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RESUMO 

Vieceli FM. Fatores de transcrição no desenvolvimento inicial do tubo neural posterior. [Tese 
(Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2015. 

O início da neurogênese e diferenciação neural no sistema nervoso do embrião é 
controlado pela expressão orquestrada de fatores de transcrição que regulam a expressão 
gênica. A caracterização de novos fatores de transcrição importantes nestes processos é 
fundamental para o entendimento completo dos mecanismos responsáveis pela formação de 
neurônios. Um dos enfoques da nossa pesquisa foi a proteína Scratch2, pertencente à 
superfamília Snail de fatores de transcrição do tipo zinc-finger. Estudos prévios realizados em 
vertebrados mostraram que Scratch2 promove a saída do ciclo celular e sobrevivência de 
precursores neurais no tubo neural posterior de zebrafish e controla a migração correta de 
neurônios no córtex de camundongo em formação. No presente trabalho, nós usamos o tubo 
neural posterior do embrião de galinha para estudar a função de Scratch2. Nossos resultados 
indicam que nesta estrutura Scratch2 é expresso mais intensamente em células recém-saídas 
do ciclo celular, muitas das quais expressam também os fatores de transcrição proneurais do 
tipo bHLH Neurogenina2 e NeuroM, que promovem a indução e o estabelecimento da 
diferenciação neural. Estas observações sugerem que Scratch2 possui uma função importante 
durante o início da diferenciação neural, sendo consistentes com as funções previamente 
descritas em outras espécies. Para estudar os genes regulados por Scratch2, 
superexpressamos formas alteradas de Scrt2 no tubo neural posterior com eletroporação in 
ovo e analisamos os fenótipos transcricionais com RNA-Seq. Nossas análises identificaram 
alguns genes com variações de expressão muito sutis, que não foram validados com qPCR. 
Acreditamos que esta discrepância seja gerada por causas metodológicas. Primeiramente, a 
eletroporação gera um tecido em mosaico e, como consequência, as amostras usadas eram 
intrinsicamente heterogêneas quanto aos níveis de transfecção. Concluímos que os tecidos 
eletroporados com eficiência baixa não geram amostras ideais para RNA-Seq. Por fim, 
também apresentamos aqui uma caracterização transcriptômica do tubo neural posterior de 
embriões com 36 h (HH18) ou 6 dias de desenvolvimento, englobando um período de 
transição entre o início da neurogênese e o estabelecimento da diferenciação neural. A 
comparação cruzada entre as amostras revelou genes enriquecidos no tecido neural e 
permitiu a identificação de potenciais novos reguladores e módulos de coexpressão 
associados à diferenciação neural. Importantemente, estes experimentos produziram uma 
rica base de dados transcriptômicos para futuras investigações do desenvolvimento da 
medula espinhal. 

Palavras-chave: Desenvolvimento do sistema nervoso. Neurogênese. Diferenciação neural. 
Scratch. Fatores de transcrição. RNA-Seq.  



 

 

ABSTRACT 

Vieceli FM. Transcription factors in the early posterior neural tube. [Ph. D. Thesis (Cell and 
Tissue Biology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2015. 

The onset of neurogenesis and neural differentiation in the embryonic nervous system is 
controlled by the coordinated expression of transcription factors that determine gene 
expression dynamics. Identification of novel transcription factors capable of regulating these 
processes is essential for our understanding of the mechanisms underlying neuronal 
differentiation. One of the focuses of our research was the protein Scratch2, which is a 
member of the Snail superfamily of zinc-finger transcription factors. Previous research in 
vertebrate model systems has shown that Scratch2 promotes cell cycle exit and survival in the 
posterior neural tube of zebrafish and controls neuronal migration in the murine cortex. Here, 
we used the chick embryonic spinal cord to investigate further the role of Scratch2. Our results 
indicate that, in the chick, Scratch2 expression is concentrated in cells that recently exited the 
mitotic cycle, coinciding with the expression domain of the proneural bHLH transcription 
factors Neurogenin2 and NeuroM, which promote and maintain the onset of neural 
differentiation. These results suggest that Scratch2 plays a relevant role in the early stages of 
differentiation, being consistent with data obtained in other animal models. To identify 
potential gene targets of Scratch2, we overexpressed altered forms of Scratch2 with in ovo 
electroporation and assessed the transcriptomic phenotypes using RNA-Seq. Our results 
revealed some weakly altered genes that were not confirmed in qPCR assays. We believe that 
this divergence has methodological reasons. First, electroporation of the neural tube 
generates a mosaic pattern and, consequently, the samples used for the RNA-Seq analysis 
were heterogeneous in their levels of transfection. Thus, we conclude that tissues 
electroporated with low efficiency do not produce ideal samples for RNA-Seq studies. Finally, 
we also present here the transcriptomic profiles of the neural tube from HH18 and HH29 (E6) 
embryos, encompassing a period of transition from the onset of neurogenesis to a 
predominantly differentiating cell population. Through cross-sample comparisons, we 
identified genes enriched in the neural tube and analyzed their temporal expression profiles 
and correlation. These results allowed us to identify novel regulators and modules of 
expression associated to neural differentiation. Importantly, this work generated a 
transcriptomic database that will contribute towards future research on the spinal cord 
development. 

