SAUDE

AS FUNCOES DE FORMINAS, KLF6, TUSC3, CYP11Al E FOXN1 NO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO: CONEXOES IMPROVAVEIS,
MAS POSSIVEIS. UMA REVISAO DA LITERATURA

THE ROLES OF FORMINS, KLF6, TUSC3, CYP11A1, AND FOXN1 IN
EMBRYONIC DEVELOPMENT: UNLIKELY BUT POSSIBLE
CONNECTIONS. A LITERATURE REVIEW

Beatriz Cubero Freitas; Guilherme Vannucchi Portari; Claudio Roberto Simon

Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Rua Vigéario Carlos, 100. Uberaba/MG, CEP 38025-
350 claudio.simon@uftm.edu.br

RESUMO

Durante o desenvolvimento animal, diversos genes agem em “circuitos” que evoluiram e tornaram-
se indispensaveis para os diferentes processos do desenvolvimento embrionario. As distintas
funcdes génicas na embriogénese tém sido identificadas por diversas técnicas experimentais in
vivo, ex vivo e in silico. Muitas vezes sdo laboriosas, de alto custo e as vezes limitadas na
identificacdo de interagdes de proteinas com estruturas moleculares distintas. Identificar novos
“circuitos” formados por genes e proteinas de caracteristicas diversas e ferramenta valiosa para
melhor compreensdo do desenvolvimento embrionéario normal e disfuncional. Neste trabalho,
através de uma revisao narrativa da literatura, visou-se a identificacdo de possiveis relac6es entre:
os genes codificadores de membros da familia de proteinas forminas e também dos genes: TUSC3,
KLF6, CYP11Al e FOXN1 com a embriogénese animal. A extensa, variada e evolutivamente
conservada familia de forminas codifica proteinas reguladoras do citoesqueleto, envolvidas em
varios processos do desenvolvimento. TUSC3 uma proteina do complexo Oligossacariltransferase,
atua na N-glicosilacdo, na supressdao tumoral e também na maturacdo sexual. O gene KLF6
(Kruppel Like Factor 6) codifica uma proteina nuclear com dominios dedos-de-zinco, que regulam
maltiplos genes. A proteina codificada por CYP11A1 faz parte da membrana mitocondrial interna
e atua na esteroidogénese e espermatogénese, enquanto o gene FOXN1, é expresso principalmente
em células epiteliais do timo e da pele com distintas funcdes. A analise dos artigos selecionados
evidencia a participacdo desses genes em uma grande variedade de processos do desenvolvimento
animal e em diferentes espécies animais. Forminas e KLF6 atuam em processos similares de
desenvolvimento e podem eventualmente interagir. CYP11A1 também atua similarmente a KLF6
e forminas em menor grau. TUSC3 e FOXNL, a despeito de seus papeis fundamentais, atuam no
desenvolvimento animal em contextos mais especificos. A investigacdo experimental dessas
possiveis interacbes deve contribuir para o melhor entendimento de suas fungbes no
desenvolvimento, nos processos comuns do desenvolvimento animal aqui apontadas.
PALAVRAS-CHAVE: embriogénese animal, circuitos genéticos, funcéo génica

ABSTRACT
During animal development, several genes act in “circuits” that have evolved and become
indispensable for the different processes of embryonic development. The distinct gene functions in
embryogenesis have been identified by several experimental techniques such as: in vivo, ex vivo
and in silico. They are often laborious, expensive, and sometimes limited in identifying interactions
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between proteins with distinct molecular structures. Identifying new “circuits” formed by genes
and proteins with diverse characteristics is a valuable tool for better understanding normal and
dysfunctional embryonic development. In this work, through a narrative review of the literature,
we aimed to identify possible relationships amongst the genes encoding members of the formin
family of proteins and also the genes: TUSC3, KLF6, CYP11A1, and FOXN1 and the animal
embryogenesis. The extensive, varied and evolutionarily conserved family of formins encodes
cytoskeletal regulatory proteins involved in several developmental processes. TUSC3, a protein of
the Oligosaccharyltransferase complex, acts in N-glycosylation, tumor suppression and also in
sexual maturation. The KLF6 gene (Kruppel Like Factor 6) encodes a nuclear protein with zinc
finger domains, which regulate multiple genes. The protein encoded by CYP11A1 is part of the
inner mitochondrial membrane and acts in steroidogenesis and spermatogenesis, while the FOXN1
gene is expressed mainly in epithelial cells of the thymus and skin with distinct functions. The
analysis of the selected articles shows the participation of these genes in a wide variety of processes
of animal development and in different animal species. Formins and KLF6 act in similar
developmental processes and may eventually interact. CYP11A1 also shares similar actions to
KLF6 and formins to a lesser extent. TUSC3 and FOXNL1, despite their fundamental roles, act in
animal development in more specific contexts. Experimental investigation of these possible
interactions should contribute to a better understanding of their functions in development, in the
common processes of animal development highlighted here.

KEYWORDS: animal embryogenesis, genetic circuits, gene function

INTRODUCAO

O desenvolvimento animal ¢ um processo bioldgico complexo baseado na utilizacdo
alternativa do genoma das células embrionarias sob influéncia, tanto de sinais maternos quanto de
sinais do microambiente embrionario que modulam as respostas celulares e promovem a
diferenciagdo e morfogénese das estruturas organicas. Na evolucdo da biodiversidade terrestre,
conservou-se, modulou-se ou modificou-se 0s mecanismos basicos do desenvolvimento,
possibilitando que novas estruturas surgissem, se modificassem ou se adaptassem!. Tais
mecanismos sdao regidos por conjuntos de genes que agem como um “intrincado circuito de
informacdes” que coordenam a formagao das estruturas do corpo. Um exemplo claro sdo os 0ssos
do créanio, os quais variam grandemente em tamanho e forma de espécie para espécie, porém as
estruturas Gsseas desempenham funcdes similares?. Na era pds-genémica foi possivel estabelecer
uma infinidade desses circuitos (ou clusters) génicos e relaciona-los aos mais variados processos
de desenvolvimento e consequentemente as suas disfungdes. Conhecer esses circuitos génicos
torna-se fundamental para o entendimento da embriogénese das diferentes estruturas animais e de
suas variacOes. A despeito dos grandes avangos, muitos outros destes circuitos ainda sé&o

desconhecidos, principalmente se compostos por genes que codificam proteinas muito distintas
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estruturalmente, ou ainda, que ndo interajam diretamente, ou que sejam hierarquicamente distantes
numa cadeia de ativacdo ou ainda, ndo investigados no contexto de atuacdo na embriogénese
animal. Incontaveis estudos de transcriptdmica, protedmica, mutagénese, crosslink e analises em
hightroughput sdo as principais ferramentas na deteccdo das relacGes entre genes e revelaram
muitos dos circuitos génicos conhecidos nos diferentes processos bioldgicos. Porém, sdo
laboriosos, de custo elevado e demonstram correlagdes especificas dentro de um determinado
processo celular, necessitando de experimentacdo especifica para cada animal e contexto do
desenvolvimento, criando dificuldades para o entendimento de suas atividades na embriogénese
animal.

