerido. Após o crescimento de 

colônias, algumas delas foram selecionadas para cultivo em meio líquido e posterior extração 

do DNA plasmidial. 

 

3.4.3.4 Extração do DNA plasmidial 

Após cultivo em meio líquido, realizou-se a extração do DNA plasmidial e posterior 

quantificação com uso de espectrofotômetro Nanodrop. A extração foi realizada com o kit 

Quick Plasmid Miniprep Invitrogen, by Thermo Fisher Scientific. Após a mensuração da 

quantidade do material extraído, foi realizado PCR com um oligonucleotídeo homólogo a 

região promotora U6 do px330 e com os primers reverse dos gRNA (tabela 1). A PCR foi 

realizada com 300 µg de plasmídeo com programa de 94°C 1 min, 35/40 ciclos 94°C 30s, 
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60°C 30s, 72°C 60 s, seguido de 72°C por 2 min com enzima Taq polimerase (Cellco, São 

Carlos, Brasil). O produto esperado era de 226 pares de base (figura 4). As amostras 

plasmidiais contendo o gRNA 1 e gRNA 2 para o gene LATS2 foram enviadas para 

sequenciamento pelo método Sanger, no Instituto de Biociências da USP. Os resultados 

obtidos no sequenciamento das amostras demonstraram uma correta inserção dos RNA guias.  

 
Figura 4 – Confirmação de clonagem de sequência de gRNA no plasmídeo pX330 por PCR. 

 

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: eletroforese de DNA plasmidial evidenciando, no último poço com marcação em vemelho, contendo 

226 pares de base, um dos gRNAs guia para LATS2. 

 

3.4.4 Síntese in vitro dos gRNAs 

A síntese in vitro dos gRNAs a partir dos vetores gerados foi realizada com kit 

MEGAshortscript™ T7 Transcription (ThermoFisher) seguindo instruções do fabricante, após 

amplificação por PCR da sequência dos gRNA 1 e 2, com adição de sequência promotora T7 

(Tabela 1). 

 

3.4.5 Produção in vitro de embriões bovinos 

Oócitos bovinos foram obtidos de ovários aspirados coletados de matadouros 

comerciais. Foram selecionados os complexos cumulus-oócito de acordo com sua qualidade e 

maturados in vitro (MIV) em meio de maturação consistindo de meio TCM-199 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 3 μg/ml de hormônio luteinizante (Vetecor 

Laboratories, Callier, Spain), 3 μg/ml de hormônio folículo estimulante (Folltropin-V, 

Vetrepharm, Inc. Belleville, ON, Canada), 1mg/ml estradiol, 22 ug/ml de piruvato de sódio e 
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25 ug/ml de gentamicina. Após 22h, os oócitos foram submetidos à fertilização in vitro. A 

fecundação in vitro (FIV) foi realizada em meio de fertilização à base de piruvato de lactato 

de Tyrode (TALP) suplementado com 20 μg/ml de heparina. Após o descongelamento a 37ºC, 

foram adicionados os espermatozoides vivos, selecionados pelo gradiente de Percoll®, a gota 

de meio de fertilização contendo os oócitos em uma concentração de 1 x 106 

espermatozoides/ml. A fertilização ocorreu durante um período de 10h a 38,5 °C e 5% de 

CO2 em alta umidade. Após 10h, realizou-se o cultivo in vitro (CIV), onde os presumíveis 

zigotos foram expostos a 3 minutos de vórtex para retirada das células do cumulus e lavados 

em meio de cultura de embrião Hamster-Hepes (HH) antes de serem colocados em microgotas 

de meio KSOM suplementado com aminoácidos (KSOM + AA), sob óleo. Nesse momento, 

as estruturas foram microinjetadas ou não – o que será descrito adiante – e após, cultivadas a 

38,5 °C em umidade elevada. No dia 4 de cultivo, foram avaliadas as taxas de clivagem e a 

troca de 30 ul do meio das gotas por 30 ul de meio KSOM + AA. No dia 8 as taxas 

Blastocisto (BL) (BL/número de oócitos) foram avaliadas. Os embriões foram então 

submetidos à imunofluorescência, genotipagem via PCR e sequenciamento. Os embriões 

obtidos após o retorno das atividades pós-pico da pandemia de COVID-19 foram corados com 