Keywords: Nervous system development. Neurogenesis. Neural differentiation. Scratch. 
Transcription factors. RNA-Seq.  



CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Neurogênese e diferenciação neural no sistema nervoso embrionário 

O sistema nervoso de vertebrados se forma a partir da placa neural, uma estrutura 

ectodérmica especificada imediatamente após a gastrulação. A porção central da placa neural 

dá origem ao sistema nervoso central (SNC), enquanto em sua periferia se forma a crista 

neural, uma estrutura transiente composta por células migratórias que, entre outros 

derivados, formam grande parte do sistema nervoso periférico (SNP). O passo seguinte é a 

neurulação, um processo morfogenético no qual a placa neural se dobra sobre ela mesma 

para formar o tubo neural, cujo lúmen dará origem ao ventrículo. A porção mais rostral do 

tubo formará as estruturas cefálicas do SNC, enquanto a medula espinhal se forma a partir 

das porções truncal e caudal do tubo. Após a neurulação, a crista neural fica localizada 

dorsalmente ao tubo neural, sendo este o ponto de partida destas células, que migram para 

colonizar locais específicos, onde se diferenciam em uma gama de tipos celulares (Gilbert, 

2010; Jacobson, 1991; Le Douarin, Kalcheim; 1999). 

O tubo neural recém-fechado é formado por células-tronco neurais em estado 

proliferativo, que se organizam radialmente em um neuroepitélio polarizado (Fig. 1; Hollyday, 

2001). Em seu polo apical, os progenitores neurais interagem por meio de junções aderentes 

e delimitam a cavidade ventricular, enquanto interações entre integrinas e lamininas aderem 

sua porção basal à matriz extracelular subpial, que envolve externamente o tubo neural 

(Rousso et al., 2012). Essa população de células proliferativas é sempre mantida ao redor do 

ventrículo, formando a zona ventricular, e dará origem aos diferentes subtipos de neurônios 

e glia ao longo do desenvolvimento do SNC. As junções aderentes formam pontos de contato 

entre os progenitores em proliferação e também com a superfície do ventrículo, além de 

ancorar proteínas sinalizadoras importantes para a manutenção do estado proliferativo destas 

células (Stepniak et al., 2009; Zhang et al., 2010). Desta forma, acredita-se que as junções 

aderentes são essenciais para o estabelecimento de um nicho para células-tronco neurais 

(Rousso et al., 2012). Por exemplo, as junções aderentes do neuroepitélio possuem cateninas, 

entre as quais beta-catenina, responsável por mediar o efeito proliferativo da via do Wnt 

nestas células, e caderinas, que, além de serem responsáveis pela adesão célula-célula, podem 

atuar como fatores anti-apoptóticos (Carmeliet et al., 1999; Farkas, Huttner, 2008).  
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A neurogênese é o processo de nascimento de neurônios, onde um progenitor neural 

se divide assimetricamente para gerar um novo progenitor mitoticamente ativo e um 

precursor neural pós-mitótico, que então inicia o processo de diferenciação para se tornar um 

jovem neurônio (Fig. 1; Hollyday, 2001). Isto possibilita a formação de neurônios e, ao mesmo 

tempo, a renovação da população de progenitores ao longo do desenvolvimento. Um 

mecanismo conservado neste processo em vertebrados e invertebrados é a atuação de 

Notch1 na manutenção do estado proliferativo de progenitores neurais por meio da repressão 

de fatores de transcrição proneurais, capazes de iniciar a diferenciação neural (Bertrand et al., 

2002; Ross et al., 2003). Notch1 é um receptor de membrana que, ao ser ativado por seus 

ligantes, como a proteína de membrana Delta1, tem seu domínio intracelular liberado para 

formar um complexo com RBP-J que ativa a transcrição dos fatores de transcrição do tipo 

bHLH (basic Helix-Loop-Helix) da família Hes (Hairy and Enhancer of Split) (Honjo, 1996; 

