UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E DO
DESENVOLVIMENTO

Jaqueline Isoppo da Cunha

Cooperacdo entre estruturas pré-cordais no desenvolvimento inicial da cartilagem

trabécula no cranio dos gnatostomados

Florianopolis
2021



Jaqueline Isoppo da Cunha

Cooperacéo entre estruturas pré-cordais no desenvolvimento inicial da cartilagem

trabécula no cranio dos gnatostomados

Dissertagdo submetida ao Programa de Pods-graduacgéo
em Biologia Celular e do Desenvolvimento da
Universidade Federal de Santa Catarina para a obtencéo
do titulo de mestre em Biologia Celular e do
Desenvolvimento

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Castilho Garcez

Florianopolis
2021



Ficha de identificag@o da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Isoppo da Cunha, Jagueline

Cooperacdo entre estruturas pré-cordais no
desenvolvimento inicial da cartilagem trabécula no cranio
dos gnatostomados / Jaqueline Iscppo da Cunha ;
orientador, Ricarde Castilho Garcez, 2021.

116 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pods
Graduacgdo em Biologia Celular e do Desenvelvimento,
Florianépolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2. Neurocrdnio
pré-cordal., 3. Células da crista neural. 4. Cartilagem
trabécula. I. Castilho Garcez, Ricardo. II. Universidacde
Federal de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacdo em
Biologia Celular e do Desenvolvimento. III. Titulo.




Jaqueline Isoppo da Cunha

Cooperacdo entre estruturas pré-cordais no desenvolvimento inicial da cartilagem
trabécula no cranio dos gnatostomados

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca examinadora
composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Guilherme de Toledo e Silva
Universidade Federal de Santa Catarina

Dr. Diego Amarante da Silva

Paris-Saclay Institute of Neuroscience

Profa. Dra. Talita da Silva Jeremias

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Giordano Wosgrau Calloni

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versdo original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado
adequado para obtencdo do titulo de mestre em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

Documento assinado digitalmente

Evelise Maria Nazari

Data: 23/09/2021 17:18:46-0300
CPF:716.091.489-91

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dra. Evelise Maria Nazari

Coordenadora do Programa

Documento assinado digitalmente

Ricardo Castilho Garcez

Data: 23/09/2021 11:30:51-0300

CPF: 027.030.799-07

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Ricardo Castilho Garcez

Orientador

Floriandpolis, 22 de setembro de 2021



Eu dedico este trabalho a todas as vitimas da
pandemia por Covid-19 no Brasil e no mundo.

Ciéncia salva vidas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco e principalmente, aqui reconhego, o privilégio que eu tive em realizar um
mestrado, especialmente em uma universidade publica. Que este privilégio um dia se torne
direito de todos os brasileires. J& aproveito e deixo minha gratiddo a Universidade Federal de
Santa Catarina que me acolheu por tantos anos propiciando estrutura para a minha formacao e
aos orgaos de fomento que estdo sendo desmantelados diante dos ataques do atual governo as
instituicbes publicas de ensino: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
Ao Laboratdrio de Células Tronco (LACERT), obrigada por todo o auxilio e a Fundagédo Garcez
de Apoio a Pesquisa (FUGAP) por financiar tanto em tempos de desgoverno.

Ao meu orientador Ricardo, agrade¢o o tempo e confianga investidos em mim nestes
seis anos da minha carreira. Es um exemplo de profissional que eu quero seguir sempre.
Obrigada também por se preocupar com a saude mental dos seus orientandos.

Agradeco profundamente aos meus pais, Josimari e José, por investirem nos meus
estudos. Este presente nunca se perder, pois ja se tornou parte de quem eu sou.

Aos meus irmaos Jodo e Jose, obrigada por serem pessoas com quem eu posso contar
e confiar. José, obrigada por trocar chocolate quente por minutos de massagem comigo!

A minha madrinha/tia Silvia, que é especial como uma v6 para mim;

A minha v6 Maria (in memorian), que faz as melhores visitas aos meus sonhos;

Quiara, obrigada por ser minha companheira canina ha 16 anos; Chumaia, obrigada
por tornar meus dias engracados com a sua enorme autosuficiéncia felina, inversamente

proporcional ao seu tamanho; Mingo, vocé alegra os meus olhos sé com a sua beleza felina.

Bianca, vocé foi um portal para eu descobrir um mundo de muita arte, ancestralidade
e sagrado feminino. Saudade das nossas fogueiras e musicas. Obrigada por tudo, irma.

Pri, a mais leal aos amigos que eu conheco, dona de uma forca gigante;
Marina, gémea em temperamento, pessoa amavel que espalha brilho por onde passa;

Bianca, aventureira, melhor dupla para viajar e fazer mergulhos, exemplo de
preocupacdo e mudanca de habitos pelo bem do planeta, presente do TAMAR,;

A toda a galera da Republica in Wood: Dani (o pisciano menos pisciano), Anastacia
(companheira, sincera, engracada), Dai (trilheira de todas as horas), Teta (0 mais engragado),
Gab, Luan e é claro, Chacka-Nika e Jango (o pitbull que nédo sabe que € um pitbull);

Mai, Andi, Renan, Bruno, Duda, Cairé, turminha que nunca perdia a oportunidade de
fazer rodas de musica na republica, com muito instrumento improvisado e alegria contagiante.

Tai, a vegana mais inspiradora que eu conhe¢o e uma bailarina de tecido incrivel;

Jay, o elfo com os cookies mais deliciosos do Bradamundo, pessoa admiravel;



Ao meu amigo espacial, Erik, navegador de mares;

Laura, amiga leal, dona de uma visdo incrivel e pra frente sobre moda e que caminha
junto comigo na desconstrugdo e reconstru¢do constante do “ser mulher” nessa sociedade;

Fabi, uma dessas amizades que vocé ndo encontra muitas vezes na vida,;

Carol e Débora, mulheres incriveis, minha segunda familia em Porto Alegre,

Jé, a bidloga que ama campo mais dedicada e inspiradora que eu conheco;

Moara, minha irma de coragao que sempre me ensinou e apoiou tanto;

Alice, pessoa inspiradora que corre atrds dos seus sonhos, parceira de forrés;
Renan, dono de uma inteligéncia absurda, meu guia de botanica das trilhas, rs;
Leticia sol, batalhadora e dedicada, sera uma incrivel gedgrafa; acaso do universo;

Tai, Bazinha, Geo e Léo, galerinha incrivel com quem tive o prazer das ultimas risadas
coletivas de quase fazer xixi na calca naquele gramado antes da pandemia comecar;

Meus primos Junior e Gustavo, parcerias bem humoradas para as dificuldades e
alegrias da vida;

Ale (deusa da bionfo), Dani (minha pupilinha que fala tdo bem em publico), Felipe
(meu pupilo mais empolgado com ciéncia), Gab (que nos mata de saudades constantemente),
Fer e toda a turma de lacertianos (0s atuais e 0s que ja seguiram outros caminhos);

As minhas tias Marli, Teresa, que ficam t&o felizes em ver que tenho as oportunidades
e a liberdade de escolha que elas tanto almejaram para si em suas épocas;

A minha tia Taia e minha prima Kayla, vocés fazem muita falta;

Aos meus colegas, uma turminha muito capaz e dedicada: Marina, Luan, Amanda,
Ariane, Cierle, Kath, Jodo, Bruna, Janaina, Breno, José, Julia Pufial, Rafael, Fabi, Francielle,
Julia Bizatto, Rafael, Elvis, Elis, Jeanine, Sabrina e Camila. Obrigada por formarem uma boa
equipe em sala de aula e por comprarem tantas palhas italianas de mim (me ajudou muito);

As minhas professoras e professores durante o mestrado: Yara Muniz, Claudia,
Juliana, Franceli, Ricardo, Guilherme, Luisa, Evelise, Yara Mdiller, Geison e Gustavo Rezende
(com quem tive o prazer de vivenciar a disciplina de Evo-Devo), obrigada por serem téo
inspiradores;

A todo o pessoal da secretaria e coordenacao por tamanha eficiéncia e agilidade;

A todos que ndo estdo aqui por algum motivo, saibam que vocés estdo em meu coragao
(que é muito maior do que este papel).



RESUMO

O cranio dos vertebrados, uma das aquisi¢cdes evolutivas mais recentes, € formado por duas
populacbes de células, uma delas derivada do mesoderma e outra das células da crista neural
(CN). Elementos do cranio derivados das células da CN desenvolvem em posicdo anterior a
notocorda, na regido pré-cordal. Ja elementos derivados do mesoderma, desenvolvem na
presenca da notocorda, na regido cordal. Para o mesoderma formar cartilagem é fundamental a
presenca da notocorda, como ocorre no restante do corpo. A regido anterior a notocorda
desperta especial interesse, pois nessa regido a interacdo entre diferentes estruturas
embrionéarias formam um microambiente capaz de estimular a formagdo de cartilagem pelas
células da CN, condicdo encontrada apenas nessa regido. A cartilagem da regido pré-cordal
localizada imediatamente anterior a regido cordal, é a trabécula, que se forma no encontro de
trés estruturas pré-cordais: a placa pré-cordal (PPC), a células da linha média rostroventral do
tubo neural (células da LMRYV do tubo neural) e a ectoderma do estomodeu (EE). Este trabalho
aborda como essa regido pré-cordal participa, molecularmente do desenvolvimento inicial da
trabécula nos gnatostomados. Para isso, foi realizado um levantamento de proteinas expressas
na regido pré-cordal em Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio. Em seguida, foi realizado
um extenso levantamento bibliogréfico a fim de selecionar as proteinas mais promissoras, que
junto com analises in silico, foram utilizados para tracar interacdes moleculares da regido pre-
cordal que cooperam para a formacéo da trabécula. Os resultados mostraram que SHH secretado
pela PPC é capaz de induzir a sua expressao nas células da LMRV do tubo neural; BMP7 em
cooperacdo com SHH secretados pela PPC induzem a expressdo de NKX2.1 nas células da
LMRYV do tubo neural; A ativacdo da expressdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural
desencadeia um ciclo de feedback positivo com SIX3 e GLI1, presentes na mesma estrutura e
SHH secretado nas células da LMRV do tubo neural induz a sua expressdo na EE, atuando na
formacdo inicial da trabécula. Estes resultados mostram que a cooperacdo molecular entre trés
estruturas pré-cordais distintas, no embrido em desenvolvimento, sdo fundamentais para o
desenvolvimento craniofacial inicial.

Palavras-chave: Neurocranio pré-cordal. Células da Crista Neural. Placa pré-cordal. Tubo

neural. Estomodeu. SHH.