Neste estudo, hipotetizou-se, se alguns genes de interesse de nosso grupo de pesquisa: 0S
genes codificadores da familia de Forminas e dos genes TUSC3; KLF6; FOXnl e CYP11A1,
atuariam num possivel circuito génico ativo em processos do desenvolvimento animal, mesmo
tendo seus produtos tao diversos em estrutura e funcdes moleculares.

As forminas comp8em uma vasta familia de genes, evolutivamente conservados desde
leveduras até mamiferos placentarios, totalizando cerca de 9 subtipos®. Seus produtos s3o proteinas
grandes (>1000 a.a.), diméricas e com multiplos dominios que participam de variados processos e
estruturas subcelulares. Participam ativamente da polimerizagdo e remodelamento dindmicos do
citoesqueleto de actina regulando a polimerizacdo de dimeros de actina instaveis pelo seu dominio
assinatura FH2. As proteinas forminas atuam na formacao e dinamica de diversas especializacbes
de membranas celulares como anéis contrateis, filopddios, fibras de stress, “feixes” de actina
polarizados, juncdes de adesio, posicionamento nuclear, entre inimeras outras fun¢oes*”.

O gene de TUSC3 (Tumor suppressor candidate 3) codifica uma proteina que faz parte do
complexo oligossacarideos transferase, que além de atuar na N-glicosilacdo de proteinas,
desempenha diversas funcbes bioldgicas. Seu produto localiza-se no reticulo endoplasmatico e
interage com a Proteina Fosfatase 1 (PPPC1A) atuando no sistema de transporte dos ions (Mg 2*),
cujo papel é importante na aprendizagem e memoria®?’. Demonstrou-se que TUSC3 possui fungéo
onco-supressora, uma vez que mutacdes em TUSC3 contribuem para a transformacao celular
maligna em canceres ovarianos, pancreaticos e glioblastoma®® além de estar relacionada com a
deficiéncia mental ndo-sindrémica autossémica recessiva.

O gene KLF6 (Kruppel Like Factor 6) codifica uma proteina “ligante de DNA”, com

dominios “dedo-de-zinco” (zinc-finger), que atua como fator de transcri¢cdo nuclear, com afinidade
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a “elementos” ricos em guanina nas regides promotoras de multiplos genes alvo e tem sido
relacionada a supressdo de tumores, sobrevivéncia e morte celulares em diferentes processos
bioldgicos™.

O gene codificador da enzima CYP11A1 e o gene Foxnl (Forkhead box N1) sdo outros dois
genes, para 0s quais, pretendeu-se identificar possiveis intera¢cbes durante o desenvolvimento
animal. A proteina CYP11Al localiza-se na membrana mitocondrial interna e participa
canonicamente dos processos de esteroidogénese e espermatogénese!!. Mutagdes em CYP11A1
estdo relacionadas as deficiéncias hormonais, prematuridade, feno6tipos de sub androgenizagéo
completa e insuficiéncia adrenal'>3,

FOXN1, é um gene membro da familia de proteinas FOX de fatores de transcricdo pois
contém o dominio estereotipico forkhead box e atua na proliferacdo, diferenciacdo e senescéncia
celulares. Os principais locais de expressdo de FOXN1 sdo epiderme e timo atuando tanto no
desenvolvimento dessas estruturas quanto no envelhecimento celular e cancer'*%°,

Observou-se, nos produtos desses genes, proteinas de naturezas distintas tanto em suas
estruturas moleculares quanto em processos bioldgicos em que atuam. A expressao destes é distinta
tanto no que tange aos organismos estudados, quanto nos niveis, i.e., teciduais, celulares e
subcelulares. Acredita-se que identificar, na literatura, artigos demonstrando a participacao desses
genes, durante o desenvolvimento animal, em processos comuns ou ndo e, eventuais interagdoes
(diretas ou indiretas, ou ainda a atuagdo em processos comuns do desenvolvimento) podera ampliar
0 entendimento sobre suas funcBes bioldgicas, com potencial utilizacdo para biomarcacdo,
avaliacdo prognostica e idealmente, na terapéutica. Realizou-se uma revisdo narrativa da literatura
com o intuito de identificar estudos demonstrando a participacdo desses genes em processos do
desenvolvimento (embriogénese) animal e se 0s mesmos poderiam interagir formando circuitos

génicos.

METODOLOGIA

Nesta revisdo narrativa, utilizou-se como base de dados o MEDLINE (Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online) através de buscas na plataforma PubMed, utilizando o termo
“development”, combinado com o nome dos genes TUSC3, KLF6, CYP11Al, FOXN1”,

individualmente. No caso da familia de proteinas forminas, devido ao grande nimero de
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subfamilias, nomes, siglas e apelidos, optou-se por utilizar o termo “formin” para incluir as
proteinas com os dominios estereotipicos presentes nesta grande variedade de proteinas. Nas
buscas ndo houve filtragem temporal e os critérios de inclusdo de artigos foram: (1) com dados
originais, (2) artigos publicados em inglés, espanhol e portugués e (3) artigos relacionados com
desenvolvimento embrionario animal, utilzou-se como critérios de exclusdo (1) artigos de revisao
e relatos de casos, (2) artigos com texto completo indisponivel, (3) artigos que ndo se adequarem
aos critérios de inclusdo e (4) artigos referentes a plantas (Figura 1A). Leu-se 0S resumos para
triagem e removeu-se as duplicatas. Analisou-se criticamente os artigos remanescentes avaliando-
se 0s seguintes critérios: Qual a espécie estudada; Qual(is) érgdo/tecido/célula era objeto de
estudo; Qual o processo embrionério em que o gene foi estudado; Disponibilidade de dados de
expressdo do gene em processos do desenvolvimento e participacdo desses genes em vias de
sinalizagdo. No critério “processo embrionario”, os dados foram categorizados em:
(i)Embriogénese geral, (ii)Organogénese, (iii)Anexos Embrionarios e (iv)Outros.