10µg/ml Hoechst por 10 minutos e verificados em microscopia de fluorescência com cerca de 

15 segundos de exposição e 5 imagens usando a função Z-stack do software Olympus 

CellSens Dimension. Os dados foram tabelados, as estruturas foram avaliadas quanto a 

morfologia e suas respectivas células contadas. Posteriormente, as estruturas foram 

armazenadas individualmente em solução para extração de RNA e congeladas em -80ºC.  

 

3.4.6 Microinjeções em zigotos bovinos 

Na microinjeção, uma micropipeta de sucção segura o zigoto enquanto uma 

micropipeta de injeção é alinhada e introduzida medialmente a estrutura. Uma pequena 

aspiração do conteúdo celular ocorre, a fim de que se verifique a correta inserção da 

micropipeta e a microinjeção do conteúdo é evidenciada pelo aumento de volume do zigoto.  

 Os zigotos foram divididos em 3 grupos experimentais sendo: controle (sem 

microinjeção); Cas9 – microinjetado apenas com Cas9 e LATS gRNA – microinjetado com 

os gRNAs e Cas9. Os zigotos foram microinjetados com aproximadamente 8pl de solução 

12.5 ng/µl de cada gRNA acompanhado de 70 ng/µl de proteína CAS9. Zigotos não 

microinjetados e microinjeção com CAS9 apenas foram utilizados como controles. Foram 

realizadas 3 replicatas válidas antes da paralisação das atividades devido à COVID-19. 
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3.4.6.1 Microinjeções em oócitos maduros (MII) 

Devido às restrições de acesso ao campus no período do pico da pandemia de COVID-

19, as injeções às 10h pós-FIV ficaram impossibilitadas. Como alternativa, foram realizadas 

injeções em oócitos supostamente em metáfase II, 22h após início da MIV. Os oócitos foram 

parcialmente denudados em solução de 1mg/ml de hialuronidase em meio HH por 3 minutos 

no vórtex. Os oócitos foram injetados como descrito acima com os mesmos grupos 

experimentais. O grupo controle não injetado também foi submetido à denudação. A FIV foi 

então realizada após as injeções como descrito acima. O CIV foi modificado apenas para 

exclusão do vórtex e remoção das células do cumulus restantes por pipetagem. Os blastocistos 

obtidos no dia 8 de cultivo foram avaliados e colhidos como descrito acima para os embriões 

no período pós-restrição. 

 

3.4.7 Imunofluorescência para YAP 

As estruturas no D8 foram então fixadas em formaldeído. O protocolo padrão 

consistiu em fixação dos embriões em solução 3,8% formaldeído (Sigma-Aldrich) em PBS 

suplementado com 1mg/ml polivinilpirrolidona (PBS-PVP) por 15 minutos. Os embriões 

foram lavados por três vezes e armazenados a 4°C em PBS-PVP até o processamento. O 

protocolo da técnica de imunofluorescência para verificar expressão proteica de YAP 

consistiu na lavagem dos embriões fixados em solução de lavagem (PBS + 0,1% Triton X-

100) e permeabilização em solução de PBS com 0,5% Triton X-100 por 15 minutos à 

temperatura ambiente. Os embriões foram novamente lavados e incubados por 1h à 

temperatura ambiente em solução de bloqueio (solução de lavagem suplementada com 10% 

soro de jumento e 1% BSA). Na sequência foram incubados com anticorpo primário de 

coelho anti-YAP (ab52771, Abcam) diluído 1:62,5 em solução para anticorpo (solução de 

lavagem suplementado com 1% BSA). As condições de incubação dos anticorpos primários 

foi a 4°C de 16 a 20h. Os embriões foram lavados três vezes por 10 minutos à temperatura 

ambiente e incubados com anticorpo secundário por 1h à temperatura ambiente. Os embriões 

foram lavados três vezes por 10 minutos à temperatura ambiente e incubados com 100μg/ml 