ABSTRACT

The vertebrate skull, one of the most recent evolutionary acquisitions, is formed by two
populations of cells derived from mesoderm and neural crest (CN) cells. Skull elements derived
from CN cells develop anterior to the notochord, in the prechordal region. On the other hand,
elements derived from mesoderm develop in the presence of the notochord in the chordal
region. For the mesoderm to form cartilage, the presence of the notochord is essential, as it
occurs in the rest of the body. The region anterior to the notochord arouses special interest,
because in this region the interaction between different embryonic structures forms a
microenvironment able to stimulate the formation of cartilage by CN cells, a condition found
only in this region. The cartilage of the prechordal region, located immediately anterior to the
chordal region, is the trabecula, which is formed at the meeting of three prechordal structures:
the prechordal plate (PCO), the rostroventral midline cells of the neural tube (cells of the LMRV
of the neural tube) and the ectoderm of the stomodeum (ES). This work discusses how this
prechordal region participates, molecularly, during the initial development of the trabecula in
gnathostomes. For this purpose, proteins present in the prechordal region in Gallus gallus, Mus
musculus, and Danio rerio were recruited. Then, an extensive bibliographic survey was carried
out to select the most promising proteins, which, together with in silico analysis, were used to
trace molecular interactions in the prechordal region that cooperates in the trabecula formation.
The results showed that SHH secreted by PCP can induce its expression in RVM neural tube
cells. BMP7 in cooperation with SHH PPC-secreted induce NKX2.1 expression in RVM neural
tube cells. The activation of SHH expression in RVM neural tube cells triggers a positive
feedback cycle with SIX3 and GLI1 present in the same structure and SHH secreted in the RVM
neural tube cells induces its expression in EE, acting in the initial formation of the trabecula.
These results show that molecular cooperation among three distinct prechordal structures in the
developing embryo is fundamental for early craniofacial development.

Keywords: Prechordal neurocranium. Neural Crest Cells. Prechordal Plate. Neural tube.
Stomodeum. SHH.
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CN Crista Neural

COL2A Colageno do Tipo Il (Do inglés: Colagen Type Il Alpha | Chain)

DNA Acido Desoxirribonucleico (Do inglés: Deoxyribonucleic Acid)

E Periodo de 1 dia para o desenvolvimento de Mus musculus

EE Ectoderma do estomodeu

GLI1 Proteina de dedo de zinco 1 (Do inglés: Gli Family Zinc Finger 1)

GLI2 Proteina de dedo de zinco 2 (Do inglés: Gli Family Zinc Finger 2)

GLI3 Proteina tipo dedo de zinco 3 (Do inglés: Gli Family Zinc Finger 3)

HH Estagio de desenvolvimento HAMBURGER; HAMILTON (1951)

hpf Horas pos-fertilizagdo para o desenvolvimento de Danio rerio

LMRV Linha média rostroventral

LRP2 Proteina Relacionada ao Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade — 2

(Do inglés: Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 2)
Nkx2.1 Fator de transcricao da tireoide 1 (Do inglés: Nk2 Homebox 1)
PPC Placa pré-cordal
PTCH1 Proteina Homologa Patched 1 (Do inglés: Protein Patched Homolog 1)



RNA
RNAmM

SBE2
SHH
SIX3
SMO
SOX9
ss
SuFu
TEM

Acido ribonucleico (Do inglés: Ribonucleic acid)

Acido ribonucleico (RNA) mensageiro (Do inglés: Messenger Ribonucleic
Acid)

(Do Inglés: Shh Brain enhancer 2)

Proteina Sonic Hedgehog (Do inglés: Sonic Hedgehog Protein)

Proteina Homeobox Six3 (Do inglés: Homeobox Protein Six3)

(Do Inglés: Frizzled Class Receptor Smoothened)

(Do inglés: Sry-related HMG box 9)

Estagio somitico (Do inglés: Somite stage)

(Do inglés: Supressor of Fused Protein)

Transicao epitélio-mesenquimal

Glossario de Terminologias-chave

Interacdo paracrina | Proteinas sintetizadas por uma célula que podem difundir sobre

pequenas distancias para induzir mudancas nas células vizinhas.
Os fatores parécrinos sdo, portanto, moléculas soltveis difusiveis
(BOLLENBACH et al., 2008)

Interacdo Autdcrina | Célula que secreta uma molécula mensageira como um fator

Morfogeno

soltvel, que se liga aos receptores da mesma célula (CAICEDO,
2013).

Molécula que quando secretada de uma fonte celular, ocasiona
um gradiente espacial de concentracdo, induzindo a uma
expressdo génica diferencial que ocorre em diferentes limiares de
concentracdo, resultando em identidades celulares distintas
(GILBERT, 2011)

Genes ortologos Dois genes de duas especies diferentes que derivam de um unico

gene no ultimo ancestral comum das espécies (HEIDELBERG et
al., 2002).

Haploinsuficiéncia Delecao de um alelo ou substituicao do alelo selvagem por alelos

mutantes em um gene (GENG et al., 2008).
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1 INTRODUCAO

O esqueleto dos vertebrados é dividido em duas unidades principais: o esqueleto
craniano, também conhecido como cranio, o qual serd abordado no presente trabalho, e o
esqueleto pos-craniano, composto por estruturas Gsseas posteriores ao cranio, como coluna
vertebral, costelas, membros e estruturas associadas (KARDONG, 2009).

1.1 0 CRANIO
1.1.1 Anatomia do Crénio

O cranio dos vertebrados é formado pela fusdo do neurocranio (em torno do cérebro)
e o0 esplancnocrénio (formando a face). Em ambos, podem ocorrer dois tipos de ossificacéo
para a formacdo dos elementos dsseos: a intramembranosa ou a endocondral. No neurocranio,
0ssos com ossificacdo endocondral formam a base do cranio e o0ssos com ossificacdo
intramembranosa formam a calota craniana (LE DOUARIN, N. M.; CREUZET, 2009;
MCBRATNEY-OWEN et al., 2008). J& no esplancnocranio, a disposicdo de 0ssos com

ossificacdo endocondral e intramembranosa é mais variada (ver figura 1).

Figura 1 - Cranio das espécies Homo sapiens (humano) e Gallus gallus (galinha)

Fonte: Adaptado de LE DOUARIN, N. M.; CREUZET (2009).
Nota: Cranio de Homo sapiens em A e de Gallus gallus em B divididos em duas principais regides: neurocranio
formado por ossificagdo intramembranosa (cinza) e endocondral (amarelo) e esplancnocranio formado por
ossificacdo intramembranosa (verde) e endocondral (laranja).

A parte basal do cranio é delimitada pela ponta do septo nasal cartilaginoso, localizado
anteriormente e o forame magno, localizado posteriormente. Na regido da linha média, a parte
basal do cranio é composta pelos 0ssos etmoide, base esfenoide (dividido em base pré-esfenoide
anteriormente e base p6s-esfenoide posteriormente) e base occipital, que estendem lateralmente

para se unir as capsulas sensoriais (ver figura 2).
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Figura 2 - Base do neurocranio na espécie Gallus gallus (galinha)

BO BE E

Fonte: Adaptado de LE DOUARIN, N. M.; CREUZET (2009).

Nota: Em A, esquema mostrando visdo lateral do cranio de Gallus gallus com neurocranio formado por
ossificagdo intramembranosa (em cinza) e endocondral (em amarelo) e esplancnocréanio formado por ossificagao
intramembranosa (em verde) e endocondral (laranja). Flecha em A apontando para o angulo de visdo da imagem

vista em B. Em B, esquema mostrando visdo basal da base do créanio, localizado na regiéo ventral do cérebro,
sem os elementos 6sseos do arco faringeo 1 (maxila e mandibula). Divisdo da base do cranio nas regifes
etmoidal (E), base esfenoidal (BE) e base occiptal (BO).

Estruturas 6sseas da base do crénio possuem ossificacdo endocondral, ou seja, se
formam a partir de estruturas cartilaginosas (MACKIE et al., 2008) (ver figura 3).

Figura 3 - Processo de ossificacdo endocondral

Condrdcitos
em proliferagdo

| 38
Oste0biacn Condrocito

articular
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periarticular

Condrdcito
articular
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pré-hipertréfico

P e Peridsteo
Pericondrio

Centro de
Condrécito ossificacdo
hipertréfico primana

Centro de
ossificagdo
secundaria

Fonte: Retirado de DE CROMBRUGGHE; AKIYAMA (2009).
Nota: Representacdo esquematica dos passos envolvidos na ossificacdo endocondral.

Para este processo, ocorre inicialmente a condensacédo, através do agregamento de
células mesenquimais que prefiguram a futura forma dos 0ssos endocondrais. A seguir, ocorre
a condrogénese, através do comprometimento das células mesenquimais com uma linhagem

condrogénica. Neste momento, as células destas condensagdes mesenquimais diferenciam em
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condrocitos e produzem uma matriz extracelular de cartilagem. Apos, estas células diferenciam
em condrocitos pré-hipertréficos e depois hipertroficos. Os condrocitos hipertroficos mais
maduros morrem por apoptose. Esse tecido é invadido por vasos sanguineos e celulas
mesenquimais, que ao invadir a matriz extracelular cartilaginosa, diferenciam para osteoblastos,
secretando a matriz mineral que formard o osso. Uma vez mineralizado, os osteoblastos na
matriz mineral diferenciam em ostedcitos (DE CROMBRUGGHE; AKIYAMA, 2009).

Portanto, quando as cartilagens do condrocranio sofrem ossificacdo endocondral para
formar os ossos da base do cranio, a origem estrutural destes 0ssos endocondrais pode ser
tracada a partir de uma ou mais cartilagens (MCBRATNEY-OWEN et al., 2008).

Em conjunto, essas informac@es relacionadas a formagdo do cranio nos vertebrados
suscitam algumas questbes importantes: Qual(is) a(s) origem(ns) das células que formam o
cranio? Qual(is) a(s) origem(ns) das células com capacidade para formar tanto cartilagem
qguanto osso da base do cranio? Como sdo controlados os processos de formagdo de

cartilagem?

1.1.2 Origem embrionaria do Cranio

O cranio € a Unica parte do esqueleto dos vertebrados que néo é originado somente do
mesoderma (LE DOUARIN, N. M.; CREUZET, 2009). Essa ideia, apresentada em 1893 pela
pesquisadora Julia Platt, prop6s que a ectoderma contribui junto com a mesoderma, para a
formacdo do esqueleto craniofacial atraves de cartilagens e 0ssos originados a partir de um
derivado do ectoderma, as células da Crista Neural (CN) (PLATT, 1893). Ela ainda cunhou o
termo “mesectoderma” para células com comportamento mesenquimal originadas do
ectoderma, como as células da CN e “mesentoderma” para células com comportamento
mesenguimal originadas do mesoderma. Suas observacGes, embora mais tarde apoiadas por
varios pesquisadores no final do seculo 19, foram ganhando aceitacdo muito lentamente (LE
DOUARIN, N. M.; CREUZET, 2009).