Ohtsuka et al., 1999). Hes1 reprime a expressão do fator de transcrição proneural Ngn2 

(Neurogenina2) e também de Delta1. Mesmo ativada, a expressão Hes1 se dá de maneira 

oscilatória nos progenitores neurais, consequência de um feedback negativo causado, em 

conjunto, por sua habilidade de se auto reprimir e pela alta instabilidade de seu mRNA e 

Figura 1. Organização do neuroepitélio e divisão assimétrica de progenitores neurais. Durante o ciclo celular, os núcleos 
progenitores em proliferação migram ao longo eixo próximo-distal, de forma que a síntese de DNA (fase S) ocorre na 
porção basal da célula e a mitose se dá na porção apical, associada à zona ventricular. Após a divisão assimétrica, o jovem 
neurônio migra para a periferia do tubo, enquanto o novo progenitor retoma o posicionamento original e reinicia o ciclo 
celular. Adaptado de Hollyday (2001) baseado em Jacobson (1991). 
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proteína (Hirata et al., 2002; Takebayashi et al., 1994). Isto, por sua vez, faz com que a 

expressão de Ngn2 e Delta1 também oscilem, o que pode ser importante para a ativação 

mútua de Notch1 por níveis baixos de Delta1 nas membranas das células vizinhas e 

consequente manutenção do estado proliferativo (Shimojo et al., 2008). 

No neurônio recém-nascido, Notch1 deixa de ser expresso e a expressão de Ngn2 e 

Delta1 em níveis altos é estabelecida. Acredita-se que uma herança desigual de Numb, uma 

proteína expressa assimetricamente em progenitores neurais capaz de degradar Notch em 

invertebrados, seja importante para esse passo também em vertebrados (Cayouette, Raff, 

2002; Jafar-Nejad et al., 2002; Rousso et al., 2012). Agora com a expressão estabilizada, Ngn2 

inicia a diferenciação neural, em parte reprimindo completamente a expressão de Sox1-3, 

fatores de transcrição que atuam para manter o estado indiferenciado (Bylund et al., 2003). 

Além disso, no córtex embrionário, Ngn2 regula a migração correta dos precursores neurais 

para regiões mais superficiais (Heng et al., 2008). Outros fatores bHLH proneurais que atuam 

apenas nos precursores pós-mitóticos, tais como NeuroM (NEUROD4), expresso 

imediatamente após a saída do ciclo celular, e NeuroD (NEUROD1), um fator expresso mais 

tardiamente capaz de promover a saída do ciclo celular e a diferenciação neural, também têm 

sua expressão ativada com o progresso da diferenciação (Lee et al., 1995; Roztocil et al., 1997). 

Após deixar o ciclo celular e durante sua diferenciação inicial, os precursores neurais 

migram para a periferia do tubo, onde ocorre a diferenciação tardia. Para que isso ocorra, 

estas células precisam desmontar suas junções aderentes, que as mantêm presas à zona 

ventricular. Dentro da família das caderinas, a que tem expressão mais significativa no tubo 

neural é a N-caderina, que progressivamente substitui a E-caderina expressa no ectoderme 

pré-neural (Dady et al., 2012; Rogers et al., 2013). Estudos realizados na medula espinhal do 

embrião de galinha mostraram que o fator de transcrição FOXP4 reprime diretamente a 

expressão de N-caderina para inibir a formação de junções aderentes, permitindo assim o 

destacamento dos precursores neurais (Rousso et al., 2012). Apesar de ter sua expressão 

reduzida drasticamente logo após a neurulação, evidências obtidas no córtex do embrião de 

camundongo sugerem que a expressão de E-caderina precisa ser ativamente reprimida pelos 

fatores de transcrição Scrt (Scratch) para permitir a migração correta dos precursores neurais 

para camadas externas (Itoh et al., 2013; Paul et al., 2014). Interessantemente, a inativação 

de Scrt2 na medula espinhal embrionária de zebrafish causou aumento nos níveis de morte 
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celular, sugerindo que os fatores Scrt também possuem atividade anti-apoptótica (Rodríguez-