A partir destes dados, analisou-se as possiveis semelhancas e correlacbes entre esses genes

no desenvolvimento animal e se constituem um potencial circuito génico.

Figura 1. A) Fluxograma da metodologia de buscas, triagem e selecdo dos estudos. B) Distribuicao
de artigos selecionados por gene estudado apos a aplicacdo dos critérios de exclusdo/inclusao.
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RESULTADOS

As buscas, apds triagem conforme os critérios (Figura 1A), resultaram em 116 artigos para
analise critica (6,63% do total de 1750 artigos). A distribuicdo destes artigos, por gene de interesse,
pode ser observada na Figura 1B. Apenas um artigo foi selecionado acerca de fungéo do gene
TUSC3 (~0,9%) no desenvolvimento animal, discutido adiante!®. 11 artigos (9,5%) mostram a
atuacdo de KLF6 em processos relacionados ao desenvolvimento animal, como por exemplo, a sua
expressdo durante o desenvolvimento do cristalino e da cérnea em camundongos®’. Do gene
FOXN1, 24 artigos foram selecionados (20,6%), em um destes'® demonstra-se o papel do gene
FOXN1 no desenvolvimento do timo, além de sua participacdo na formacao de anexos cutaneos.
O maior numero de artigos selecionados aborda a atuacdo das forminas no desenvolvimento
embrionario correspondendo a 56 % dos titulos selecionados, devendo-se, em parte, a sua notdria
participacdo em processos celulares, como a migracdo e diferenciacdo celular e também em
processos morfogenéticos. Quinze (15) artigos, representando 12,9%, abordaram funcbes de
CYP11A1, em sua maioria, relacionando-se ao desenvolvimento gonadal, como o artigo de LIANG
et al.’®, que demonstra a fungio de CYP11A1 na diferenciacio e desenvolvimento das gonadas do
peixe linguado. Analisou-se a distribuicdo dos artigos selecionados por espécies animais utilizadas
como modelo/material de estudo. A Figura 2 mostra, em escala comparativa e proporcional, a
representatividade dos modelos experimentais mais utilizados nos estudos. A maioria utilizou
roedores (murinos), principalmente camundongos (cerca de 34,7% do total para os genes avaliados
em conjunto). Estudos com a “mosca da fruta” (drosoéfila, um organismo modelo de estudos),
representam 14,65% dos artigos selecionados, enquanto os insetos em geral representam cerca de
18,6% dos estudos. 11% dos artigos utilizaram peixes como modelo animal e os estudos com seres
humanos e aves ndo representaram mais do que cerca de 7% dos artigos selecionados. E notavel a
grande variedade de estudos utilizando outros e variados organismos, todos agrupados na categoria
“outros” (28,8%).
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Figura 2. Representacdo, em escala, da proporgéo de artigos por organismo utilizado como modelo
experimental. O tamanho é a conversdo em unidade arbitraria mantendo a proporcéo do nimero de
titulos selecionados. Roedores e insetos foram os modelos mais utilizados nos estudos
selecionados, seguidos por peixes, seres humanos e aves, sem distingdo por gene de interesse.

—

Ainda, com relacao a utilizacdo de modelos experimentais, segregou-se 0s artigos por gene
de interesse (Figura 2). No caso dos genes FOXN1, KLF6 e codificadores de forminas a maioria
dos estudos foi realizada em roedores representando 71,4%, 55,6% e 29,2% respectivamente.
CYP11A1 é amplamente estudado em diferentes espécies e em peixes, ambos na ordem aproximada
de 35,7% dos estudos realizados. Os insetos, principalmente as drosofilas, foram significantemente
utilizados como modelos para estudo das func¢des de forminas e KLF6 no desenvolvimento, sendo
26,2% e 22,2% dos estudos utilizaram os insetos. Em peixes, apenas um estudo, em Danio rerio
(F. Hamilton, 1822), também conhecido como paulistinha, peixe-zebra ou zebrafish aborda funcdes
de TUSC3 na embriogénese, 12,30 % aborda funcbes de forminas e 35,7 % a participacdo de
CYP11A1 no desenvolvimento. Varios organismos ndo-modelo, foram utilizados nos artigos
selecionados e sua distribuicdo por genes é variavel, dentre eles pode-se destacar: Nilaparvata
lugens (Hemiptera; Delphacidae, cigarrinha marrom do arroz); Dictyostelium (Amoebozoa;
Dictyostelium); cabras (Capra aegagrus hircus); Neurospora crassa (Fungi); Lymnaea stagnalis
(molusco gastropoda); Caenorhabditis elegans (nematdide); Schizosaccharomyces pombe
(levedura de fissdo); Pejerrey (Odontesthes bonariensis, peixe prateado).

Em seguida, visando-se a identificacdo de possiveis correlacdes entre os genes na
embriogénese, buscou-se nos artigos as informagdes referentes aos critérios descritos na
metodologia, para cada gene, e os resultados sdo apresentados nas se¢des a seguir.

FOXN1 (FORKHEAD BOX PROTEIN N1): “..A FLOR DA PELE...”

Nas analises dos 26 artigos selecionados sobre FOXnl, demonstrou-se que seu produto
participa essencialmente da embriogénese de estruturas cutaneas e do timo (Figura 3B)
principalmente com fungdes na embriogénese das células epiteliais timicas (“TECs”)'® 2926 na

timopoiese e no desenvolvimento de tecidos epiteliais extra-timicos?’=°. Mufioz et al.3* demonstrou
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sua expressdo durante a diferenciacdo entre regioes medulares e corticais do timo e na morfogénese
e manutencdo da microestrutura 3D do timo32. FOXn1 também participa da embriogénese das
estruturas cutaneas como unhas®, foliculos pilosos e penas de aves®*¢, FOXN1 participa ainda,
da morfogénese inicial do terceiro arco faringeo e da organogénese da paratireoide em
camundongos®®. A maioria desses estudos foi realizada em roedores principalmente camundongos
representando 66,6% dos artigos de FOXN1 selecionados (Figura 3A), entretanto, existem estudos
utilizando-se de outros modelos animais, tais como seres humanos, galinha, cabras e anfibios
(Xenopus laevis).