Hoechst 33342 por 10 minutos a temperatura ambiente. Na sequência foram lavados três 

vezes em PBS-PVP antes da montagem das lâminas. Os embriões foram montados entre 

lamínulas, com auxílio de adesivo espaçador de 0,12mm de altura e observados em 

microscópio confocal Olympus Fluo View 1000 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) no 

Centro Avançado de Diagnóstico por Imagem, Faculdade de Medicina Veterinária e Ciência 

Animal, Universidade de São Paulo. A excitação do fluoróforo foi induzida pelo laser diodo 
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405nm, laser de argônio 488nm e laser de neon-helium 546nm. Foram obtidas imagens a cada 

8μm, utilizando o software CellSens Dimension (Olympus).  

 

3.4.8 Genotipagem 

A extração de DNA dos embriões após a realização da imunofluorescência foi 

realizada via kit Extract-N-Amp, com modificações. De modo breve, as reações foram 

escalonadas para um menor volume, utilizando 4,4µl do tampão de extração, 1,1µl do tampão 

de preparo de tecido e 4,4µl do tampão de neutralização, seguindo os tempos recomendados 

pelo fabricante.  Um total de 3 embriões do grupo gRNA e um embrião de cada grupo 

controle ou Cas9 foram genotipados por PCR para verificação da deleção de região do gene 

LATS2. Os produtos foram verificados por eletroforese em gel de agarose. As bandas foram 

excisadas do gel, purificadas com kit QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit (Qiagen) e 

submetidas à sequenciamento Sanger no Instituto de Biociências da USP. As sequências 

foram alinhadas usando software online gratuito de alinhamento múltiplo T-coffee 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/, Madeira et al. 2019). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Avaliações durante o cultivo embrionário – Primeira fase de manipulações 

Inicialmente foram realizadas 3 replicatas, antes da restrição devido à pandemia de 

COVID-19. Os dados de número de zigotos, taxas de clivagem (clivados/oócitos), formação 

de blastocisto (blastocistos/oócitos) e desenvolvimento (blastocistos/clivados) das 3 replicatas 

realizadas nesse período estão descritos na tabela 2 e sumarizados no gráfico 1.   

Não houve análise estatística devido à falta de graus de liberdade para realizar a 

ANOVA com comparação de médias. Em uma das replicatas da primeira fase de 

manipulações, observou-se que os embriões do grupo gRNA  —  microinjetados com os 

RNAs guia para o gene LATS2 acrescidos da proteína Cas9 — , apesar de não formarem 

muitos blastocistos, tinham estruturas assemelhadas a mórulas, que pode ser melhor 

observado após coloração com 10µg/ml Hoechst (Figura 6). Foi possível observar que alguns 

embriões ultrapassaram o estágio de 16 células, mas não formaram blastocistos. 

Não foi possível realizar a análise estatística com os dados da primeira fase de 

manipulação. Contudo, as médias dos dados das 3 replicatas realizadas bem como seus 

respectivos erros padrão foram inseridos no gráfico 1. Nota-se que as médias de taxa de 

formação de blastocisto e desenvolvimento no grupo gRNA são bastantes discrepantes 

quando comparadas as dos demais grupos. Após as análises das taxas citadas, as estruturas 

foram fixadas em formaldeído 3,8% e armazenados em solução de PBS/PVP. 

 
Tabela 2 – Taxas de clivagem, formação de blastocistos e desenvolvimento das 3 primeiras replicatas. 

 

Grupo Data Replicata Zigotos Clivagem Blastocistos Desenvolvimento 

    Taxas (%) 

Controle 20/02/2020 1ª 60 53 33 63 

Controle 29/02/2020 2ª 60 55 27 48 

Controle 13/03/2020 4ª 38 66 29 44 

Cas 9 20/02/2020 1ª 17 29 24 80 

Cas 9 29/02/2020 2ª 16 31 0 - 

Cas 9 13/03/2020 4ª 30 47 7 14 

gRNA Lats 20/02/2020 1ª 28 54 4 7 

gRNA Lats 29/02/2020 2ª 33 36 6 17 

gRNA Lats 13/03/2020 4ª 27 59 7 13 
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Figura 5 - Imagens de embriões dos três grupos experimentais no D8 de cultivo in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A: grupo controle; B: grupo microinjetado apenas com Cas9; C: grupo microinjetado com gRNA para 

LATS2 e Cas9. 