Importante destacar que as duas linhagens celulares que formam o cranio, ectoderma
(representada aqui pela células da CN) e mesoderma, ndo correspondem exatamente as divisdes
esqueléticas mostradas anteriormente (neurocrénio e esplancnocrénio ou dermatocranio e
condrocranio) (KURATANI; OTA, 2009).
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Utilizando diferentes abordagens experimentais, em destaque para 0s experimentos
realizados com embrides aviarios quiméricos, foi criado um mapa de origem dos elementos do
cranio. Neste mapa, dois grandes dominios de derivados ocorrem na base do cranio: 1) o
dominio pré-cordal, derivado das células da CN e 2) o dominio cordal, derivado do mesoderma.
Curiosamente, o que delimita o dominio pré-cordal e cordal é a auséncia e presenca da
notocorda, respectivamente (COULY; COLTEY; LE DOUARIN, 1993).

Analisando comparativamente as estruturas derivadas da CN e medoderma com a
divisdo entre neurocranio e esplancnocranio, é possivel perceber que as células da CN formam
0 esplancnocranio e neurocranio pré-cordal (ver parte vermelha figura 4, B), enquanto que o
mesoderma forma o neurocranio cordal (ver parte azul figura 4, B) (KURATANI; OTA, 2009)
(ver figura 4).

Figura 4 - A maior parte do cranio dos vertebrados é originado a partir da CN

Base pds-esfendide
Base pré-esfendide

Crista Neural
Mesoderma Cefélica
Mesoderma Somitica

Regido cordal Regido pré-cordal

Fonte: Retirado de LE DOUARIN, N. M.; CREUZET (2009).

Nota: Embrido de Gallus gallus mostrando as estruturas derivadas da CN em vermelho e as derivadas do
mesoderma cefalico em azul e verde. Em A, visdo lateral do cranio com flecha apontando para o angulo de visdo
em B. Em B, visdo basal da base do cranio (sem maxila e mandibula) marcando o limite entre a regido pré-cordal

e cordal (ver linha pontilhada em B).

Essa divisdo extremamente precisa entre derivados da CN na regido pré-cordal e
derivados do mesoderma na regido cordal (ver erivados da CN em vermelho e do mesoderma
em azul delimitados pela linha pontilhada preta na figura 4, B) chamou a atencdo dos
pesquisadores e levantou questionamentos sobre a presenca da notocorda para que as células
do mesoderma possam formar 0ssos craniais. E de fato, estes questionamentos corroboram com
a necessidade da notocorda no local de formacdo de cartilagem pelas células de origem
mesodérmica (POURQUIE et al., 1993), ao contrario das células da CN (COULY; COLTEY;
LE DOUARIN, 1993).
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Nesse sentido, a regido pré-cordal passa a despertar especial interesse, por formar
cartilagem na auséncia da notocorda. Além disso, as células que formam cartilagem nesta regido
sdo originadas a partir da CN. Logo, foi questionado se estruturas embrionérias presentes na
regido pré-cordal, diante da auséncia da notocorda, poderiam atuar sobre as células da CN para
formar cartilagens do neurocranio pré-cordal.

Durante o desenvolvimento, as cartilagens que demarcam o limite entre o neurocranio
pré-cordal e cordal, séo a trabécula na regido pré-cordal e as cartilagens paracordais na regiao
cordal (COULY; COLTEY; LE DOUARIN, 1993). Logo, a trabécula é o elemento que se
forma no limite mais posterior da regido pré-cordal (ver figura 5) e, portanto, imediatamente
livre de notocorda, mas com a presenca de outras estruturas pré-cordais. A partir disso, este
trabalho se dedicou a compreender como a regido pré-cordal e estruturas associadas participam,

molecularmente, do desenvolvimento da trabécula no crénio nos gnatostomados.

1.2 TRABECULA

A trabécula é formada por um par de cartilagens localizadas na regidao medial (linha
média) do neurocranio pré-cordal durante o desenvolvimento dos gnatostomados (KARDONG,
2009; KURATANI, 2012; OTA; KURAKU; KURATANI, 2007). Em estagios mais posteriores
do desenvolvimento, a trabécula ossifica. Na parte anterior, as unidades bilaterais da trabécula
se fundem para formar parte do osso etmoide, denominada placa etmoidal. Posteriormente, ela
estende na linha média através de um par bilateral de cartilagens cuja extremidade posterior vdo
formar a regido anterior do base esfenoide, conhecida como base pré-esfenoide, localizado
latero-anteriormente ao local de formacdo da hipdfise (GRIFFIN et al., 2013; KIMMEL;
MILLER; MOENS, 2001; MCBRATNEY-OWEN et al., 2008).

A configuracdo morfoldgica basica do neurocranio descrita acima é altamente
conservada entre os gnatostomados (DE BEER, 1937b), sugerindo que ndo houveram quase
mudancgas significativas ou extensas no seu programa de desenvolvimento durante a evolucao.
A seguir, compreenderemos um pouco sobre a estrutura embrionaria que da origem as células
gue formam o neurocranio pré-cordal e, consequentemente a trabécula: as células da CN (ver

figura 5).
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Figura 5 - A trabécula em Danio rerio, Gallus gallus e Mus musculus
Danio rerio  Gallus gallus Mus musculus
A & 3 E

FH
= e FA— FH

Fonte: Editado a partir de EBERHART et al. (2006); LE DOUARIN, NICOLE M. AND CREUZET, (2009);
MCBRATNEY-OWEN et al. (2008); SWARTZ et al. (2011); WADA; NOHNO; KURATANI, (2011).
Nota: Visdo dorsal da trabécula em Danio Rerio ap6s o processo de formagao da trabécula em A e B, Gallus
gallus em C e D e Mus musculus em E e F. Regido anterior do embrido no lado superior da imagem e regido
posterior no lado inferior. A regido destacadas por tracos vermelhos em A, C e E marcam a trabécula, que em B,
D e F é apresentada sozinha. Os embribes estéo alinhados de acordo com o limite entre a regido pré-cordal
(superior) e cordal (inferior), de forma que as linhas pretas horizontais demarcam o limite entre estas duas
regides. Em todas as figuras, exceto a D, as imagens foram retiradas de experimentos utilizando Alcian blue, um
marcador de tecido cartilaginoso. Os embriGes ndo estdo colocados de acordo com a proporcao de tamanho de
cada um. CN, cépsula nasal; FH, fenda hipofisaria; N, notocorda; O, olhos; PE, placa etmoidal; T, trabécula.

1.2.1 A Crista Neural (CN)

A CN é uma estrutura embrionéria que foi primeiramente descrita em embrides de
Gallus gallus, pelo histologista alem&o Wilhem His, em 1868. E constituida por uma populagéo
de células-tronco multipotentes originadas a partir do ectoderma dorsal do tubo neural, ao longo
do eixo anteroposterior do embrido, durante a neurulagdo (TRAINOR, 2014b) (ver figura 6, A).

A CN é uma estrutura transiente. Individuos adultos ndo tém CN e nem os embrides
em estagios mais avancados. Durante neurulacao, as células da CN sofrem transicao epitélio-
mesenquimal (TEM), uma alteracdo de comportamento, que resulta na migracao das celulas da
CN do tubo neural dorsal para diferenciar em diferentes tipos celulares (GILBERT, 2011). A

migracdo ocorre por diferentes rotas embrionarias e, dependendo dos fatores sollveis presentes
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no microambiente embrionario na rota pela qual as células da CN migram, elas dardo origem a
determinados tipos celulares (TRAINOR, 2014b) (ver figura 6).

Figura 6 - Formacéo e migracdo da CN

Borda da

Ectoderma
néo neural

pré-migratoria
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Y crista neural
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Fonte: Retirado de GILBERT (2017).

Nota: Em A temos um embrido durante o processo de neurulagdo, que inicia na regido anterior em direcéo a
regido posterior do eixo axial embrionério (ver flecha pretaem A). A imagem retrata com cortes transversais em
diferentes regifes do embrido, as diferentes temporalidades do processo de neurulagéo ao longo do eixo axial
embrionario, sendo este processo, mais desenvolvido na regido anterior, que na posterior. Em B um esquema da
formacdo do tubo neural através do dobramento da placa neural e formagao da CN pela borda da placa neural em
1,2,3, seguido pela sua migracdo em 4. Importante destacar que cada regido ao longo do eixo embrionario
antero-posterior da figura A vai passar por todos 0s processos descritos em B, 0 que muda é 0 momento em que
cada um deles vai ocorrer nas diferentes regides.

A CN pode ser dividida em quatro principais dominios anatdbmicos (com
sobreposicao): CN truncal, CN vagal e sacral, CN cardiaca e CN cranial/cefalica. Dentre a
diversidade de células produzidas pelos dominios da CN, estdo os neur6nios e células gliais dos

sistemas nervosos sensorial, simpatico e parassimpatico; células produtoras de adrenalina da
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glandula suprarrenal; melandcitos e componentes 6sseos e cartilaginosos do cranio (GILBERT,
2011) (ver figura 7). No entanto, a CN da regido cefalica é o Unico dominio da CN com
potencial de diferenciacdo condrogénica (para gerar cartilagem) e osteogénica (para gerar 0ss0),

in vivo (LE LIEVRE; LE DOUARIN, 1975) (ver figura 7, B).

Figura 7 - Dominios e migracdo da CN
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Fonte: Retirado de CREUZET et al. (2002); LE DOUARIN et al. (2004).

Nota: Em A, a migracdo das células da CN cefalica, mostrando os diferentes destinos para cada populacéo
migratdria. Em B, os tipos de células formados pelas células da CN cefélica (esquerda) e a CN truncal (direita).
Cada derivado € representado por uma cor e o conjunto de cores relacionado ao embrido da esquerda faz
referéncia aos derivados da CN cefélica enquanto que os do embrido a direita faz referéncia aos derivados da CN
truncal. Em verde (ver flecha preta em B), a representacéo dos derivados mesectodermais cartilaginosos e
0sseos, mostrando que somente o dominio da CN cefalica é capaz de origina-los.

A diferenciagéo celular pode ser definida como a restricdo da potencialidade celular
(potencial para formar diferentes tipos de células). Os fatores que controlam a diferenciacdo
das celulas da CN podem ser intracelulares ou extracelulares. Os intracelulares séo os fatores
de transcricdo produzidos pelas células em diferenciacdo. Ja os fatores extracelulares séo os
fatores sollveis (sinalizadores) presentes no microambiente onde a célula esta inserida. Estes
fatores podem ser secretados por células de tecidos adjacentes e pelas préprias células da CN

(YAN, 2005) e atuando de forma paracrina ou autdcrina sobre as células-alvo, respectivamente
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(BOLLENBACH et al., 2008; CAICEDO, 2013). Além destes, as proteinas da matriz
extracelular também sdo capazes de influenciar na diferenciacdo das células da CN
(BRONNER-FRASER, 1984; COSTA-SILVA et al., 2009; LORING; GLIMELIUS;
WESTON, 1982). Os fatores sollveis e as proteinas presentes na matriz extracelular formam o
microambiente embrionério, induzindo a expressdo de fatores de transcri¢do responsaveis pela
migracao e diferenciacdo das células-alvo (BRIAN K., 2009; CHEUNG et al., 2005; GILBERT,
2011) (ver figura 8).