Aznar, Nieto, 2011). De fato, a presença de fatores de sobrevivência é importante durante a 

transição do estado proliferativo para a diferenciação, visto que a perda das junções aderentes 

pode levar a uma consequente perda de sinais anti-apoptóticos ancorados a estas (Carmeliet 

et al., 1999). A diferenciação neural terminal se dá na periferia do tubo neural, ou zona do 

manto, onde ocorre, por exemplo, a neuritogênese. Fatores envolvidos neste último processo, 

como SCG10 (STMN2), uma proteína desestabilizadora de microtúbulos, e beta-tubulina 

neural III, uma tubulina específica de células neurais, são abundantemente expressos nos 

precursores em diferenciação terminal (Caccamo et al., 1989; Denoulet et al., 1986; Moody et 

al., 1989; Stein et al., 1988). Juntamente com HuC/D, uma proteína que se liga a RNA (Okano, 

Darnell; 1997; Wakamatsu, Weston; 1997), estes fatores são amplamente usados como 

marcadores de neurônios em diferenciação avançada. 

O SNP se origina em grande parte da crista, mas também possui contribuições dos 

placóides, e diversos dos fatores citados acima também participam da formação de seus 

neurônios (Baker, Bronner-Fraser, 2001; Couly, Le Douarin; 1985; Ma et al., 1999). Os gânglios 

da raiz dorsal (GRDs), que contém os corpos celulares de neurônios aferentes do SNP na região 

truncal, se formam a partir da crista neural que parte da medula espinhal, ao passo que, em 

gânglios craniais, como o trigeminal, os neurônios se originam tanto de células neuroepiteliais 

do próprio placóide como de células da crista neural que colonizam estes locais (Butler, 

Bronner, 2014). 

1.2 A família Scratch de fatores de transcrição 

Os fatores Scrt foram descritos originalmente em Drosophila, onde scrt possui 

expressão pan-neural e seu mutante apresentou defeitos na formação dos olhos que 

causaram um fenótipo semelhante a uma arranhadura (scratch, em inglês). Este mesmo 

estudo analisou o fenótipo de mutantes superexpressando scrt, nos quais observou-se a 

formação de um número maior de neurônios (Roark et al., 1995). Na verdade, o ortólogo de 

scrt no nematódeo Caenoharbditis elegans (C. elegans), CES-1, já havia sido descrito 

anteriormente. Neste modelo animal, scrt/CES-1 também aumenta o número de neurônios 

quando expresso em excesso durante o desenvolvimento. Especificamente, CES-1 promove a 
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sobrevivência das células-irmãs dos neurônios NSM e I2, que normalmente sofrem morte 

celular programada (Ellis, Horvitz, 1991). 

Em vertebrados, a primeira caracterização do campo de expressão de Scrt durante o 

desenvolvimento foi feita em camundongo, mostrando que Scrt1 é expresso amplamente no 

sistema nervoso em desenvolvimento, incluindo cérebro, retina, medula espinhal e GRDs. A 

comparação em cortes do telencéfalo do padrão de expressão de Scrt1 com os marcadores de 

BrdU (bromodeoxiuridina), que marca células na fase S do ciclo mitótico, e beta-3-tubulina, 

que marca neurônios diferenciados, revelou complementaridade entres estes, sugerindo que 

Scrt1 é expresso apenas em células pós-mitóticas que ainda não atingiram a diferenciação 

tardia (Nakakura et al., 2001a). Em um novo trabalho realizado com embriões de 

camundongo, uma análise com hibridação in situ ampliou o conhecimento acerca dos locais 

onde há expressão de Scrt, ao mostrar que ambos os parálogos Scrt1 e Scrt2 são de fato 

fatores neuro-específicos expressos tanto no sistema nervoso do embrião quanto em sítios 

específicos do cérebro adulto. Na medula espinhal do embrião, Scrt1/2 não são expressos na 

região central do tubo, contribuindo com a noção de que são expressos apenas após o egresso 

do ciclo celular. De fato, sua expressão não coincide com a de PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen), um antígeno específico de células mitoticamente ativas. Particularmente, Scrt2 

parece estar ausente da região onde se formam os interneurônios V2, causando uma 

descontinuidade em seu campo de expressão (Marín, Nieto, 2006). 