 

Figura 6 - Embriões injetados com LATS2 gRNA corados com 10µg/ml Hoechst 33342 (Sigma) após 8 dias de 

cultivo in vitro (aumento 200x).  

 

 
Gráfico 1 – Média das taxas de clivagem, blastocisto e desenvolvimento das primeiras 3 replicatas 

Legenda: azul - taxa de clivagem (embriões clivados/estruturas cultivadas); verde - taxa de blastocisto 

(blastocistos/estruturas cultivadas); amarelo - taxa de desenvolvimento (blastocistos/embriões clivados). As 

barras de erro representam o erro padrão da média. 
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4.2 Detecção de YAP 

A técnica de imunofluorescência foi realizada para a proteína YAP, conforme 

protocolo descrito em Material e Métodos. YAP foi detectado no núcleo de células do 

trofectoderma e no citoplasma de células da massa celular interna, em embriões não editados, 

entretanto o mesmo padrão não foi observado. As imagens obtidas através da microscopia 

confocal das estruturas dos 3 grupos experimentais estão inseridas na figura 7. Os embriões 

do grupo injetado com gRNA foram denominados gRNAe1, gRNAe2 e gRNAe3 

 

4.3 Genotipagem 

Após a imunofluorescência, os embriões passaram pelo processo de extração de DNA 

e posterior PCR. A eletroforese das amostras deveria evidenciar 649 pares de base para a 

banda de LATS2 intacta. Na amostra de uma das estruturas do grupo gRNA (amostra gRNA 

e2 da imunofluorescência) houve a presença da banda esperada de 478 pares de base após a 

edição, sugerindo a perda de cerca de 172 pares de base (figura 8).  
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Figura 7 – Imunofluorescência para YAP em microscopia confocal. 

 

Legenda: Coloração em Hoechst marcando os núcleos celulares e YAP marcando o citoplasma de células da 

MCI e o núcleo de células do TE. Imagens gRNA e1, e2 e e3 referem-se a estruturas do grupo gRNA, sendo a 

primeira delas — gRNA e1 — um blastocisto cujo genoma não foi editado; gRNAe2 e e3 são estruturas 

semelhantes a mórulas quanto a sua morfologia e cuja edição foi confirmada por sequenciamento. Demais 

imagens para o grupo Cas9, demonstrando coloração normal para um embrião não editado e embrião negativo, 

demonstrando a funcionalidade do anticorpo utilizado.  
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Figura 8 - Resultado de genotipagem da região gênica de LATS2 por PCR  

 

Legenda: Produtos da PCR visualizados por separação eletroforética em gel de agarose. Poço 1 – marcador de 

peso molecular; poço 2 - amostra do grupo gRNA, nomeada como gRNAe2 nas imagens de imunofluorescência, 

evidenciada pelo retângulo vermelho onde nota-se a presença de uma banda de 477pb, sugestivo de alteração 

gênica nesse embrião; poço 3 - amostra do grupo gRNA, nomeada como gRNAe nas imagens de 

imunofluorescência; poço 4 - amostra do grupo gRNA; poços 5 e 6 - amostras do grupo Cas; poços 7 e 8 – 

amostras do grupo controle; poço 9 – amostra negativa com h2O; poço 10 – amostra controle com DNA de 

fibroblasto bovino.  