Figura 8 - Mecanismo simplificado de uma molécula sinalizadora que atua como fator soltvel
(morfdégenos) sobre uma célula-alvo, induzindo a expressdo ou ativacdo de fatores de
transcricdo especificos

Fator solivel 4~ O

V-
ator de
transcri¢do”/ | Transcrigdo do gene-alvo

D>

Nucleo

Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Na imagem acima, um esquema de como sinalizagdes extracelulares como as mediadas por morfégenos,
podem desencadear respostas celulares como migracgéo e diferenciacdo. Moléculas secretadas por células de
tecidos especificos durante o desenvolvimento atuam como fator solGvel interagindo com receptores das células-
alvo. Ao fazé-lo, desencadeiam cascatas de sinalizagdo que resultam na inducéo da expressao ou na ativagdo de
determinados fatores de transcricdo e consequentemente, na alteracdo do comportamento celular.

A seguir, serdo apresentadas as estruturas embrionérias que compde 0 microambiente
onde a trabécula é formada, bem como as sinalizacbes moleculares compostas por fatores
solGveis que atuam sobre os fatores de transcricdo durante a condrogénese na regido

craniofacial.

1.2.2 Contexto embrionario do desenvolvimento da trabécula

As células da CN que dao origem a trabécula emergem das bordas dorsais do tubo neural
na regido do diencéfalo posterior e mesencéfalo anterior em desenvolvimento. Estas células
migram circundando a vesicula optica através de dois caminhos: a via pré-dptica e pds-Optica

(ver flechas vermelhas esquerda e direita, respectivamente, na figura 9, C) (COULY; COLTEY;
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LE DOUARIN, 1993; JOHNSTON, 1966; KURATANI, 2005; LE LIEVRE, 1978; NODEN,
1975; SHIGETANI; NOBUSADA; KURATANI, 2000).

Ao chegarem na regido pré-cordal, as células da CN que irdo formar a cartilagem
trabécula ficam localizadas especificamente na regido dorsal do ectoderma do estomodeu (EE),
onde vao iniciar o processo de formacdo inicial da trabécula (ver regido em azul na figura 9, C)
(WADA et al., 2005a). Derivado do ectoderma, o estomodeu d& origem a grande parte da
cavidade bucal, formando a futura boca (HAMILTON, 1952).

Acima da EE, estdo as células da linha média ventral, caracterizadas por um conjunto
de células neuroepiteliais originadas a partir da placa neural que, durante o fechamento do tubo
neural, formam a linha média ventral deste (ver figura 9, B) (DALE et al., 1999; PLACZEK et
al.,, 1990; PLACZEK; JESSELL; DODD, 1993). Estas celulas atuam na regulacdo da
diferenciacédo de células neurais durante o desenvolvimento do sistema nervoso dos vertebrados
(PLACZEK et al., 1990).

Em diferentes niveis anteroposteriores do embrido, as células da linha média ventral
exibem diferentes propriedades moleculares e atividades de sinalizacdo (DALE et al., 1997).
Ao nivel do tubo neural caudal, as células da linha média ventral formam as células do assoalho
(do inglés, “floor plate) do tubo neural. Na regido mais rostral do tubo neural onde é formado
o prosencéfalo, as células da linha média adquirem caracteristicas rostrais em compara¢éo com
o nivel caudal, dai o nome células da linha média rostroventral (células da LMRV). Inicialmente
estas células formam a regido da linha média rostroventral da placa neural, que mais tarde ira
formar o prosencefalo (DALE et al., 1997, 1999). Quando o prosencéfalo divide em diencéfalo
e telencéfalo, estas células passam a formar as células da LMRV do diencéfalo/telencéfalo,
respectivamente. No presente trabalho, por uma questdo de padronizacdo, este conjunto de
células serd chamado de “células da LMRV do tubo neural”, independente do periodo do
desenvolvimento.

Logo atras do estomodeu esta localizada a Placa pré-cordal (PPC). A PPC ¢ formada
por um conjunto de células do mesoderma cujo limite com a EE esta localizado logo abaixo das
células da LMRYV do tubo neural, mais especificamente, no local de invaginagdo da EE para
formar a futura hipofise (ver figura 9, D) (HAMILTON, 1952). Além disso, a PPC esta
localizada imediatamente anterior a notocorda (ver figura 9, C) (HAMILTON, 1952), formando

o limite pré-cordal (pela PPC) e cordal (pela notocorda).
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Diante do contexto das estruturas embrionarias pré-cordais durante a formacgdo da
trabécula, esta cartilagem inicialmente se forma acima da EE, abaixo das células da LMRV do

tubo neural e a frente da PPC (ver esferas marrom na figura 9, D).

Figura 9 - Origem, rotas de migracéo e destino final das células da CN que irdo a trabécula

Células da LMRV do tubo neural

Células da LMRV
AR . do tubo neural PPC O
L Prospectiva O O
" hipéfise
Células da LMRV ‘\O O O
‘ células da CN
EE

do tubo neural

Fonte: A, C e D produzidos pela autora (2021) e B retirado de GILBERT (2011).

Nota: Em A, esquema de embrido de Mus musculus mostrando em vermelho o local da seccéo coronal
apresentada em B. Em B, esquema mostrando secc¢ao coronal do tubo neural com destaque para as células da
LMRYV do tubo neural em verde. Em C, visao lateral de embrido de Gallus gallus apds a chegada das células da
CN na regido dorsal da EE. As células da CN que sofrem TEM do diencéfalo posterior migram pela rota pré-
Optica (flecha vermelha da esquerda em C). Ja as células da CN que sofrem TEM do mesencéfalo anterior
migram pela rota pré-Gptica e pés-dptica (bifurcagéo da flecha esquerda e flecha direita vermelhas em C). Ao
final do processo migratério, as células que migraram por ambas as rotas chegardo na EE, onde irdo condensar
para formar a trabécula. Na figura D, local de formag&o da futura hipdfise anterior no encontro da PPC, EE e
células da LMRYV do tubo neural, corroborando com a formagéo da regido anteior do fenda hipofisaria pela parte
posterior da trabécula (em caso de dividas, rever figura 5). D, diencéfalo; E, endoderma; EE, ectoderma do
estomodeu; FB, futura boca; M, mesencéfalo; N, notocorda; PPC, placa pré-cordal; T, telencéfalo.

Portanto, a populacao de células da CN que ird formar a trabécula migra para a regiao
formada pelo encontro de trés estruturas embrionarias pré-cordais: a PPC, a EE e as células da
LMRV do tubo neural (ver quadrado preto na figura 9, C). Logo, estas trés estruturas
embrionarias se tornaram alvo de estudo no presente trabalho, por poderem participar da

formagéo do microambiente molecular, que permite o desenvolvimento da trabécula.
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1.2.3 Mecanismos moleculares que controlam o desenvolvimento da trabécula na regido
pré-cordal

A condrogénese é um processo de varias etapas cuidadosamente orquestrado, onde a
regulacdo desse processo requer a interacdo de um grande numero de fatores, que podem ser
fatores extrinsecos, como moléculas sinalizadoras indutivas de tecidos circundantes e fatores
intrinsecos, como proteinas produzidas dentro dos proprios condrécitos. Em resposta a
conjuntos especificos de fatores extrinsecos, como os fatores de crescimento, as células ativam,
de acordo com o estagio de diferenciacdo condrogénica, a expressdo de conjuntos Unicos de
fatores de transcricdo, que as comprometem com comportamentos celulares particulares,
incluindo diferenciacdo. Por sua vez, uma consequéncia da expressdo desses fatores de
transcricao € a regulacao da secrecdo de outras proteinas. Esses fatores intrinsecos e extrinsecos
sdo, portanto, componentes de uma integrada e complexa rede de interacdes moleculares
(KRONENBERG; MCMAHON; TABIN, 2009).

1.2.3.1 Fator de transcricao e proteina de matriz-extracelular

Um dos principais componentes do esqueleto dos vertebrados sdo 0s colagenos
fibrilares, dos quais o colageno tipo Il é codificado pelo gene COL2A (BRIAN K., 2005). O
colageno tipo Il constitui a maior parte de proteinas secretadas na matriz extracelular, onde se
encontra associado com outros tipos de colageno, como o colageno IX (DE CROMBRUGGHE;
AKIYAMA, 2009) (ver figura 10).

Figura 10 - Formac&o de fibrila na matriz extracelular de cartilagem

Molécula de

colageno tipo IX
Molécula de

colageno tipo II

Fonte: Retirado de ALBERTS (2017).
Nota: Molécula de colageno tipo IX associada ao colageno tipo Il para formagéo de fibrilas na matriz
extracelular de cartilagem.

Durante a condrogénese, COL2A é expresso pelas células que formam condrocitos

junto a SOX9, uma proteina que atua como fator de transcri¢do, sugerindo uma interacdo entre
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ambos (DE CROMBRUGGHE; AKIYAMA, 2009). Essa possibilidade é apoiada por trabalhos
que identificaram sequéncias regulatorias que possuem sitios de ligacdo para SOX no primeiro
intron do gene COL2A1 (LEFEBVRE et al., 1997; NG et al., 1997; ZHOU et al., 1998),
mostrando que SOX9 atua sobre a expressdo de COL2A1 regulando-o positivamente através da
sua ligacao nestas sequéncias regulatorias (ver figura 11).

Figura 11 - SOX9 ativa a expressao de COL2A1

G0x9 [coi2a1

Fonte: Produzido pela autora (2021).
Nota: Ligacdo de SOX9 em regides regulatdrias de COL2A1, induzindo a sua transcri¢do durante o processo de
condrogénese.

Durante o desenvolvimento de Mus musculus, a expressao de Sox9 foi detectada em
todos os progenitores de condrdcitos, mas sua expressao € abolida em condrocitos hipertroficos,
sugerindo um papel crucial de Sox9 no desenvolvimento de cartilagem (NG et al., 1997;
WRIGHT et al., 1995; ZHAO et al., 1997). A evidéncia definitiva da importancia dos niveis de
SOX9 na condrogénese veio de estudos em Mus musculus, no qual embrides mutantes
heterozigotos para Sox9 manifestaram alteracfes esqueléticas conhecidas como displasia
campomeélica (Bl et al., 2001; KIST et al., 2002). Nestes mutantes, condensacdes mesenquimais
condrogénicas menores ocasionam diminuicdo na formagdo de ossos endocondrais. Os
mutantes também mostram um aumento dos condrdcitos hipertroficos e mineralizacdo
prematura dos 0ssos endocondrais. Esses resultados fornecem evidéncias de que um nivel
adequado de SOX9 é necessario para a condensacdo adequada das células mesenquimais
formadoras de cartilagem e a diferenciagio de condrdcitos hipertréficos (DE
CROMBRUGGHE; AKIYAMA, 2009).