O primeiro ensaio funcional com Scrt em células de vertebrados foi realizado com 

linhagens em cultura e sugeriu que Scrt1 é capaz de promover a diferenciação neural de 

células P19 (Nakakura et al., 2001b). Trabalhos subsequentes analisaram a função de Scrt2 na 

medula espinhal de zebrafish e no córtex de camundongo. Os ensaios funcionais realizados 

em zebrafish revelaram que Scrt2 é importante para a sobrevivência e inibição do estado 

proliferativo em precursores neurais pós-mitóticos da medula espinhal. Nestes trabalhos, 

injeções com RNA antisenso para Scrt2 aumentaram a morte celular, tanto em células 

transfectadas quanto em células vizinhas, e induziram a proliferação ectópica de neurônios 

em diferenciação que expressam Islet1 e HuC/D, aparentemente por meio da ativação indireta 

de p57 (CDKN1C), um inibidor de quinases dependente de ciclina que impede o reinício do 

ciclo celular (Rodríguez-Aznar, Nieto, 2011; Rodríguez-Aznar et al., 2013). Os estudos 

realizados no córtex de camundongo não detectaram efeitos de Scrt1/2 sobre os níveis de 
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morte celular e proliferação após sua superexpressão ou inibição por shRNAs (short hairpin 

RNAs). Contudo, estas interferências causaram defeitos na migração de progenitores neurais 

para as camadas corticais externas. Estes trabalhos apontaram E-caderina e RND2, uma 

proteína que se liga a GTP e regula a função de Ngn2 sobre a migração neural (Heng et al., 

2008), como potenciais alvos da atividade repressora de Scrt2 (Itoh et al., 2013; Paul et al., 

2014). 

Os genes da família Scrt são relacionados evolutivamente aos genes da família Snail, 

com a qual formam a superfamília Snail de fatores de transcrição (Manzanares et al., 2001). 

Os membros desta superfamília codificam proteínas que possuem um domínio amino-

terminal chamado SNAG (Snail-Gfi) formado por nove aminoácidos, presente também nas 

oncoproteínas Gfi (Growth Factor Independent), e quatro a seis domínios zinc-fingers do tipo 

C2H2 na sua porção terminal, responsáveis pela ligação ao DNA. Além disso, os fatores Scratch 

possuem um domínio homônimo exclusivo, não encontrado nos membros da família Snail (Fig. 

2; Nieto, 2002). O domínio SNAG parece ser importante para a atividade de repressão e 

localização celular tanto nas proteínas Gfi quanto nas proteínas Snail (Batlle et al., 2000; 

Grimes et al., 1996; Hemavathy et al., 2000; Kataoka et al., 2000), porém um estudo realizado 

com células em cultura não foi capaz de confirmar sua importância para a atividade repressora 

de Scrt1 (Nakakura et al., 2001b). A importância do domínio SCRATCH é desconhecida, sendo 

possivelmente uma característica que confere aos fatores Scrt a propriedade de se ligar a 

parceiros específicos. Além de se ligar ao DNA, alguns trabalhos demonstraram também que 

os zinc-fingers possuem sinais de localização nuclear (Mingot et al., 2009; Nakakura et al., 

2001a). Diversos estudos levantaram evidências de que os zinc-fingers de Snail e Scrt se ligam 

Figura 2. A superfamília Snail de fatores de transcrição. Os fatores de transcrição da superfamília Snail são divididos nas 
famílias Scratch e Snail e possuem um domínio SNAG na região N-terminal e quatro a seis zinc-fingers na região C-terminal, 
além de domínios exclusivos das proteínas Scratch e Snail2 (Slug). Retirado de Vieceli, 2009 baseado em Nieto, 2002. 
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primariamente a sequências E-box (CANNTG) no DNA (Mauhin et al., 1993; Nakakura et al., 

2001a; Paul et al., 2014; Rodríguez-Aznar, Nieto, 2011; Thellmann et al., 2003). No entanto, 

um estudo detalhado realizado com CES-1 sugeriu que, na verdade, a sequência 

preferencialmente reconhecida pelos fatores Scrt e Snail é uma versão modificada do E-box. 

Esta sequência, mais extensa que o E-box tradicional e apresentando variações preferenciais, 

foi chamada pelos autores de CES-box (CMACAGGTK) (Reece-Hoyes et al., 2009). 

Interessantemente, fatores bHLH, dos quais vários também são expressos durante o 

desenvolvimento precoce da medula espinhal (ver seção 1.1), também reconhecem 

sequências E-box, sugerindo que em algumas instâncias Scrt pode compartilhar alvos com 

fatores desta família. Interessantemente, fatores bHLH proneurais também regulam a saída 

do ciclo celular e a migração de precursores neurais (Garcia-Dominguez et al., 2003; Heng et 

al., 2008), o que, em conjunto com os dados obtidos para os fatores Scrt, sugere que a 

competição entre fatores Scrt e do tipo bHLH por elementos regulatórios que controlam alvos 

comuns pode ser importante para a regulação correta destes processos durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso. De fato, invariavelmente os estudos que avaliaram uma 

possível interação entre Scrt e fatores bHLH sobre promotores potencialmente 

compartilhados encontraram evidências de que a presença de Scrt pode interferir com a 

atividade de fatores bHLH sobre alvos em comum (Nakakura et al., 2001a, 2001b; Paul et al., 