 

4.4 Sequenciamento pelo método Sanger 

Após a eletroforese, as amostras de embriões dos 3 grupos experimentais passaram 

pelo processo de sequenciamento através do método Sanger. Análise do sequenciamento 

demonstrou diversas alterações na sequência genética do embrião gRNAe2, além de revelar 

deleção de 4 pares de base na sequência genética do embrião gRNAe3 na região alvo do gene 

LATS2 (figura 9). As sequências foram alinhadas usando software online gratuito de 

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

2019). 
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Figura 9 - Alinhamento das sequências dos produtos de genotipagem por PCR 

 

 

Legenda: pontilhados (----) - bases que não se alinham; asterisco (*) - nucleotídeos iguais em todas as 

sequências; asterisco na cor verde (*) - evidencia o sequenciamento da amostra gRNAe2; retângulo em vermelho 

(      ) – evidencia os 4 pares de base alterados na amostra gRNAe3. 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 

* 



52 

4.5 Repetição do experimento pós-quarentena da COVID-19 

Visando aumentar o número de replicatas no retorno gradual após o pico da pandemia, 

foram realizadas microinjeções em oócitos presumivelmente em MII. Foram realizadas 4 

replicatas desta maneira, com a divisão de grupos experimentais idêntica ao experimento 

anterior. Entretanto, a taxa de blastocistos no grupo controle foi baixa, impedindo a realização 

de qualquer análise ou inferência sobre os resultados e embriões ou estruturas produzidas 

(tabela 3).   

 

Tabela 3 - Taxas de clivagem, formação de blastocistos e desenvolvimento, oriundos da segunda fase de 

manipulações. 

Grupo Data Replicata Zigotos Clivagem Blastocistos Desenvolvimento 

    Taxas (%) 

Controle 13/07/2020 1ª 40 63 3 4 

Controle 20/07/2020 2ª 40 75 0 - 

Controle 27/07/2020 3ª 41 73 5 7 

Controle 03/08/2020 4ª 41 51 2 5 

Cas 9 13/07/2020 1ª 38 18 0 - 

Cas 9 20/07/2020 2ª 33 36 0 - 

Cas 9 27/07/2020 3ª 39 21 0 - 

Cas 9 03/08/2020 4ª 41 29 2 8 

gRNA Lats 13/07/2020 1ª 29 3 0 - 

gRNA Lats 20/07/2020 2ª 38 45 0 - 

gRNA Lats 27/07/2020 3ª 39 56 0 - 

gRNA Lats 03/08/2020 4ª 39 33 3 8 

 

Com o retorno parcial às atividades, foi possível retomar injeções após 10h de FIV. 

Houve redução no número de células nas estruturas do grupo injetado com LATS2 gRNA. Os 

dados obtidos na contagem de células estão inseridos no gráfico 2. Entretanto, as taxas de 

blastocisto do grupo controle continuaram baixas o que impediu aproveitamento dessas 

manipulações para análises posteriores (tabela 4). 
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Tabela 4 - Taxas de clivagem, formação de blastocistos e desenvolvimento, oriundos da terceira fase de 

manipulações. 

Grupo Data Replicata Zigotos Clivagem Blastocistos Desenvolvimento 

    Taxas (%) 

Controle 19/08/2020 1ª 42 60 12 20 

Controle 26/08/2020 2ª 27 30 7 25 

Controle 02/09/2020 3ª 46 72 9 12 

Controle 09/09/2020 4ª 46    

Cas 9 19/08/2020 1ª 41 15 0 - 

Cas 9 26/08/2020 2ª 28 32 0 - 

Cas 9 02/09/2020 3ª 43 44 0 - 

Cas 9 09/09/2020 4ª 45    

gRNA Lats 19/08/2020 1ª 39 31 3 8 

gRNA Lats 26/08/2020 2ª 30 50 0 - 

gRNA Lats 02/09/2020 3ª 45 44 0 - 

gRNA Lats 09/09/2020 4ª 41    

 

 
Gráfico 2 - Contagem de células após coloração por hoechst nos embriões acima de 16 células microinjetados às 

10h após a inseminação in vitro.  