A letalidade em embrides de Mus musculus mutantes heterozigotos para Sox9
impossibilita o uso de cruzamentos de animais heterozigotos para gerar mutantes homozigotos
para Sox9 a fim de compreender mais sobre o papel do gene SOX9 na condrogénese. Esse
obstaculo foi superado pela geracdo de quimeras de embrido de Mus musculus atraves da
injecdo de células-tronco embrionarias mutante homozigotica para Sox9 (SOX9-/-) em

blastocistos de tipo selvagem (SOX9+/+). Portanto, a composi¢do celular dos embrides
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quimeras consistiu em células tipo selvagem e mutantes para Sox9. As células mutantes para
Sox9 foram incapazes de expressar marcadores condrogénicos tipicos, como Col2al, Col9a2,
Collla2 e agrecana (ver figura 12), sugerindo que SOX9 € necessario para 0 comprometimento
das células formadoras de cartilagem com a diferenciacdo para a linhagem celular condrogénica
(Bl et al., 1999).

Figura 12 - Atuacdo de SOX9 sobre o processo de condrogénese

Wild type Sox9”"
= __  S9%9c510a1 = __ cqiza
Mesenchymal —=— = __
Cells — = > ol11a2
= > Col9a2,
Aggrecan
etc..
Condensed
Mesenchymal <
Cells
Chondrocytes

C O
Fonte: Retirado de DE CROMBRUGGHE et al. (2000).

Nota: Esquema mostrando células de selvagens (esquerda) e células mutantes homozigoticas para Sox9 (direita)
durante o processo de condrogénese. Em células com expressdo normal de Sox9, a expressdo de marcadores
condrogénicos ocorre normalmente, assim como o processo de condensacgdo e diferenciacdo de condrdcitos. J&
em células sem expressdo de Sox9, a expressao de outros marcadores importantes no processo de condrogénese
ndo ocorre, assim como a condensacao e diferenciacao das células para formar cartilagem.

E por fim, a expressdo de SOX9 é necessaria para a determinacéo da linhagem celular
condrogénica pelas células da CN cefélica, pois sua inativacao resulta em auséncia completa de
cartilagens e 0ssos endocondrais derivados destas células (MORI-AKIYAMA et al., 2003).

Portanto, a partir destas informacgdes, chamam a atencdo trés pontos: (1) SOX9 e
COL2A1 sdo duas proteinas importantes envolvidas no processo de condrogénese; (2) SOX9
atua dentro das células progenitoras de condrocitos como um fator de transcricdo, induzindo a
expressdo de genes-alvo como o proprio COL2A1L; (3) COL2A1 é uma proteina secretada do
tipo colageno, que atua na matriz extracelular de células progenitoras de condrocitos durante o

processo de condrogénese (ver figura 13).
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Figura 13 - SOX9 e COL2A1 inseridos no nosso contexto de estudo

células da
LMRV do

D>

Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Na imagem acima temos trés perspectivas espaciais do contexto de formacédo da trabécula, indo de uma
perspectiva menos aproximada para uma mais aproximada. A medida que as aproximagdes vio acontecendo, é
possivel ver na Gltima imagem as células da CN expressando Sox9, que ativa a expressdo de Col2A1, induzindo a
sua expressao durante o processo de condrogénese da trabécula. D, diencéfalo; E, endoderma; FB, futura boca;
M, mesencéfalo; N, notocorda; T, telencéfalo.
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1.2.3.2 Fator soluvel

Com relagdo aos fatores soluveis, dentre os diversos fatores sinalizadores relacionados
ao processo de condrogénese, esta Sonic Hedgehog Protein (SHH). SHH é uma proteina
sinalizadora que pode agir de forma autdcrina e paracrina sobre a célula-alvo, atuando como
um morfégeno durante o desenvolvimento (GILBERT, 2011), sendo um fator de sinalizacéo
chave no processo de formacéo de cartilagem (WADA et al., 2005b).

De acordo com YOUNG et al. (2006), a base cranial parece ser uma estrutura
esquelética na qual o crescimento e padrdo de ossificacdo ao longo do seu eixo antero-posterior
é orquestrado por SHH. Além disso, segundo WADA et al. (2005b), SHH é expresso em varios
tecidos craniofaciais, e uma ou mais dessas fontes podem estar mediando a padronizacéo do
neurocranio anterior.

A fim de analisar qual a necessidade da expressdo de shh para a formacdo no
neurocranio anterior, EBERHART et al. (2006) realizaram experimentos utilizando embrides
de Danio rerio mutantes heterozigotos para shh (shh+/-), nos quais um dos alelos é hipomérfico.
Os embriGes mutantes tiveram perda da trabécula que compde o neurocranio anterior e do
processo pterigoide, que faz parte do labio dorsal e conecta a mandibula ao neurocranio (ver
figura 14). Estes dados apontam para uma necessidade da expressao de shh para a formacéo de
cartilagem na regido pré-cordal. Estruturas da regido cordal, como as cartilagens paracordais,

ndo foram alteradas (ver PC em figura 14, A).

Figura 14 - Trabécula ndo desenvolve para formar o neurocranio anterior (pré-cordal) na

auséncia da expressdo de shh
A Controle B Shh+/-

W ]
""}w
Cranio pré-cordal ranio cordal

Fonte: Retirado de EBERHART et al. (2006).

Nota: EmbriGes de Danio rerio com 4dpf. Em A um embrido selvagem. Em B, embrido mutante para shh +/-,
nos quais ndo desenvolvem a cartilagem trabécula no neurocranio anterior e o processo pterigoide, no
esplancnocréanio. T, Trabécula; PE, Placa Etmoidal; CP, Cartilagem polar; PP, Processo pterigoide; N,

Notocorda; PQ, Palatoquadrado.

Cranio pré<cordal  Crinio cordal
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Estes dados apontam fortemente para a importancia da sinalizagdo de Shh para o
processo de formacdo da trabécula. No entanto, apesar da participacdo de Shh no processo de
condrogénese como descrito acima, a existéncia desses multiplos eventos de sinalizacdo no
desenvolvimento craniofacial significa que os precisos papéis de sinalizacdo shh em etapas
individuais permanecem amplamente néo resolvidos (EBERHART et al., 2006).

1.2.4 A trabécula localizada no neurocranio pré-cordal € uma sinapormofia dos
gnatostomados

Nos agnatos (animais que ndo tem mandibula e maxila) a estrutura homdéloga a trabécula
forma o labio superior. Ja nos gnatostomados (animais que tém mandibula e maxila), devido a
expansdo rostral do tubo neural para formar o volumoso cortex cerebral (ver flecha preta na
figura 15, B), ocorreu uma reorganizacao do aparato oral. Essa alteracdo parece ter levado as
células da CN que formavam o labio superior dos agnatas (representada em verde na figura 15,
A) a formarem o neurocranio pré-cordal nos gnatostomados através da sua incorpora¢do no
neurocranio destes (representadas em verde na figura 15, B) (KURATANI, 2018; KURATANI,
AHLBERG, 2018).

Figura 15 - A trabécula nos agnatos e nos gnatostomados
A Agnatos B Gnatostomados

Células daCN

Fonte: Modificado a partir de KURATANI (2004).

Nota: Nos agnatos, as células da CN (em verde) formam o labio superior (Is). Ja nos gnatostomados as células da
CN (em verde) formam a trabécula. As esferas verdes representam as células da CN apds a sua migracdo do tubo
neural, no destino final para comegar a condensar e formar a trabécula. A flecha preta significa a expansao
rostral do tubo neural durante a transi¢do dos agnatas para os gnatostomados. O traco em roxo delimita a regido
pré-cordal e cordal nos agnatas e gnatostomados. e, endoderma; h, hipotalamo; li, Iabio inferior; Is, labio
superior; m, mandibula; n, notocorda; rp, rathke’s pouch (local de formagao da futura hipéfise).
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Comparando agnatos e gnatostomados, é possivel observar dois contextos principais
com relacdo a expansdao do sistema nervoso central e a localizagdo da trabécula no
desenvolvimento craniofacial dos vertebrados. Nos agnatos, representados atualmente por
lampreias e peixe-bruxa, o tubo neural expande muito pouco durante o desenvolvimento. Logo,
a extremidade rostral da notocorda esta localizada mais proxima da extremidade rostral da
cabeca (ver na figura 15, A o tragco em roxo mostrando a extremidade rostral da notocorda).
Com menos espago “livre” de notocorda na cabeca, e a regido pré-codal é menor. Ja nos
gnatostomados, o tubo neural apresenta grande expansdo, e consequentemente, a extremidade
rostral da notocorda fica mais afastada da extremidade rostral da cabeca e, proporcionalmente,
mais posterior ao longo do eixo axial (ver na figura 15, B o trago em roxo mostrando a
extremidade rostral da notocorda). Portanto, ha mais espaco livre de notocorda na cabeca,
aumentando a regido pré-cordal dos gnatostomados em relacdo aos agnatos.

Isso faz com que o neurocranio dos agnatas seja predominantemente formado na
presenca da notocorda, corroborando com a sua origem mesodérmica. Neste contexto, a
estrutura homologa a trabécula ndo participa da formagdo do neurocranio e sim do labio
superior. Ja nos gnatostomados, uma parte do neurocranio é formado na auséncia de notocorda
e outra parte na presenca, corroborando com a sua origem derivada nas células da CN e
mesoderma. E neste contexto, a expanséao rostral do tubo neural permitiu a incorporagdo do
mesénguima gue formava o labio superior dos agnatos ao neurocranio dos gnatostomados (DE
BEER, 1931, 1937a; KARDONG, 2009; KURATANI; AHLBERG, 2018), tornando a
trabécula como elemento do neurocranio pré-cordal, uma sinapormofia dos gnatostomados
(KURATANI; OTA, 2009). Logo, o mecanismo de sinalizagdo envolvido na formagdo da
trabécula possivelmente possui muitas interacfes moleculares sinaporméficas também.

Dentro deste contexto, é provavel que alteracdes morfoldgicas que ocorreram durante
0 processo evolutivo de transicdo dos agnatos para 0s gnatostomados afetaram as interagdes
moleculares entre estruturas embrionarias da cabecga. Estas conversas moleculares ocorrem
principalmente através de fatores sollveis e fatores de transcricdo, que formam o
microambiente onde as células da CN migram e diferenciam. Portanto, tais alteracdes
morfologicas contribuem para mudancas na formacéo da trabéecula, pois a diferenciacdo das

células da CN que irdo formar esta estrutura depende da conversa molecular presente no
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microambiente. Interessantemente, isso torna o contexto molecular presente no microambiente

de formacdo da trabécula dos gnatostomados uma sinapormofia deste taxon.

Portanto, a hipétese deste trabalho é de que o microambiente formado pelo arranjo

tecidual na regido pré-cordal dos gnatostomados atua sobre a formacao inicial da trabécula

através da inducdo da expressdo de SOX9 e COL2A nas células da CN cefalica.