2014; Reece-Hoyes et al., 2009; Roark et al., 1995). Por exemplo, Scrt1 foi capaz de reprimir a 

ativação de um promotor contendo múltiplos sítios E-box pelo fator bHLH Ash1 (Achaete-

Scute Homolog 1) e Scrt2 teve o mesmo efeito sobre um promotor ativado por Ngn2 também 

caracterizado pela presença de sequências E-box (Nakakura et al., 2001a; Paul et al., 2014). 

Ainda outras evidências desta interação foram obtidas em C. elegans, onde CES-1 compete 

com o heterodímero HLH2/HLH3 para regular a transcrição do gene pró-apoptótico egl-1 

(Thellmann et al., 2003). Interessantemente, no único caso reportado de um fator Scrt agindo 

como ativador, Reece-Hoyes e colaboradores identificaram que esta atividade é 

potencializada pela ação conjunta de HLH-6 (Reece-Hoyes et al., 2009). Em conclusão, existem 

alvos que são reprimidos por scrt/CES-1 e ativados por fatores bHLH e também alvos que 

podem ser ativados tanto por scrt/CES-1 quanto por fatores bHLH, sugerindo que a atuação 

de scrt/CES-1 depende de contexto celular. 
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1.3 Estudos de expressão diferencial com RNA-Seq 

O entendimento dos processos celulares que ocorrem durante o desenvolvimento 

passa pela identificação de fatores moleculares que caracterizam determinadas populações e 

pelo estudo de seus efeitos sobre a expressão de outros genes. Assim, tanto estudos 

descritivos quanto a análise de fenótipos causados pela manipulação gênica requerem o uso 

técnicas que permitam uma avaliação de níveis de expressão gênica. Técnicas clássicas, como 

imunomarcação e hibridação in situ, permitem a visualização de diferenças grandes na 

expressão de um gene/proteína candidato, conferindo informação espacial, mas não 

quantitativa (Acloque et al., 2008). Já o uso de qPCR permite a análise quantitativa de um 

número maior de genes com uma mesma amostra. Porém, este tipo de medição, obtida 

indiretamente com base na diferença do número de ciclos necessários para a amplificação de 

um gene em determinada amostra, está sujeita à adoção de critérios rigorosos para a 

obtenção de amostras e desenho de primers para garantir a sensibilidade do método (Pfaffl, 

2001). 

O uso de microarranjos, onde sondas para milhares de genes são distribuídas em um 

chip para a comparação de perfis de expressão em diferentes amostras, permitiu um enorme 

aumento na quantidade de informação que pode ser extraída de um único experimento 

(Olivera-Martínez et al., 2014). Neste tipo de experimento, a quantificação da expressão 

gênica é feita de forma relativa, onde o perfil do sinal fluorescente de uma amostra é 

comparado ao de outra. Isto significa, também, que a medição é indireta, uma vez que a 

quantidade de expressão de um determinado gene é derivada da intensidade de fluorescência 

emitida e não de um número absoluto de transcritos. Apesar de ter sido utilizada com 

bastante sucesso em várias publicações e projetos, esta tecnologia apresenta limitações 

inerentes. Primeiramente, por ser uma mensuração indireta por fluorescência, existe 

saturação do sinal para genes que são altamente expressos. Além disto, os dados provenientes 

de genes de baixa representatividade, ou seja, com níveis reduzidos de expressão, podem ser 

eliminados durante o processamento de redução de ruído do sinal. Além disso, o repertório 

de genes averiguados é limitado pelas sondas presentes no chip utilizado. Em outras palavras, 

a possibilidade de descoberta de genes novos ou isoformas resultantes de processamento 

alternativo é limitada com o uso de microarranjos (Marioni et al., 2008). 
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Avanços tecnológicos recentes hoje permitem o sequenciamento rápido e simultâneo 

de centenas de milhões de moléculas de DNA a um custo bastante reduzido, também 

conhecido como sequenciamento de nova-geração. Esta tecnologia foi adaptada para estudos 

transcriptômicos com o desenvolvimento de técnicas para o sequenciamento indireto de RNA, 

conhecidas em conjunto como RNA-Seq (Cloonan et al., 2008; Mardis, 2008; Mortazavi et al., 