Legenda: os dados em (C) foram analisados por ANOVA seguidos de comparação de médias com teste de 

Tukey. Asterisco indica diferença estatística significativa (p<0,05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

* 
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5.  DISCUSSÃO 

A diferenciação e a especialização celular são processos iniciais do desenvolvimento 

embrionário bovino, que culminam da especificação de células da MCI, que darão origem ao 

feto propriamente dito e ao TE, que dará origem a placenta e anexos, formando assim o 

blastocisto (Gardner, 1989; Frankenberg et al., 2016). Essa especialização é designada por 

alterações bioquímicas, incluindo a expressão de genes específicos, que estabelecem as 

alterações fenotípicas celulares. A via de sinalização HIPPO é uma via de sinalização 

considerada altamente conservada com funções bem definidas no controle do crescimento de 

órgãos, na diferenciação celular, proliferação e apoptose, nas espécies em que já foi bem 

definida, como em camundongos (Halder e Johnson, 2011; Meng et al., 2016). Ela está 

frequentemente associada a estudos relativos a processos de apoptose e crescimento tumoral. 

Contudo, ao longo das descobertas sobre as cascatas de fosforilações presentes na via, 

diferentes trabalhos a citam como fator importante em processos reprodutivos de mamíferos 

(Hall et al., 2010; Li et al., 2012). A via de sinalização HIPPO vem sendo estudada em 

diferentes tecidos celulares (Yu e Guan, 2013; Meng et al., 2016), inclusive durante o 

processo de embriogênese (Manzanares e Rodriguez, 2013; Frum et al., 2018).   

Sabe-se em bovinos que a via está presente e pode ter uma influência direta ou indireta 

sobre os processos da embriogênese (Tribulo et al., 2017; Sakurai et al., 2017; Sharma & 

Madan, 2019), porém, o funcionamento e a regulação das fosforilações ainda não é totalmente 

compreendido. Sharma & Madan (2019) confirmam a presença de constituintes da via de 

sinalização de HIPPO, como YAP, no embrião bovino nos primeiros estágios de 

desenvolvimento. Tribulo et al. (2017) demonstraram a localização de YAP1 e CDX2 no TE 

de blastocistos bovinos. Contudo, haja vista a presença concomitante de YAP e CDX2 no TE 

bovino, é plausível que a via HIPPO possa participar na diferenciação celular bovina, com 

YAP participando como co-ativador de outros fatores de transcrição. 

A hipótese do presente estudo foi de que a deleção de LATS2 resultaria em um 

desenvolvimento embrionário sem definição da MCI em decorrência da inativação da cascata 

de fosforilações da via HIPPO, dependente da ação quinase de LATS. O pressuposto baseou-

se nas considerações da literatura, determinando os objetivos de deletar, via sistema 

CRISPR/Cas9, a sequência do gene LATS2 relativa à função quinase, afim de inativar as 

cascatas de fosforilações, impedindo assim a diferenciação celular no estágio inicial do 

desenvolvimento embrionário bovino. 

Os resultados considerados para o presente estudo foram os obtidos na primeira fase 

de manipulações, que contou com 3 replicatas. Os dados de cultivo embrionário e as 
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avaliações em dia 8 demonstraram que houve uma alteração no desenvolvimento embrionário 

das estruturas do grupo gRNA – zigotos microinjetados 10 horas após a fertilização in vitro 

com os gRNAs para o gene LATS e proteína Cas9 –, havendo distinção morfológica, 

sugestivo bloqueio ou morte embrionária na fase de 16 células, gerando estruturas 

semelhantes a mórulas. Contudo, a contagem de células após coloração de núcleos com 

Hoechst evidenciou um número de células acima de 16, sugerindo que esses embriões 

superaram o bloqueio na fase da ativação genômica (Badr et al., 2007). De qualquer maneira, 

houve diminuição em números de células nas estruturas do grupo gRNA, quando comparadas 

as dos grupos controle e Cas9, sendo sugestivo de alteração já nas fases iniciais da clivagem 

celular.  