Dentro deste contexto de estudo, a pergunta principal que moveu este trabalho foi:

Como os tecidos pré-cordais coordenam molecularmente a formacao da trabécula?

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar como estruturas embriondrias presentes na regido pré-cordal atuam

molecularmente sobre as células da CN cefalica para formar a cartilagem trabécula

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Identificar os genes expressos nas estruturas pré-cordais (PPC, EE, células da LMRV
do tubo neural e células da CN cefalica) em comum para G. gallus, D. rerio e M.
musculus através da analise de bancos de imagens;

v" Selecionar, dentre 0s genes expressos nas estruturas pré-cordais, os que tem relacdo com
a atividade de SHH nestas estruturas através de pesquisa bibliogréfica;

v’ Estabelecer correlacdes moleculares complementares entre 0s genes expressos na PPC,
EE, e células da LMRYV do tubo neural, utilizando pesquisa bibliografica e ferramentas

de bioinformatica.

3 DESENVOLVIMENTO
3.1 JUSTIFICATIVA
Estudos anteriores realizados por WADA et al. (2005) apontam para a auséncia da

cartilagem trabécula em embrides mutantes heterozigéticos para shh (shh+/-) (ver figura 16).
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Figura 16 - Trabécula ndo desenvolve para formar o neurocranio pré-cordal em embriGes

mutantes para shh (shh+/-)
A Controle B Shh+/-

Cranio pré-cordal ranio cordal Cranio précordal  Cranio cordal
Fonte: Retirado de EBERHART et al. (2006).

Nota: Embribes de Danio rerio com 4dpf. Linhas horizontais vermelhas em A marcam o limite entre a regido da
linha média e regides laterais. Linhas verticais vermelhas em A e B marcam o limite entre a regido pré-cordal e
cordal. Em A um embrido selvagem. Em B, embrido mutante para shh +/-, nos quais ndo desenvolvem a
cartilagem trabécula no neurocrénio anterior ou o processo pterigoide, que atua como o labio dorsal. T,
Trabécula; PE, Placa Etmoidal; CP, Cartilagem polar; PP, Processo Pterigoide; N, Notocorda; PQ,
Palatoquadrado.

Além da trabécula, o processo pterigoide também esta ausente nestes embrides.
Interessantemente, tanto a trabécula quanto o processo pterigoide, sdo localizados na linha
média do cranio pré-cordal (delimitados pelos tracos horizontais vermelhos na figura 16, A).
Isso faz contraste com estruturas da regido pré-cordal localizadas lateralmente, como o
palatoquadrado ou com estruturas da regido cordal, como as cartilagens paracordais. Estas
estruturas estdo presentes nos embrides mutantes Shh+/-, juntando-se na regido da linha média
na auséncia da trabécula e processo pterigoide (WADA et al., 2005)

A perda da trabécula e do processo pterigoide formando a linha média do cranio pré-
cordal, mas ndo da regido lateral do cranio pré-cordal e cordal, aponta para uma distinta
necessidade da sinalizacdo Shh para a formacéo de estruturas cartilaginosas na linha média do
crénio pré-cordal. Falha nas estruturas da linha média do crénio podem ocorrer durante o
desenvolvimento, resultando em uma doenca congénita chamada Holoprosencefalia. Esta
doenca é caracterizada por uma anomalia no desenvolvimento que pode se apresentar como
uma variedade de malformacdes craniofaciais e neurais nas estruturas da linha média da cabeca,
sendo caracterizada em casos mais graves, pela separacdo anormal do telencéfalo nos
hemisférios esquerdo e direito (LANA-ELOLA et al., 2011) e ciclopia (ADELMANN, 1936).
Bebés menos gravemente afetados demonstram anomalias craniofaciais especificas, incluindo

fendas faciais na linha média e irregularidades nasais, com desenvolvimento cerebral normal
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ou quase normal. As causas da holoprosencefalia podem ser exposi¢do da gestante a teratdgenos
ou etiologia genética (HENDI et al., 2004; JEFFREY, A.; GOLDEN, 1998).

A diferenca na necessidade de Shh para a formacéo de estruturas da linha média do
cranio pré-cordal corrobora com o fato de que as células da CN progenitoras da trabécula e
processo pterigoide migram do tubo neural para a regido dorsal da EE. J& as células da CN
progenitoras de estruturas laterais do cranio pré-cordal, como palatoquadrado, e outras
estruturas do esplancnocranio como a cartilagem de Meckel, migram para regides posteriores a
ectoderma do estomodeu, denominadas primeiro arco branquial ou arco mandibular (WADA
et al., 2005b). Alguns autores consideram que a regido dorsal da EE, por ser anterior ao arco
mandibular, como um dominio pré-mandibular. Aqui, 0 termo ‘pré-mandibular’ ndo implica na
presenca de um arco pré-mandibular, apenas uma posicdo rostral ao arco-mandibular
(KURATANI, 2004). De qualquer forma, os resultados apresentados por WADA et al. (2005)
mostram que 0 contexto de sinalizacdo molecular ao qual as células da CN trabécula e o
processo pterigoide estdo sujeitas na regido dorsal da EE, é bastante peculiar, especialmente
com relacdo a necessidade de SHH no microambiente, tornando o contexto molecular presente
no desenvolvimento destas estruturas importante de ser estudado.

Apesar do processo pterigoide fazer parte das células da CN que migram para a regido
dorsal da EE (WADA et al., 2005b), esta estrutura é considerada parte do esplancnocranio (LE
DOUARIN, N. M.; CREUZET, 2009). Muitos sdo os trabalhos presentes na literatura que
abordam a influéncia de estruturas embrionarias como a EE e o tubo neural na formacéo de
estruturas do esplancnocranio (HU; MARCUCIO, 2009; MARCUCIO et al., 2005). No entanto,
pouquissimos estudos abordam a influéncia de estruturas pré-cordais na formacdo do
neurocranio pré-cordal.

Portanto, a trabécula possui um desenvolvimento que despertou interesse na
construcdo deste trabalho por dois motivos principais: (1) € formada por ceélulas da CN
progenitoras submetidas ao microambiente molecular presente na regido dorsal da EE, que
mostrou ter uma dindmica Unica quanto a necessidade de SHH e (2) é localizada no limite mais
posterior do neurocranio pré-cordal, fazendo fronteira com o neurocranio cordal, cujo
desenvolvimento recebe sinalizacdo Shh vinda da notocorda. Como o desenvolvimento da
trabécula ocorre em uma regido de transi¢do das estruturas embrionérias presentes durante a

formacao de cartilagem, levantou-se questionamentos sobre o papel de estruturas embrionérias
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pré-cordais como a EE, PPC e células da LMRV do tubo neural na formacéo desta cartilagem.
Compreender os processos moleculares associados ao desenvolvimento de estruturas da linha
média do cranio, como a trabécula, contribuird para a compreensdo e uma grande gama de

malformagdes craniofaciais.

4 METODOLOGIA
4.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EM ESTRUTURAS PRE-CORDAIS

Esta etapa consiste em um levantamento dos genes expressos na regido pre-cordal
(PPC, células da LMRYV do tubo neural e EE) com o objetivo de criar um banco de dados destes
genes. Para isso, foi analisado o padrdo de expressdo de genes ortdélogos em trés espécies:
Gallus gallus (galinha), Mus musculus (camundongo) e Danio Rerio (peixe-zebra), que estdo
entre 0s modelos mais importantes para estudar biologia do desenvolvimento atualmente
(STERN, 2005).

As ferramentas de analise dos padrBes de expressao de genes foram quatro bancos de
imagens: Gallus Expression in Situ Hybridization Analysis (GEISHA), disponivel em
geisha.arizona.edu, para o desenvolvimento de Gallus gallus (galinha); Mouse Genome
Informatics (MGlI), disponivel em http://www.informatics.jax.org e Emouse Atlas (EMAGE),
disponivel em https://www.emouseatlas.org/emage/home.php para o desenvolvimento de Mus
musculus (camundongo); e o The Zebrafish Information Network (ZFIN), disponivel em
https://zfin.org, para o desenvolvimento de Danio rerio (peixe-zebra).

O banco de imagens GEISHA possibilita pesquisar genes em uma determinada regido
anatdbmica e estagio do desenvolvimento embrionario sem necessariamente determinar qual o
gene de interesse, a fim de que todos os genes possiveis apare¢cam nos resultados a serem
analisados. Por isso, este foi 0 banco de imagens escolhido dentre os quatro (ZFIN, GEISHA e
MGI/EMAGE) para iniciar o levantamento dos genes. Apés o levantamento de genes expressos
na regido pré-cordal pelo GEISHA, estes foram analisados nos bancos de dados ZFIN e MGI/
EMAGE a fim de excluir do estudo genes gque ndo estdo presentes nas trés espécies de interesse.

Para buscar genes presentes na regido pré-cordal (PPC, células da LMRV do tubo
neural e EE) em um determinado estagio do desenvolvimento, foi utilizada a opc¢do de busca
por “multiplos parametros”. Os pardmetros utilizados para o levantamento das expressoes

génicas foram o padrdo espacial e temporal das mesmas. As estruturas embrionarias


https://www.emouseatlas.org/emage/home.php
https://zfin.org/

41

consideradas durante o levantamento foram a PPC, as células da LMRYV do tubo neural e a EE.
O periodo de analise vai desde o inicio do desenvolvimento das estruturas pre-cordais até o
momento em que as células da CN chegam ao estomodeu para mais tarde, condensar e formar

cartilagem (ver tabela 1).

Tabela 1 - Estagios para identificacdo da expressdo de genes ortélogos nos bancos de imagens

Estrutura Anatdmica Gallus gallus Mus musculus Danio Rerio

PPC HH4 — HH11 E7.5-E9.25 75%E — 15ss
células da LMRYV do tubo neural HH4 — HH21 E7.5-E10.75 75%E — Prim25
EE HH14 — HH25 E9.75- E11.75 27ss — Long-pec
Células da CN HH9 — HH25 E9-E11.75 7ss — Long-pec

Para Danio rerio, os periodos do desenvolvimento embrionario estdo marcados pela porcentagem do embrido
que sofreu epibolia (75%E), a quantidade de somitos (15ss), um momento especifico do periodo da faringula
(Prim25) e a aparéncia das barbatanas dorsais (Long-pec). Em Gallus gallus os estagios sdo apresentados de
acordo com a classificacdo de HAMBURGER; HAMILTON, 1951) e em Mus musculus sdo apresentados de
acordo com os dias do desenvolvimento (E). E (para Danio rerio), epibolia; E (para Mus musculus), dias de
desenvolvimento; HH, Hamilton and Hamburger; Long-pec, barbatana dorsal com o comprimento maior do que
a largura da base; Prim, faringula; ss, somitos; Tailbud, broto da caudal.