Com relacdo a analises de perfis de expressio de FOXnl, em processos do
desenvolvimento, existem evidéncias tanto qualitativas quanto quantitativas da sua expressao
durante a diferenciacdo do timo e de foliculos pilosos, unhas e penas como comentado acima.
FOXn1 é expresso durante o desenvolvimento inicial de foliculos pilosos de ovelhas®, durante a
formacao de 13 de cabras caxemiras*®® | além de sua expressdo na diferenciacio inicial e terminal
de queratindcitos®2® com uma regulago diferencial no leito ungueal®*3®3"., Sua expresséo durante
0 desenvolvimento do timo e diferenciacdo das células epiteliais timicas (TECs) regula dois
componentes da maquinaria de replicacdo destas células, 0 mcm2 e Cdca7 demonstrando que
Foxnl atua na interacdo entre as TECs e células T durante a timopoiese formando um eixo
juntamente com mcm22t em zebrafish. Atua, tanto no desenvolvimento quanto na involugéo do
timo em camundongos?%?2233241 ' Em Xenopus, sua expresso esta restrita as TECs, diferentemente
de outras espécies, nas quais sua expressio também foi detectada nas bolsas faringeas*.

Com relacgdo a participacdo de FOXn1 em vias de sinalizacdo celular, os artigos de Swann
et al.?® e Zhang et al.** demonstraram a relagdo de FOXn1 com a via BMP, Delta/ Notch e das
GTPases Rho e CDC-42. MA D et al.?! mostra que FOXn1 forma um eixo genético regulatério do
desenvolvimento do timo com mcm-2. Em conjunto, esses artigos evidenciam que FOXnl é
regulado por vias candnicas do desenvolvimento embrionario e organogénese (WNT, TGF-B, FGF,
Hedgehog, NOTCH e BMP*#3 e devem ser investigadas suas condigdes hierarquicas em cada

processo nos diferentes animais em que atua.
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Figura 3. A) Modelos animais, em escala da proporcéo de estudos com FOXnl. B) FOXnl e sua
participacdo no desenvolvimento do timo e estruturas cutaneas.
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KLF6 (KRUPPEL-LIKE FACTOR 6): “...ANTES TARDE DO QUE NUNCA...”

Com base nas andlises dos artigos selecionados, KLF6 atua tanto na embriogénese inicial
quanto tardia, em diferentes espécies animais (Figura 4), como por exemplo, durante a formagéo
de camadas germinativas, no estabelecimento de eixos corporais de anfibios* na formagdo de
anexos embrionarios®“® de vertebrados e mais tardiamente da organogénese renal em
camundongos®®, na formagdo de estruturas oculares de camundongos e insetos?’°%%! na
morfogénese das asas de drosofilas®® e também na auto-renovacgdo de células tronco®®. Outro
aspecto interessante é que a expressdo de KLF6, € controlada espaco e temporalmente durante a

organogénese de coracéo, pulmdes, rins*4%%2 olhos de Xenopus* e do sistema nervoso central’?

Acta Biologica Brasiliensia, v. 7, n. 2 (2024) I1SSN online 2596-0016 171



de camundongos. Sua expressdo também é necesséria para a formacdo de camadas germinativas
(ectoderma e mesénquima em camundongos) e durante a formagéo do cristalino e corneal’ e no
desenvolvimento hepatico em zebrafish, no qual o ortélogo de KLF6, denominado copeb tem papel
central na hepatogénese e também de derivados de ectoderma no peixe®3.

Na drosdfila, estudos demonstraram que tanto o knockdown quanto a expresséo ectopica do
gene ortdlogo de KLF6, denominado Luna, causam a paralisacdo do desenvolvimento embrionério
em diferentes estagios e perturbam o desenvolvimento do olho composto do inseto, sugerindo que
este seja um determinante transcricional durante o desenvolvimento do inseto®l. Funcio essa
também observada em camundongos nos quais a expressao de KLF6 é determinante para a
morfogénese do cristalino de camundongos.

KLF6 desempenha, ainda, importante papel na embriogénese do aparelho urinério, visto
que sua expressao pode ser observada na formacao dos ductos de Wolff e também em todos os seus
derivados, como, por exemplo, os ductos coletores*.

KLF6 atua na formag&o de anexos embrionérios, como o saco vitelino e placenta, desde a
diferenciacédo de células trofoblasticas até o desenvolvimento tardio placentario como regulador da
expressdo de varios genes alvo**“8, Zhao et al.>® demonstrou seu perfil de expressdo tecido-
especifica em diferentes espécies de vertebrados, como na morfogénese hepatica em camundongos
e zebrafish®,

Em Xenopus laevis (anfibio) detectou-se sua expressdo durante a gastrulacdo e
estabelecimento de eixos*. KLF6 também esta relacionado a formagio de camadas germinativas,
como demonstrado por Weber et al®® onde mutacdes de perda de funcio de KLF6 em drosdfilas

causaram diversos fenotipos defectivos por alteracdes na etapa de celularizago do blastoderme®°.
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Figura 4. A) Modelos animais, em escala da proporcdo de estudos com KLF6. B) KLF6, sua
participacdo na embriogénese inicial e tardia
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CYP11A1 (CYTOCHROME P450 FAMILY 11 SUBFAMILY AMEMBER 1): “...DA SINTESE
DE ESTEROIDES A ORGANOGENESE...”

Os artigos selecionados sobre CYP11A1, em sua maioria, mostram um papel canonico na
organogénese de gbnadas (Figura 5) em diferentes animais como: peixes, aves, bovinos e
ovinos®4054+59 " para além das gonadas, sua expressio também foi detectada durante a
organogénese pulmonar em camundongos, participando ativamente da sintese de glicocorticoides,
com expressdo diferencialmente regulada entre fetos masculinos e femininos. Sua expressdo

também foi detectada durante a embriogénese do encéfalo de codornas, atuando na
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neuroesteroidogénese porém de forma independente do sexo®%%t, CYP11A1 é expresso em células
trofoectodérmicas durante a embriogénese inicial de bovinos e Negron et al.®?, sugerem uma
eventual funcdo biomarcadora nesta populacéo celular.