Cockburn e Rossant (2010) ilustram que YAP está presente no núcleo de células do 

trofectoderma e no citoplasma de células da massa celular interna de camundongos. Seguindo 

esse princípio e de acordo com os resultados obtidos na imunofluorescência para YAP, 

houveram duas situações distintas para o grupo gRNA, no qual houve formação de uma 

estrutura com morfologia de blastocisto,  tendo marcações características para YAP e que 

pode não ter sido microinjetado corretamente ou não houve ação do sistema CRISPR/Cas9, 

sendo posteriormente confirmado por genotipagem que não foi editado. Na outra situação, as 

estruturas semelhantes a mórulas não demonstraram marcações para YAP, e que acreditou-se 

ser estruturas microinjetadas corretamente e como consequência, editadas geneticamente, fato 

confirmado por PCR e sequenciamento.  

As junções de aderência e a aquisição de polaridade apical-basal ocorrem no estágio 

de 8 células, no início do desenvolvimento embrionário, sendo este evento denominado 

compactação (Cockburn e Rossant, 2010). À medida que estas células se dividem, as mais 

íntimas e mais compactas perdem a sua polaridade, e as suas diferenças em relação às células 

exteriores resultam numa distribuição díspar de YAP. Sharma & Madan (2019) confirmam a 

presença dos constituintes da via de sinalização de HIPPO, como o YAP no embrião bovino 

durante todas as fases da embriogênese, estando presente tanto nos estágios pré como na pós-

compactação. Baseando-se nessas afirmações, pode-se levar em consideração que mesmo em 

uma possível parada na fase de 16 células, anteriormente a isso ocorreria a marcação em 

decorrência da presença de YAP, porém, não houve marcações na imunofluorescência. Esses 

resultados são sugestivos de que as estruturas do grupo gRNA que não chegaram até a fase de 

blastocisto no 8º dia de cultivo, tiveram seu material genético alterado e como consequência, 

o não desenvolvimento, culminando talvez em morte celular. Não houveram alterações para a 

presença de YAP em grupos controle ou apenas microinjetados com Cas9. 
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Após a imunofluorescência, as mesmas estruturas tiveram seu DNA extraído para a 

realização da genotipagem via PCR e posterior comparação dos resultados com a 

imunofluorescência. Foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR e analisados os 

resultados em gel de agarose. A banda intacta do gene LATS conta com 650 pares de base, 

enquanto uma estrutura deletada para LATS — com os RNAs guia construídos para a edição 

desse projeto — conta com 477 pares de base. O DNA de uma amostra — de 3 analisadas — 

do grupo gRNA, denominada gRNA e2 na imunofluorescência, apresentou uma banda de 

aproximadamente 650 pares de base e outra banda de aproximadamente 470 pares de base.  

O sequenciamento confirmou a alteração no embrião gRNAe2, no qual houve uma 

exclusão de pares de base referentes a porção quinase da proteína LATS. Porém, esse mesmo 

embrião, apresentou, além da banda de 477 pares de bases com alteração genômica, uma 

banda de 650 pares de base, intactos, como nos embriões controle. Isso pode ser consequência 

de um corte em apenas um dos alelos. Se houvesse o corte em dois alelos, haveria uma única 

banda de 477 pares de base. A banda superior, ilustrada na figura 8, com 650 pares de base, 

demonstra um alelo que não foi modificado ou ainda, é possível que o sistema CRISPR/Cas9 

tenha editado apenas o genoma materno e não paterno ou vice e versa, como observado em 

humanos (Ma et a. 2017). Apesar da microinjeção ter sido realizada às 10 horas após a FIV 

para início das manipulações, existe a possibilidade de que a estrutura tenha iniciado a sua 

multiplicação do conteúdo genético para a primeira divisão celular, e, consequentemente, a 

Ca9 tenha atingido apenas alguma cópia dos alelos, culminando em um mosaicismo.  

Ainda, observou-se deleção de 4 pares de base em região próxima ao alvo do gRNA2 

no embrião gRNAe3, onde nota-se, no sequenciamento, uma tentativa de reparo da célula 

com um erro nos 4 pares de base (figura 9). Apesar da genotipagem da estrutura gRNAe3 não 

ter evidenciado na eletroforese uma alteração em bandas, o corte dos 4 pares de base próximo 

ao alvo do RNA guia 2, provavelmente culminou em uma alteração proteica. Caso houvessem 

apenas 3 pares de base alterados, o corte alteraria apenas um aminoácido, porém, o resultado é 

sugestivo de alteração proteica. Apesar de ser uma alteração significativa, em relação as bases 

alteradas, é uma alteração pequena, podendo não ser evidenciada em gel após a eletroforese. 