Para os periodos do desenvolvimento considerados, foi encontrado o grande desafio
de realizar a “equivaléncia” dos estagios do desenvolvimento o mais fiel possivel entre Gallus
gallus, Mus musculus e Danio rerio para a identificacdo dos genes ortélogos. Sendo assim,
considerando que cada espécie apresenta particulares caracteristicas temporais e morfoldgicas
durante o desenvolvimento, foi realizado uma analise comparativa dos estagios do
desenvolvimento entre estas trés espécies que sera apresentada nos resultados (ver item 5.2,
figura 24).

Nesta etapa, como os materiais oferecidos pelo GEISHA utilizam apenas a técnica de
hibridizag&o in situ, foi padronizado para que durante a pesquisa nos outros bancos de imagens,
somente resultados utilizando esta técnica fossem considerados. Portanto, a analise espacial e
temporal dos padrdes de expressdo génica na regido pré-cordal foi executado analisando a
expressdo do RNA mensageiro dos mesmos. Além disso, somente genes que codificam

proteinas que atuam como fatores solUveis ou fatores de transcricdo foram selecionados.

4.1.1 Analise em Gallus gallus — GEISHA
A plataforma GEISHA é um banco de dados com informac6es de padrdes de expressao
génica em embrides de Gallus gallus, elaborado para mapear a localizagdo de sequéncias de
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mRNA expressas ao longo do desenvolvimento. E construido a partir de dados adicionados por
pesquisadores individuais a partir de fontes publicadas (DARNELL et al., 2007).

Para a busca por “multiplos parametros” no GEISHA, foram selecionados 0s estagios
HH de acordo com HAMBURGER; HAMILTON (1951) desejados e as regides anatomicas de

interesse (ver figura 17).

Figura 17 - Pagina de busca pelo GEISHA
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Fonte: Retirado de GEISHA, disponivel em: http://geisha.arizona.edu/geisha/advanced.jsp
Nota: Opcdes para selecdo durante a pesquisa por multiplos parametros no GEISHA. No quadrado
roxo, opgdes de selecéo de localizacBes anatémicas do embrido de Gallus gallus e no quadrado vermelho,
opcOes para selegdo dos estagios embrionarios do desenvolvimento.

4.1.1.1 Termos anatémicos utilizados para busca

As estruturas embrionarias da regido pre-cordal, utilizadas para as buscas no GEISHA,

foram representadas pelos seguintes termos anatdmicos de busca (ver quadro 1):


http://geisha.arizona.edu/geisha/advanced.jsp
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Quadro 1 - Termos anatdmicos utilizados para pesquisa no GEISHA

Estruturas pré-cordais Termos anatémicos utilizados para pesquisa
PPC Early Mesoderm, Head Process
Células da LMRYV do tubo neural Forebrain, Diencephalon, Hypothalamus e Neural
Plate/Tube
EE Surface Ectoderm
Células da CN cefélica Neural Crest

Como o GEISHA ndo oferece a opcdo de selecionar termos anatdmicos mais
especificos de acordo com os interesses do presente trabalho, esta especificidade se deu através
de uma refinada analise das imagens, considerando apenas padrGes de expressdo génica
presentes nas estruturas pré-cordais de interesse. Por exemplo, no caso das células da CN
cefélica, o termo anatémico de busca utilizado se refere a crista neural (“neural crest”) como
um todo, no entanto, foram consideradas expressées somente no dominio, a CN cefalica. Para
as células da LMRV do prosencéfalo foram analisadas expressdes apenas na regido ventral
desta estrutura, uma vez que o termo anatdbmico de busca se refere a todo o prosencéfalo
(“forebrain”), e ndo somente a regido da linha média rostroventral; além disso, foram
consideradas expressdes que obrigatoriamente estivessem presentes no diencéfalo,
independentemente de estarem presentes no telencéfalo, uma vez que a formacéo da trabécula
ocorre ao nivel axial do diencéfalo. A mesma logica foi utilizada para a PPC, que nos termos
anatomicos de busca foi referida como “Early mesoderm, Head Process”, mas durante as analises
das imagens foram consideradas somente expressdes especificamente na PPC. Ja com a
ectoderma do estomodeu/ectoderma oral, o termo disponivel abordava toda a ectoderme
(“Surface ectoderm’) mas ao analisar as imagens, foi possivel selecionar somente as expressoes

no estomodeu/ectoderma oral.

4.1.1.2 Estagios selecionados para busca

Para a determinagéo dos estagios embrionarios para analise na PPC e nas células da
LMRYV do tubo neural, foi escolhido o0 momento em que a PPC se forma — por ser a primeira
estrutura pré-cordal de interesse neste estudo a se formar durante o desenvolvimento - até o
momento em que as células da CN presentes no local da prospectiva trabécula apresentam
expressao dos primeiros genes marcadores de condensacdo para formar cartilagem (equivalente
a HH4 - HH25 para Gallus gallus). J& na EE, a analise de genes foi realizada entre HH14-25,

equivalente ao momento em que as células da CN chegam ao estomodeu até o periodo em que
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iniciam o processo de condensagdo para formar cartilagem. E por fim, nas células da CN, os
estagios analisados foram de HH9-25, pois € 0 momento em que estas células iniciam a TEM
do tubo neural até 0 momento em que ja iniciaram o processo de condensacdo para formacao
de cartilagem. Todos os estdgios selecionados para Gallus gallus estdo especificados na tabela

1, junto com Danio rerio e Mus musculus.

4.1.2 Anélise em Danio rerio - ZFIN
A plataforma The Zebrafish Network (ZFIN) coleta, organiza, e torna disponivel uma
ampla gama de dados sobre zebrafish, incluindo genes, funcdo do gene, seqiiéncias, mutantes,
linhas transgénicas, modelos, expressao e fenétipo (DANIEL E SHUMER, 2017). Para a busca
por “multiplos parametros” pelo ZFIN, foram selecionados os estagios do desenvolvimento e

as regides anatdmicas de interesse (ver figura 18).

Figura 18 - Pagina de busca pelo ZFIN
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O Show only published literature
® Show all

¥ Include substructures

Fonte: Retirado de ZFIN, disponivel em: https://zfin.org/action/expression/search
Nota: Opcdes para selecdo durante a pesquisa por multiplos pardmetros no ZFIN. No quadrado roxo,
opcoes de selecdo de localizagbes anatdmicas do embrido de Danio rerio e no quadrado vermelho, opcdes para
selecdo dos estagios embriondrios do desenvolvimento.

4.1.2.1 Termos anatdémicos utilizados para busca
As estruturas embrionarias da regido pré-cordal, utilizadas para as buscas no ZFIN,

foram representadas pelos seguintes termos anatdmicos de busca (ver quadro 2).
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Quadro 2 - Termos anatdmicos utilizados para pesquisa no ZFIN

Estruturas pré-cordais Termos anatémicos utilizados para pesquisa
PPC Axial Mesoderm, Prechordal Plate
Células da LMRYV do tubo neural Forebrain
EE Oral Ectoderm, Stomodeum
CN Neural Crest, Neural Crest Diencephalon, Neural Crest
Midbrain

4.1.3 Andlise para Mus musculus - MGI e EMAGE

Para as analises de padréo de expressdo génica em Mus musculus foram utilizados dois
bancos de dados. O objetivo disso foi complementar a analise, uma vez que para Mus musculus
especificamente, mais de um banco de dados estava disponivel.

O Mouse Genome Informatic (MGI) e 0 EMAGE sdo dois bancos de dados com dados
de expressdo génica durante o desenvolvimento embriondrio de Mus musculus
(CHRISTIANSEN et al., 2006; EPPIG, 2017).

Para a busca por “multiplos parametros” pelo MGI, foram selecionados os estagios do
desenvolvimento para Mus musculus desejados e as regides anatdmicas de interesse (ver figura
19).

Figura 19 - Pagina de busca pelo MGl
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Fonte: Retirado de MGI, disponivel em: http://www.informatics.jax.org/expression.shtml
Nota: Opcdes para selecdo durante a pesquisa por multiplos parametros no MGI. No quadrado roxo,
opcoes de selecdo de localizagbes anatdbmicas do embrido de Danio rerio e no quadrado vermelho, opcbes para
selecdo dos estagios embrionarios do desenvolvimento.
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Para a busca no EMAGE nao foi possivel utilizado a op¢éo por “multiplos parametros”
como nos outros bancos de dados, uma vez que a opcao para escolha das estruturas anatémicas
de interesse ndo estava disponivel nesta plataforma. Portanto, foram selecionados apenas 0s

estagios do desenvolvimento para Mus musculus (ver figura 20).

Figura 20 - Pagina de busca pelo EMAGE
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Fonte: Retirado de IMAGE, disponivel em:
https://www.emouseatlas.org/emagewebapp/pages/emage_gene_query.html
Nota: Opcdes para selecdo durante a pesquisa no IMAGE. No quadrado vermelho, opgdes para
selecdo dos estagios embrionérios do desenvolvimento.

4.1.3.1 Termos anatémicos utilizados para busca
As estruturas embrionarias da regido pré-cordal, utilizadas para as buscas no MGl

foram representadas pelos seguintes termos anatdmicos de busca (ver quadro 3).

Quadro 3 - Termos anatdmicos utilizados para pesquisa no MGl

Estruturas pré-cordais Termos anatdémicos utilizados para pesquisa
PPC Prechordal Mesoderm, Prechordal Plate
Células da LMRYV do tubo neural Forebrain
EE Oral Region Ectoderm, Stomodeum
CN Neural Crest, Prosencephalon Neural Crest

4.2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Para a selecdo e andlise de interaces de genes, foram executados recrutamentos de
artigos relacionados ao tema, realizado em duas etapas: (1) a etapa de selecdo de genes,
realizada com o objetivo de selecionar dentre os genes encontrados nos bancos de imagens,
somente genes cujas proteinas sdo potencialmente envolvidas na formacdo da trabécula; e (2)
etapa de interacOes de genes, realizada com o objetivo de aprofundar os mecanismos de
interacdo entre as proteinas selecionadas. Para ambas, o levantamento bibliografico foi

realizado através do banco de dados PubMed, disponivel em https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov.



https://www.emouseatlas.org/emagewebapp/pages/emage_gene_query.html
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

47

Para elaborar uma busca mais refinada considerando variagdes nos nomes das
estruturas embrionarias, foi utilizado nos termos de busca, variacbes de nomenclaturas como
“Prechordal mesoderm” ou “Prechordal plate” para PPC, “Oral Ectoderm” ou “Stomodeum”

para EE e “Cephalic Neural Crest” ou Cranial Neural Crest” para as células da CN cefalica.

4.2.1 Etapa de Selecdo de Genes

Nesta etapa, foram realizadas pesquisas bibliograficas sobre 0s genes expressos nas
estruturas pré-cordais, identificados através dos bancos de imagens para Gallus gallus, Mus
musculus e Danio rerio. O objetivo desta etapa foi selecionar dentre os genes identificados,
somente genes que de acordo com a literatura, estdo envolvidos diretamente ou indiretamente,
na formacéo da trabécula.