Os padrées de expressdo do CYP11lAl sdo bastante conhecidos qualitativa e
quantitativamente, principalmente durante a embriogénese de gbnadas e nos processos de
diferenciacdo de gametas, além de sua expressdo nas células sométicas de Leydig e Sertoli nos
testiculos e nos ovarios, nas células foliculares e da teca. Nestas ultimas, com um padrédo espacial
que auxilia na determinac&o dos limites entre medula e cortex ovarianos®>-°¢, em diferentes espécies
animais, com localizacdo subcelular essencialmente citoplasmatica®>*®, Observou-se também
Ssua expressdo na matriz extracelular e no estroma ovariano bovino com padrdo de expressao mais
tardio e num cluster génico envolvido no controle da funcdo folicular‘®. CYP11A1 também é
expresso em trutas monogénicas (trutas arco-iris), e participa da diferenciacdo sexual encefélica e
gonadal®’. Endo D et al.%® demonstrou que a expressdo de CYP11A1 é abundante anteriormente ao
periodo termossensivel de diferenciacdo sexual do réptil Eublepharis macularius (Gecko-

leopardo).
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Figura 5. A) Modelos animais, em escala da proporg¢éo de estudos com CYP11Al. B) CYP11Al,
das gbnadas e gametogénese até a organogénese de diferentes 6rgaos em multiplas espécies.
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TUSC3 (TUMOR SUPPRESSOR CANDIDATE 3): “...0 INFLUXO DE MG?* E A
EMBRIOGENESE DE ZEBRAFISH...”

O Unico artigo selecionado sobre a atuacdo de TUSC3 foi publicado por ZHOU et al.2®.
Utilizando-se de um screening de complementacdo em leveduras, dois genes homologos a
humanos, foram identificados e apresentam cerca de 66% de identidade de a.a., séo eles: 0 MagT1
e 0 TUSC3. Eles sdo os principais reguladores do influxo de Mg?* nas células de zebrafish. Ensaios
de knockdown de MagT1/TUSC3 por RNA de interferéncia (siRNA) em células HEK293T

demonstraram que 0s mesmos agem como transportadores de membrana. Analise transcriptdmica
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revelou que ambos sdo expressos em grande variedade de tecidos e estagios embrionarios do peixe
(Figura 6). O knockdown da expressao utilizando morfolinos das proteinas MagT1 e TUSC3 afetam
a expressdo tanto materna quanto zigética nos embrides de zebrafish indicando papel central de
ambos no desenvolvimento embrionario do peixe. Concluiu-se que ambos atuam cooperativamente
na regulacdo de Mg?* intracelular e tecidual, uma vez que sua ablagéo resulta em parada precoce
do desenvolvimento?.

Figura 6. TUSC3, um transportador de membrana e os impactos de alteracdes de seus padrdes de
expressao no desenvolvimento de zebrafish.
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FORMINAS: “...UMA GRANDE E DIVERSIFICADA FAMILIA ...”

Pode-se comprovar a natureza molecular das forminas e sua interacdo canbnica com o
citoesqueleto, nos artigos selecionados, onde revelou-se a extensa atuacgao delas nos mais variados
processos, espécies, células, tecidos e 6rgdos, a destacar: na epiderme em C. elegans®, septo de
actomiosina em Neurospora crassa®, formagédo de canais anelares (ring canals) na ovogénese de
drosofilas®, rim de Xenopus®’, cérebro (cortex) e neuroeptitélios®®’®, ovarios’’, placenta®’8,
coracdo’®®, apéndices®!, intestino, musculo®, esqueleto®, traqueia®, células endoteliais®*8®,
sarcomeros®-2, células musculares lisas®, fibroblastos®®®, cortex celular®, células endocardicas,
células de Sertoli®>®¢, dentre outros processos variados evidenciando sua importancia para a
embriogénese animal e a necessidade de investigar suas interagdes moleculares em todos esses
contextos. As fungbes das diferentes forminas conforme o modelo animal utilizado sdo

demonstradas na Figura 7 e detalhadas a seguir.
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Figura 7. FuncGes das forminas, em diferentes animais e processos do desenvolvimento.

ANIMAIS FORMINAS FUNCOES
FMN-2; mDIA Maturagio de odcitos
mDIA 1: 3 Organogénese SNC
mDIA 3; FMN2 Espermiogénese
FMN1 Formagio de memebros/ BMP-regulado
ROEDORES FMN2 Filopodios; migraciio celular; SNC
DAAMI1 Mortalidade neonatal; formacio coragio
DAAM2 Formacio coracio’ Wnt/Dish-regulado
FHOD3 Neurulagio; coragio
FMNL2; FHDC Encéfalo
spire; cappu Oogénese; eixos embrionarios
cappu: dDIA Fech: to dorsal; apéndices; blastoderme; polaridade celular; ring cannals
INSETOS dDIA Filopadios; lamelipodi iogé
dDAAM Sinapses; sarcomeros; axonios
dFHOS Metamorfose; morte celular; olho composto; miogénese
zDAMMI Habénula: axénios
PEIXES zDIA Gastrulacio
FMNLs Efeito materno; olhos; circulatdrio
FHOD3 Sarcomerogénese
HUMANOS DIAPHI SNC: crescimento ¢ ganho de peso corporal
FMNZ SNC
ForA Cortex celular
B LsDIA; DIAPH Quiralidade em moluscos
OUTROS -
EXC-6; INF1.2 Aparelho excretor C.elegans
FHOD1 Eixos; masculos C. elegans
ROEDORES

Deng et al.®*, utilizando-se de inibidor especifico (SMIFH2), para as Formin-2 e a mDia,
observou alteracdes na maturacdo de odcitos e nas divisdes assimétricas na ovogénese de
camundongo (defeitos no fuso mitético). A mDia “1 e 3” desempenham papel na organogénese do
sistema nervoso como demonstrado por Lu et al.%%, ambas atuam na migragdo de interneurdnios
corticais e olfativos. A deficiéncia de mDia, altera a integridade do neuroepitélio e causa displasia
periventricular em camundongos, denotando o papel dessas forminas na histogénese do sistema
nervoso central®>%’. A proteina mDia3 participa da espermiogénese e contribui para a formagao de
uma malha filamentosa de actina em células de Sertoli, como demonstrado por Sakamoto et al.*®.