2008; Nagalakshimi et al., 2008). Neste tipo de análise, dezenas de milhões de moléculas de 

uma amostra de cDNA são sequenciadas e, em seguida, as leituras obtidas são associadas a 

genes individuais, permitindo a obtenção de uma representação digital do transcriptoma. Em 

outras palavras, com RNA-Seq é possível observar a frequência de determinado transcrito em 

uma amostra sem a necessidade de qualquer normalização além da simples correção pelo 

número de total leituras obtidas em cada amostra. Em comparação aos microarranjos, a 

técnica de RNA-Seq tem se mostrado mais precisa em função das vantagens conferidas por 

sua natureza digital, e vem rapidamente substituindo o uso de microarranjos (Marioni et al., 

2008). Além disso, com dados obtidos por RNA-Seq é possível detectar junções exon-exon, 

permitindo também a caracterização de isoformas (Trapnell et al., 2012). 

No procedimento utilizado para a obtenção de dados por RNA-Seq na plataforma 

Illumina, a mais amplamente utilizada atualmente, o RNA primeiramente é extraído, 

fragmentado e convertido em cDNA (Wilhelm, Landry, 2009). Em seguida, o cDNA é ligado a 

adaptadores de DNA fixam as o cDNA por hibridação a um substrato sólido, onde se dará o 

sequenciamento. Para isto, o substrato é recoberto por pequenas moléculas de DNA com 

sequência complementar à dos adaptadores. Doravante, as moléculas imobilizadas são 

amplificadas por PCR para gerar agrupamentos de aproximadamente 1000 clones. 

Finalmente, os agrupamentos derivados de cada molécula imobilizada são sequenciados por 

síntese simultaneamente (Fig. 3A). A cada ciclo de incorporação de nucleotídeos durante o 

sequenciamento, uma câmera de alta resolução detecta o último nucleotídeo incorporado em 

cada agrupamento, identificado por sua fluorescência. Ao final, as imagens obtidas a cada ciclo 

são usadas para determinação da sequência de cada agrupamento, derivado originalmente 

de uma única molécula imobilizada (Fig. 3B; Mardis, 2008). Os instrumentos Illumina HiSeq 

podem de 100 a 200 milhões de sequências derivadas moléculas de DNA distintas em cada 

um dos 12 compartimentos da célula de sequenciamento. Esta quantidade de moléculas 

sequenciadas provê um número de leituras, ou profundidade de sequenciamento, bem maior 
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do que o necessário para a obtenção de um transcriptoma com informação suficiente para 

determinar a expressão da maioria dos genes (Wang et al., 2011). Por esse motivo, na maioria 

das vezes amostras diferentes são marcadas com adaptadores que contêm códigos de barra 

de 6 nucleotídeos e então sequenciadas em um mesmo compartimento. Nestes casos, após 

uma análise inicial, os dados pertencentes a cada amostra podem ser separados pela 

identificação do código de barras presente em cada leitura.  

Os dados de RNA-Seq são providos na forma de arquivos do tipo FASTQ, que possuem 

milhões de leituras derivadas de moléculas distintas e valores qualitativos associados a cada 

base sequenciada (Cock et al., 2010). Para a análise dos dados, os arquivos derivados de cada 

amostra são primeiramente processados para remover sequências-controle da plataforma, 

sequências com baixa qualidade e porções de sequências derivadas dos adaptadores 

 

1 Imagens apresentadas por Harold Swerdlow no curso Next-Generation Sequencing realizado em outubro de 
2011 no Wellcome Trust Genome Campus em Hinxton, Reino Unido. 

Figura 3. Sequenciamento na plataforma Illumina. (A) A biblioteca é hibridada ao substrato pela sequência P5 e uma cópia 
é sintetizada. Essa cópia é amplificada em pontes para formar clusters de 1000 moléculas que em seguida são linearizadas 
em P5, hibridadas a um iniciador e sequenciadas. (B) A síntese na presença de nucleotídeos cuja fluorescência específica é 
detectada e removida a cada ciclo permite a determinação da sequência de cada molécula que hibridou e gerou um cluster 
na célula de sequenciamento. Adaptado de Harold Swerdlow (comunicação pessoal)1. 
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(Blankenberg et al., 2010). Em seguida, as leituras são mapeadas por alinhamento ao genoma 

de referência. Finalmente, o mapeamento permite a montagem de um transcriptoma previsto 

e a associação de valores de níveis de expressão a cada gene identificado, o que, por sua vez, 

permite a comparação de amostras originárias de condições distintas para a identificação de 

genes diferencialmente expressos (Kim et al., 2013; Trapnell et al., 2010, 2012). 