Análises posteriores poderão confirmar essas alterações e qual a proteína afetada.  

Esses resultados evidenciam o sucesso da técnica de edição gênica via sistema 

CRISPR/Cas9 e conclui que houve de fato a deleção da porção quinase do gene LATS2 no 

embrião bovino, resultando em uma estrutura sem definição morfológica e sem especialização 

celular. Esses dados corroboram com demais estudos que demonstram a atividade da via 
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HIPPO desde os primeiros mecanismos do desenvolvimento embrionário bovino (Tribulo et 

al., 2017; Sakurai et al., 2017; Sharma & Madan, 2019; Tsoi et al., 2019). 

Durante o desenvolvimento da pesquisa, houveram problemas metodológicos, que 

culminaram na inviabilidade de uso dos dados de 8 replicatas. Inicialmente, houve a 

necessidade de interrupção temporária do projeto, que durou mais de 4 meses, em decorrência 

da quarentena estabelecida devido à pandemia de COVID-19. Após a retomada das 

atividades, não foi possível dar sequência à pesquisa com os mesmos horários estipulados 

inicialmente na metodologia, havendo uma adaptação das microinjeções para o estágio de 

metáfase II, anteriormente à FIV. Contudo, as avaliações durante o cultivo embrionário após a 

microinjeção evidenciaram a morte das estruturas de todos os grupos, incluindo o controle, 

que não foi microinjetado, mas passou pelas demais manipulações precoces. A manipulação 

precoce das estruturas, em decorrência da necessidade de ser retirado o excesso de células 

para o sucesso da microinjeção anteriormente a FIV, pode ter colaborado para esse resultado. 

Logo após a liberação de acesso ao departamento em horários noturnos, foram retomadas as 

microinjeções 10 horas após a FIV. Porém, uma alteração no óleo do cultivo embrionário 

causou a morte da maioria das estruturas, incluindo parte do grupo controle, que tiveram uma 

maior sobrevivência, porém, ainda assim, sendo estruturas com qualidade morfológica 

inferior. As estruturas microinjetadas tanto para o grupo gRNA quanto para o grupo Cas9, 

sensibilizadas pela manipulação, não resistiram ao cultivo, o que tornou os dados obtidos não 

aproveitáveis.  
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6. CONCLUSÃO 

Os objetivos da pesquisa foram o de compreender a função do gene LATS2, sua 

influência sobre a segregação entre MCI e o TE em bovinos, de modo a inativar a ação da via 

HIPPO durante o desenvolvimento embrionário bovino. 

Apesar das intercorrências que impossibilitaram o uso de um número maior de 

amostras para as análises, o sequenciamento de estruturas editadas evidenciou a deleção de 

uma porção do gene e corrobora com a hipótese de influência da via sobre o desenvolvimento 

embrionário bovino e da ação de LATS na espécie, relacionando-o ao desenvolvimento e 

especialização celular na embriogênese, assim como em outras espécies de mamíferos.  

A ampla importância da via HIPPO na diferenciação e especialização celular é 

refletida em decorrência da complexa rede de sinais que controlam a atividade de TAZ e YAP 

e estes por sua vez, tem papéis-chave em coordenar o destino celular, a proliferação e a 

apoptose (Varelas, 2014). Os resultados do presente estudo sugerem que a via HIPPO possui 

papel significativo na diferenciação de MCI e TE em embriões bovinos e que o gene LATS2 

estaria diretamente ligado a cascata de fosforilações da via nessa espécie.  Contudo, estudos 

mais aprofundados sobre os demais efetores da via são necessários para uma total 

interpretação das fosforilações e subsequente influência na expressão de genes que culminam 

na diferenciação e especialização celular durante a embriogênese bovina. 
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8. ANEXOS 

 

8.1 Declaração de uso – Conteúdo científico 

 