A FMNL1 (de ratos) também atua na espermiogénese fazendo parte das juncdes de células
de Sertoli entre si, e também entre elas e espermatides para gerar a especializacdo ectoplasmica. O
knockdown de FMN1 provoca falhas de espermiacdo por alterarem a adesdo, o transporte e a
polaridade dessas células entre a barreira hematotesticular e o0 compartimento adluminal de tubulos
seminiferos de ratos’®. Em camundongos (FMN1) é regulada pela via de sinalizagio BMP e
mutacdes causam a auséncia de digitos, defeitos metatarsais, fusdo de tecidos falangeais moles e

agenesia fibular, com penetrancia de 100% do fen6tipo mutante®®.
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Demonstrou-se, através de ensaios genéticos, uma nova funcdo da formina FMN2 no
desenvolvimento, atuando na formagao de cones de crescimento de neurdnios®. Além deste papel,
FMNZ2 também participa da formacao de feixes de filamentos de actina na maturacgéo de filopodios
e na geracdo de forcas de tracdo em fibroblastos de ratos. Propfe-se que FMN2 age como
mediadora da integridade de feixes de actina possibilitando forca de tracdo eficiente nos sitios de
adesdo celular.

Outro papel da FMN2 de camundongos foi estudado por Lian et al.”®. o autor demonstra
que FMNZ2 interage fisicamente com outras proteinas ligantes de actina, como por exemplo,
Filamina A (Fla). Mutacdes de perda de funcdo destas duas proteinas causam fendtipos graves,
como a microcefalia, por exemplo. Tal associacao interfere com a endocitose de componentes da
via de sinalizacdo Wnt candnica. A formina FMN2 participa, ainda, da diferenciacdo de
neuroepitélios em camundongos’®.

Observou-se no trabalho de Weise et al.%®, através de ensaios de edicdo gendmica e
expressdo ectdpica, que a sinalizacdo mediada pelas forminas relacionadas a Diaphanous (DRFS)
desempenha papel fundamental no desenvolvimento da musculatura lisa e também vascular em
camundongos. A formina DAAML1 é expressa em varios orgaos e deficiéncias dela causam
letalidade embrionaria, neonatal e defeitos cardiacos como: dupla saida do ventriculo direito e
defeitos no septo ventricular®®*®. DAAM1 e DAAM?2 agem de forma redundante e respondem a
via de sinalizagdo Wnt/Disheveled durante a morfogénese cardiacal®.

Kan et al.*> demonstrou, por imunohistoquimica que a formina FHOD3, participa da
organogénese cardiaca de ratos, com expressao de isoformas distintas com padrdo subcelular
especifico®?. FHOD3, desempenha ainda, papel importante durante a morfogénese da placa neural,
participando do processo de constricio apical destas células, fundamental na neurulagio®®t. Outras
duas forminas com participacdo no desenvolvimento do SNC sdo: FMNI2 e FHDC-1 de
camundongos, expressas em diferentes estagios do desenvolvimento do encéfalo e também pds

natalmente, com importante papel para a funcéo cerebral'®?,

INSETOS
Os insetos foram o segundo mais abundante modelo utilizado em estudos envolvendo
forminas. Destaca-se o artigo de Quinlan et al.””, em drosophila, que através de diversos ensaios

genéticos, demonstrou o papel das forminas Spire e Cappuccino na ovogénese do inseto. Estas
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proteinas participam da formacdo de uma malha de filamentos durante a embriogénese dos 00citos,
facilitando o estabelecimento dos eixos embrionarios nas células ovo deste inseto. Alelos mutantes

de cappuccino analisados alteraram a ovogénese e fertilidade do inseto!®®

. Outros artigos abordam
a participacdo de Cappuccino e dDia nos processos de fechamento dorsal (dorsal closure),
regulando protrusdes celulares e migracdo durante o desenvolvimento embrionério, atuando
também na formacgdo de cerdas de asas, e durante o estdgio de celularizacdo da blastoderme,
fundamental para a formagc&o dos eixos embrionarios e posterior segmentacdo*+6%104-1 Estas duas
forminas também tém fun¢do no estabelecimento de polaridade celular e formacao dos “ring
cannals” (canais anulares) durante a ovogénese do inseto!%"108,

Homem et al.1®, descreveu que a formina Dia de insetos, é ferramenta necessaria para a
formacdo de filopddios e lamelipddios em combinacdo com outra proteina a Ena/VASP
interferindo na migracao celular'®®, Deng et al.%%, sugere um outro papel de Dia (Diaphanous) na
regulacdo dos processos de fuséo de mioblastos durante a embriogénese muscular do inseto. Sua
expressdo é aumentada nos sitios de fusdo regulando a polimerizacdo de actina conjuntamente com
a regulacdo do complexo Arp2/3 e mutacBes de perda de funcdo causam fendtipos alterados na
musculatura do inseto. dDIA também estéd envolvida na diferenciacdo de fibras e sarcomeros da
musculatura de voo,regulando o nimero e comprimento dos filamentos finos de actina®. Seu
ortélogo em ratos, também participa de processos miogenéticos, pois a mDia 1 é um regulador
multifuncional com funcdo estagio especifica e interagindo com outras proteinas envolvidas na
formacao de miotubos*°,

A DAAM de drosofila, regula a formacéo de microtibulos de botbes sinapticos em jungdes
neuromusculares do inseto. A dDAAM, é necesséria para a montagem de filamentos finos durante
a formacdo de sarcOmeros no inseto. Mutagdes nesse gene causam defeitos nos musculos de véo,
no coracdo e musculos somaticos, por afetar a estrutura normal dos miofilamentos®”. dDAAM
participa também da morfogénese de axdnios em drosoéfila, uma vez que a perda de fungdo causa
fenotipos passiveis de resgate através de sua expressdo ectopica durante a embriogénese e
desenvolvimento axonal®"11,

dFHOS, uma outra formina da mosca da fruta, pertencente a subfamilia de forminas FHOD,
participa de varios processos durante a embriogénese inicial e morfogénese do inseto como por
exemplo regulacdo de processos de morte celular programada (MCP). Estudos utilizando

knockdown e expressao ectdpica dirigida demonstraram importantes alteragdes fenotipicas, dentre
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elas a letalidade no estagio pupal, persisténcia de glandulas salivares larvais, defeitos na

embriogénese do olho composto e musculatura somatica®?.