  



 

 

CAPÍTULO 5 – CONCLUSÃO 

Neste trabalho nós caracterizamos em detalhe a expressão do fator de transcrição 

Scrt2 durante o desenvolvimento inicial da medula espinhal no embrião de galinha. Além 

disso, usamos formas alteradas de Scrt2 para estudar seus efeitos sobre o desenvolvimento 

inicial do tubo neural posterior. Além de analisar nossos experimentos com métodos de 

marcação para produtos de genes candidatos, realizamos também uma análise dos fenótipos 

resultantes com RNA-Seq, onde sequenciamento de DNA em larga escala é usado estimar 

níveis de expressão em uma amostra de RNA. Por fim, usamos RNA-Seq também para 

caracterizar o transcriptoma do tubo neural posterior em dois estádios de desenvolvimento, 

provendo uma base de dados qualitativos e quantitativos da expressão gênica durante a 

formação inicial da medula espinhal. 

Nossos resultados mostraram que, como em outras espécies, também em galinha a 

expressão de Scrt2 é específica de tecidos neurais e está presente no tubo neural, GRDs e 

gânglios craniais em formação. No tubo neural, essa expressão está associada a populações 

pós-mitóticas em estádios iniciais de diferenciação neural. Além disso, mostramos que Scrt2 

é expresso em conjunto com os fatores de transcrição bHLH Ngn2 e NeuroM. Considerando 

que fatores Scrt e bHLH competem por sítios E-box em alvos comuns, nossos resultados 

levantam a possibilidade de Scrt2 module a atividade de Ngn2 e NeuroM quando presentes 

na mesma célula. Em conjunto, os resultados obtidos contribuem para a ideia de que os 

fatores Scrt atuam no início da diferenciação neural. 

A análise dos transcriptomas de tubos neurais eletroporados revelou apenas 

diferenças sutis em um pequeno número de genes. Acreditamos que isto se deu, 

principalmente, pela dificuldade de conseguir um alto nível de transfecção para todos os 

embriões usados, um problema comum em eletroporações do tubo neural já fechado. Assim, 

desencorajamos o uso de RNA-Seq para análise de experimentos com tecidos ou células que 

não podem ser transfectados com alta eficiência. Por outro lado, a comparação dos 

transcriptomas de tubos neurais em estádios distintos detectou diferenças significativas em 

até um terço dos genes, demonstrando a alta sensibilidade conseguida com o uso de RNA-

Seq. Estes resultados não foram surpreendentes, visto que as amostras usadas eram 
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compostas por células bastante distintas. Mesmo assim, procedimentos melhorados que 

permitam o uso de RNA-Seq com amostras reduzidas ou em condições onde as células 

comparadas possuem diferenças sutis são importantes, e muitos avanços foram feitos 

recentemente. Por exemplo, a purificação de células previamente à extração do RNA é uma 

solução possível para enriquecer a população desejada na amostra, mas este procedimento 

na maioria das vezes expõe o RNA à degradação. Além disso, novos métodos que permitem o 

sequenciamento de transcriptoma a partir de amostras muito pequenas ou células únicas 

foram descritos recentemente. Por exemplo, a aplicação deste tipo de procedimento em 

estudos com embriões de galinha pode eliminar a necessidade de que experimentos difíceis 

tenham que ser realizados com uma grande quantidade de indivíduos, tendo o potencial de 

viabilizar experimentos antes inviáveis. 

Apesar de não termos detectado diferenças óbvias após manipular embriões com 

formas alteradas de Scrt2, usamos os dados obtidos com tubos neurais selvagens para 

investigar a expressão de outros fatores de transcrição no desenvolvimento inicial da medula 

espinhal. Verificamos em nossos dados uma grande lista de fatores de transcrição 

enriquecidos nos momentos iniciais da neurogênese e diferenciação neural, concordando com 

extensa reorganização da expressão gênica que acompanha este processo. Notamos também 

que a maior parte destes fatores inicialmente enriquecidos é reprimida com o progresso da 

diferenciação, sugerindo uma substituição intensa das proteínas que controlam a expressão 

gênica. Usamos nossos dados também para identificar potenciais novos fatores que regulam 

a diferenciação, para dois dos quais validamos os resultados com hibridações in situ. Assim, 

acreditamos que os dados que gerados em nossa análise têm um grande potencial de 

contribuir com novas informações acerca do desenvolvimento do sistema nervoso. 
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