HUMANOS E AVES

Em seres humanos, pode-se destacar a atuacdo da formina FHOD-3 que participa da
formacao de sarcomeros em miocardiocitos humanos®®.

DIAPHL1 participa ativamente da organogénese, pois a analise de linhagens familiares com
mutacdes homozigdticas nonsense desta formina, causam severa microcefalia, reducdes de peso e
tamanho, similarmente observadas em camundongos mutantes, demonstrando o papel de DIAPH1
na histogénese e desenvolvimento do sistema nervoso central com expresséo localizada nas células
precursoras neuronais mitoticas’>.

As forminas 2 de humanos (FMN-2), bem como os ort6logos em murinos, apresentam
padrdo de expressdo bastante similar na morfogénese do sistema nervoso central e possuem alto
grau de homologia com a formina-1 e cappuccino de droséfila’®. Durante a embriogénese de
galinha, a formina FMN2 apresenta alta expressdo na medula espinhal do embri&o®. Esses artigos

evidenciam a conservacdo evolutiva das fungdes de forminas para além dos metazoarios.

PEIXES

Com a analise dos artigos selecionados, envolvendo o papel de forminas durante a
embriogénese de peixes, observou-se o zebrafish como o modelo de estudo preponderante. A
formina DAAM1 de zebrafish, atua na morfogénese da habénula de zebrafish, um dérgéo
epitalamico e assim como seus ort6logos parecem ter papel importante na morfogénese de
vertebrados®?, e na morfogénese axonal®” 11t

A formina de zebrafish zDia2 é fundamental na migracdo de células durante a
gastrulacdo!*. zDia2 tém expressdo ubiqua durante o desenvolvimento embrionario inicial,
conforme determinado por RT-PCR e analises de hibridizagéo in situ. O knockdown de zDia2 por
oligonucleotideos morfolino antisense (MOs) bloqueou 0s movimentos de epibolia e de extensédo
convergente de maneira dependente da dose, podendo ser resgatado parcialmente esse fenotipo,
com a a expressdo ectopica de mDia (ortdlogo em camundongo).

Zebrafish, possui outras 5 forminas componentes da subfamilia Fmnl, Santos et al.!t®,

estudou o padrdo de expressdo estdgio- e tecido-especifico delas, sugerindo papeis comuns
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principalmente de efeito materno. Mais tardiamente, a expressao tecido especifica delas sugere
funcdes na embriogénese do olho, ouvido e sistema circulatério do peixe!’®. FMNI3, atua na
angiogénese e diferenciacdo de células endoteliais, pois quando depletada em cultura de célula
apresenta varios fenotipos. A sua expressdo ectdpica é capaz de resgatar fendtipos mutantes em
embriGes de zebrafish mutantes nos quais FMNI3 estava depletada®. FMNI3 atua também na
estabilizacdo de f-actina nas juncdes entre as celulas endoteliais e interfere na formacdo do Iimen

vascular®.

OUTRAS ESPECIES

Forminas, sdo ainda expressas em outras espécies, destaca-se o trabalho de Litschko et al.%,
que aborda as func¢des de forminas relacionadas a Diaphanous (DRFs) em Dictyostelium ForA, E,
as quais apresentam atuacdo sinérgica na montagem de filamentos de actina do cértex celular.
Mutantes nulos simples ou duplos mutantes, para essas forminas exibem defeitos moderados,
enquanto a eliminagdo delas causa macica alteracdo da arquitetura e rigidez do cortex celular®.

Em moluscos, duas forminas, LsDial e Diaph, com efeito materno, participam dos
processos de estabelecimento de eixo levo-destro e quiralidade durante a formacdo das
COﬂChaS75’116'll7.

A atividade coordenada entre forminas distintas fica evidente em dois artigos que
demonstram a participagdo dessa familia na embriogénese de C. elegans, atuando na tubulogénese
do aparelho excretor. Essa funcdo é desempenhada por uma rede de forminas conservadas EXC-6,
INF2 e INFT, reguladas pela GTPase Rho/ CDC-42'8, SUNDARAMURTH et al, através da
analise de mutantes da formina FHOD-1, concluiu que esta é a Unica formina de C. elegans que
diretamente promove o desenvolvimento da musculatura de forma autdnoma®. Lardennois et al.%,
demonstra que, FHOD1 participa do estabelecimento de eixos embrionarios em C. elegans bem
como da morfogénese de estruturas contrateis na musculatura do nemat6ide®®. Através da
expressao ectopica por mosaicismo e anélise de mutantes, demonstrou-se que FHOD-1 promove o
crescimento das células musculares e a organizacao adequada do corpo denso de maneira autbnoma

nas células musculares de C. elegans',
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DISCUSSAO

Um grande desafio experimental € determinar interacdes entre genes e produtos de
naturezas moleculares distintas. As forminas, suas subfamilias, e os genes TUSC3, KLF®6,
CYP11A1 e FOXn1, aqui estudados, sdo um bom exemplo. Sem a experimentacdo adequada essa
tarefa é laboriosa e de alto custo, mesmo que, na literatura, exista uma infinidade de dados in silico,
transcriptdbmicos e protedmicos sobre esses genes. Entretanto, nem sempre, € possivel determinar
a participacao, similar ou integrada em processos de desenvolvimento embrionario, mesmo tendo
papeis notoriamente importantes e individualizados ja descritos. A estratégia aqui utilizada, visava
direcionar a experimentacdo futura acerca das possiveis interacbes entre esses genes no
desenvolvimento animal, realizou-se uma reviséo da literatura, narrativa e critica, com o intuito de
identificar quais sdo as participacdes conhecidas, desses genes, no desenvolvimento embrionario
animal (n3o apenas de organismos considerados “modelo”) tentando encontrar possiveis pontos de
interacdo que pudessem sugerir a existéncia de interacdo direta ou indireta aqui chamada de
“circuito génico” a ser investigado, ampliando-se assim o entendimento das funcdes bioldgicas
deles no contexto do desenvolvimento embrionario.

Com base nas analises dos artigos selecionados, pdde-se organizar um “circuito de

interacdes’ possiveis entre esses genes (Figura 8) para embasar novas estratégias de estudo.
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Figura 8. Um “circuito” de possiveis interagdes entre os genes.
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Observou-se as maiores “conexdes” entre as fungdes de KLF6 e diferentes forminas no
desenvolvimento, que atuam tanto na embriogénese inicial, na formacédo de camadas germinativas
(em insetos e peixes), no estabelecimento de eixos (anfibios, moluscos), quanto na embriogénese
tardia durante: a organogénese do coracdo em roedores e anfibios; formacdo dos olhos (em
roedores, peixes e insetos) e na morfogénese de apéndices corporais como as asas de insetos.
Levanta-se aqui um questionamento sobre também investigar a participacdo de FOXnl e seus
ortélogos nessas diferentes espécies, visto seu papel na formacéo de estruturas cutaneas.

CYP11A1, também apresenta “conexdes” tanto com o KLF6 quanto forminas, como por
exemplo, na formagdo de camadas germinativas (trofoectoderma) em bovinos®, porém nenhum
artigo selecionado demonstrou essa atuagdo em outros grupos animais. Sendo assim, existe a
necessidade de expandir-se as analises acerca dessa fungdo em outros grupos animais. CYP11A1,
participa ainda, em roedores, da organogénese pulmonar, fato esse em comum com o KLF6. E

interessante investigar a atuagdo molecular, nesses processos, para determinar se existe interacéo
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ou via de sinalizacdo em comum?*%!, Qutra conexdo entre CYP11A1 e forminas, se deu nos
processos de organogénese de gbnadas e gametogénese, em diferentes espécies, tanto CYP11A1,
quanto as forminas FMN2, mDIA (roedores), dDIA, Spire e Cappu (as duas Ultimas em drosoéfila)
desempenham fungBes na ovogénese, espermiogénese e maturagdo de 00citos®4054
60.77,102.103,107.108 ' Ccyp11A1 e forminas também apresentam atuagdo, em comum, na organogénese
do sistema nervoso central (SNC) em aves, peixes, seres humanos, roedores e insetos com a funcéo
de diferentes forminas®60.68.70.72-74,

FOXNL1 e TUSCS3, apresentam fungfes mais restritas no desenvolvimento e a investigacao
sobre sua participagéo em outros processos do desenvolvimento em outros organismos depende de
experimentacdo especifica, sendo portanto os dois genes que menos apresentaram conexdes de
funcBes no desenvolvimento em comparacdo aos demais genes, embora ndo possamos descarta-
las. TUSC3, é fundamental para o desenvolvimento de zebrafish, uma vez que foi demonstrado que
seu knockdown paralisa a embriogénese em estagios iniciais®®. Existem homélogos de TUSC3 em
varias espécies de vertebrados e mesmo em insetos, como a drosdfila, e essas anélises revelam que
embora TUSC3 tenha sido identificado como um supressor de tumor em cancer de prostata, este
age cooperativamente com uma serie de outros produtos de genes para o controle do influxo de
Magnésio nas células. E, neste caso, interessante investigar-se outras funcdes de TUSC3, em
modelos experimentais distintos e analisar a literatura sobre seus padrdes de expressao, ou ainda
propor-se uma andlise transcricional em diferentes fases da embriogénese de outras espécies cuja
sua expressdo ainda nao tenha sido estudada.

No caso de FOXn1, em todos os artigos selecionados, confirmou-se sua notoria atuacao no
desenvolvimento do timo e de estruturas cutaneas. Sendo este considerado um dos master genes
do desenvolvimento, manutencdo e regeneracao de células epiteliais cortico-medulares do timo, as
cTECs e mTECs™® e consequentemente de suas funcdes. A analise de multiplas variantes de
FOXn1 revelou impacto no desenvolvimento do timo por provocarem alteragdes em sua atividade
transcricional, localizago nuclear e atuagdo como dominante negativo'?,

Swann et al.? e Zhang et al.3* demonstraram a relagio de FOXn1 com a via das GTPases
Rho e CDC-422°%_ MA D, et al.! mostra a participacio do gene na via de Delta-Notch. As
evidéncias de sua regulacdo por vias candnicas do desenvolvimento nos convidam a avaliar a
potencial participacdo deste em processos independentes da formacdo do timo e estruturas

cutaneas, uma vez que e expresso em diferentes espécies animais. Viu-se na literatura que a maioria
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dos estudos abordaram as funcfes de FOXn1 relacionadas ao fendtipo nude, nesses animais, 0s
pélos e o timo sdo ausentes devido ao knockout do gene.

Chamou atencéo, em termos gerais, 0 baixo nimero de artigos utilizando seres humanos
como modelo biolégico, (cerca de 4%). Claramente, as limitagdes experimentais e éticas, sdo 0s
maiores obstaculos, porém, a utilizacdo de estudos in vitro, in silico entre outras técnicas, utilizando
tecidos e células humanas, ou mesmo expressdo ectopica em outros modelos animais poderiam
ampliar o entendimento das funcbes desses genes no contexto do desenvolvimento humano

ampliando assim a compreensdo de suas fungdes bioldgicas.

CONCLUSAO

A partir dos dados aqui compilados, revelou-se a extensa atuacdo de forminas distintas e
em menor escala dos outros genes analisados no desenvolvimento animal, principalmente se
considerarmos os fenétipos mutantes observados quando seus perfis de expressdo sdo alterados ou
ausentes. Investigar a atuacdo comum entre forminas e o KLF6 é um campo promissor e analisar
os impactos de duplos mutantes, desde estagios iniciais até os mais tardios da embriogénese, em
diferentes animais podem revelar novas funcGes bioldgicas. Torna-se necessario investigar a
potencial relacdo entre CYP11Al, KLF6 e forminas, principalmente pela caréncia de dados
experimentais em diferentes modelos animais.

TUSC3 e FOXn1, por suas atuacdes especificas, demandam a investigacdo acerca das
funcBes de homologos e ortdélogos em outros animais e processos do desenvolvimento.

Embora essas conexdes aqui observadas sugiram um circuito génico em potencial, é
necessaria a experimentacgdo especifica para ampliar o entendimento de suas importantes fungdes

no desenvolvimento embrionario animal.
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