Destes, 0 Unico gene que mostrou estar diretamente envolvido na formacdo da
trabécula nos materiais encontrados através do levantamento bibliogréfico, foi SHH. Portanto,
a selecdo de genes indiretamente envolvidos na formacdo inicial da trabécula se deu pelo
recrutamento de genes que, de acordo com a literatura, codificam proteinas que interagem com
a atividade de SHH na regido pré-cordal. Esta interacdo é caracterizada pela alteracdo na
expressdo de um gene em funcdo do outro nas estruturas pré-cordais onde eles foram
identificados no presente trabalho. Esta analise, com um viés mais integrativo para as interacdes
proteicas, foi realizada a fim de detectar novos genes que podem estar envolvidos no processo
de formacdo da trabécula, mas que ndo sdo descritos como tais na literatura por atuarem
indiretamente sobre este processo.

Nesta etapa, foram utilizados termos de busca compostos por:

nome do gene + nome da estrutura embrionaria pré-cordal onde ele é expresso

Por exemplo:
((SIX3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])

4.2.2 Etapa de Interagédo de Genes
ApoOs a selecdo de genes codificadores de proteinas potencialmente atuantes na
formacdo da trabécula, foi executado um segundo levantamento bibliografico para contemplar

0 maximo possivel de informagBes que mostrassem como ocorrem as interages entre estas
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proteinas. Consequentemente, esta parte do levantamento bibliogréafico possibilitou analisar
informacdes mais especificas sobre estas interacdes, como 0s mecanismos celulares envolvidos
nestas interacdes. Nesta etapa, foram tracadas buscas envolvendo duas proteinas por vez,
contemplando todas as combinacfes possiveis entre as proteinas selecionadas. Importante
pontuar que para proteinas expressas em locais diferentes, foram consideradas buscas diferentes
para cada local de expressdo desta mesma proteina.

Para isso, se utilizou termos de busca constituidos por trés combinagdes possiveis.
Primeiro, o padrdo de busca contendo o nome das duas proteinas envolvidas na interacdo e o

local onde cada uma foi encontrada, totalizando quatro termos no padrdo de busca.

nome da proteina 1 + nome da proteina 2 + local de expresséo da proteina 1 + local de

expressao da proteina 2

Por exemplo:
((SHH[Title/Abstract]) AND (SIX3[Title/Abstract]) AND (prechordal
plate[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]))

Para proteinas expressas no mesmo local, foi utilizado o nome das proteinas e 0 nome

do local onde ambas sdo expressas, totalizando trés termos no padrao de busca.

nome da proteina 1 + nome da proteina 2 + local de expressdo de ambas

Por exemplo:
((SHH[Title/Abstract]) AND (SIX3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]))

E para a mesma proteina que teve padrdo de expressao em mais de uma estrutura pré-
cordal, foi utilizado o nome dela e 0 nome de duas das estruturas onde foi expressa, por vez,

totalizando termos no padréo de busca.

nome da proteina + local de expressédo 1 + local de expresséao 2

Por exemplo:

((SHH[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
(forebrain[Title/Abstract]))
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4.2.3 Etapa de Busca Ampliada

Os trabalhos encontrados no banco de dados PubMed pela etapa de selecao de genes -
realizada a fim de selecionar genes potencialmente envolvidos na formacao da trabécula - e
pela etapa de interacdo de genes - realizada a fim de aprofundar a compreenséo das interagoes
entre as proteinas codificadas pelos genes selecionados -, moveram boa parte da base de dados
utilizada para construir os resultados deste trabalho. Além disso, ao longo do desenvolvimento
do trabalho, surgiu a necessidade da realizacdo de buscas amplificadas para topicos bastante
especificos do trabalho a fim de aprofundar o desenvolvimento deste com conteddos
encontrados fora dos termos de busca padrdes citados anteriormente. Nesta etapa, outros termos
de busca foram utilizados.

Por exemplo:
(shh[Title/Abstract]) AND (sox9[Title/Abstract] )

Os materiais encontrados nos levantamentos bibliograficos realizados pelo PubMed

foram utilizados para a criacdo de um banco de dados.

4.3 ANALISES COMPLEMENTARES DOS GENES SELECIONADOS
4.3.1 GeneCards

Os genes encontrados através do levantamento de dados no GEISHA, ZFIN, MGI e
EMAGE foram selecionados através das informacGes encontradas no levantamento
bibliogréfico feito pelo PubMed, foram posteriormente analisadas no GeneCards. O GeneCards
é um banco de dados pesquisavel e integrativo que fornece informacg6es abrangentes e faceis de
usar sobre todos o0s genes humanos anotados e previstos. Disponivel em
https://www.genecards.org, integra automaticamente dados de genes como informacoes
gendmicas, transcriptdmicas, protedmicas, genéticas, clinicas e funcionais (STELZER et al.,
2016).

4.3.2 SIGnaling Network Open Resource - SIGNOR
Andlise de vias se sinalizacdo foram realizadas utilizando o Signor - SIGnaling

Network Open Resource — disponivel em https://signor.uniroma2.it, € uma base de dados que


https://www.genecards.org/
https://signor.uniroma2.it/
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capta interagBes causais entre proteinas e outras entidades bioldgicas e tem 0 mesmo objetivo
de precisdo, profundidade de curadoria e cobertura que foi alcancado com bancos de dados de
interacdo de proteinas (PERFETTO et al., 2016).

4.3.3 GeneMANIA

As analises de interacdes entre proteinas foram realizadas na plataforma GeneMANIA,
disponivel em https://genemania.org. O GeneMANIA ¢é um site utilizado para gerar hipdteses
sobre a funcdo de um gene por meio de analise e priorizacdo de genes para a realizacdo de
ensaios funcionais através de dados de genémica e protebmica. No entanto, para gerar as
andlises para este trabalho, foi utilizado o Software Cytoscape com Plugin para o GeneMANIA.
Optouse por analisar nos resultados, os vinte genes mais relevantes para a interacdo entre 0s

genes escolhidos para andlise (ver imagem 21, quadrado roxo).

Figura 21 - Realizando pasquisa utilizando GeneMANIA
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Para iniciar as analises de interagdo entre genes pelo GeneMANIA ¢é utilizado inicialmente, a
opcao para selecdo do plugin do GeneMANIA (quadrado azul). Ao selecionar este plugin, ira aparecer as opcles
para selecdo da espécie para a qual sera feita a analise (quadrado verde) e uma caixa para escrever os nomes dos
genes a serem analisados na interagdo (quadrado roxo). Apds o preenchimento destas, por dltimo, é selecionado

a opcdo para iniciar pesquisa (quadrado vermelho).

Dado um ou mais genes de consulta, 0 GeneMANIA encontra genes propensos a
compartilhar fungdes com ele com base em suas interacfes (FRANZ et al., 2018) (ver os tipos

de interagOes no quadro 4).


https://genemania.org/
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Quadro 4 - Tipos de interacdes presentes no GeneMANIA

Tipo de Interagdo

Caracteristicas da Interacéo

Co-expressao

Genes ligados por niveis de expressdo semelhantes em estudos de expressado
génica. A maioria desses dados sdo coletados do Gene Expression Omnibus
(GEO), onde o GeneMANIA apenas coleta dados associados a uma
publicacdo.

Interacdo fisica

Genes ligados por interagirem em um estudo de interacdo proteina-proteina.
Esses dados séo coletados de estudos primérios encontrados em bancos de
dados de interacdo de proteinas, incluindo BioGRID e PathwayCommons.

Interagdo genética

Genes funcionalmente associados se os efeitos da perturbacdo de um gene
forem modificados por perturba¢Ges em um segundo gene. Esses dados sdo
coletados de estudos primarios e BioGRID.

Dominios proteicos
compartilhados

Genes ligados por ter o mesmo dominio de proteina. Esses dados séo
coletados de bancos de dados de dominio, como InterPro, SMART e Pfam.

Co-localizacéo

Genes ligados por serem expressos ho mesmo tecido

Via de Sinalizagdo

Genes ligados se participarem da mesma reacdo dentro de uma via. Esses
dados sdo coletados de varios bancos de dados de origem, como Reactome e
BioCyc, via PathwayCommons.

Prevista

Frequentemente relacionada a interacdes de proteinas, a principal fonte de
dados previstos é 0 mapeamento de relagdes funcionais conhecidas de outro
organismo por meio da ortologia. Por exemplo, é previsto que duas proteinas
interajam se seus ort6logos sdo conhecidos por interagir em outro organismo.

Outros

Redes que ndo se enquadram em nenhuma das categorias acima, como
correlacdes de fendtipo.

Para encontrar genes relacionados, o0 GeneMANIA pesquisa grandes conjuntos de

dados bioldgicos publicamente disponiveis. Estes incluem proteina-proteina, proteina-DNA e

interacBes genéticas, vias, reacfes, dados de expressdo de genes e proteinas, dominios de
proteinas e perfis de triagem fenotipica (WARDE-FARLEY et al., 2010).
Com isso, o aplicativo usa o algoritmo GeneMANIA para encontrar outros genes e

produtos genéticos que estdo mais relacionados a lista original e mostra como eles estdo

relacionados. Na analise do resultado, cada no representa um gene e seus produtos (FRANZ et
al., 2018; WARDE-FARLEY et al., 2010) (ver figura 22).

Além disso, os usuarios podem personalizar sua pesquisa selecionando a espécie e

conjuntos de dados especificos para analise (FRANZ et al., 2018). A plataforma GeneMANIA

ndo apresenta dados de proteinas para a espécie Gallus gallus portanto, as analises foram

realizadas somente para Mus musculus ou Danio rerio.
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Figura 22 - Exemplo de andlise proteica

Proteina'B
Proteina-A
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Fonte: Produzido por Alessandra Barauna (2020).

4.4 CONFECCAO DE IMAGENS
As imagens produzidas pela autora deste trabalho foram criadas a partir do Krita, um

programa de pintura profissional gratuito, disponivel para download em https://krita.org/en/.

5 RESULTADOS

Os resultados apresentados neste trabalho sdo produtos de uma extensa revisdo
bibliogréfica, associados a analises realizadas em plataformas e bancos de dados de acesso
aberto. A apresentacédo dos resultados foi dividida em partes I e II.

A parte I, sera apresentada pelos seguintes topicos:

1) Identifificacdo de genes expressos nas estruturas pré-cordais de estudo (PPC,
EE, células da CN e células da LMRV do tubo neural), feitas através dos bancos de imagens
para Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio;

(2) Anélise comparativa dos estagios do desenvolvimento de Gallus gallus, Mus
musculus e Danio rerio, utilizada para realizar as analises de expressdo génica feitas através
dos bancos de imagens (tépico 1) em estagios equivalentes do desenvolvimento para as trés
especies, considerando as particularidades do desenvolvimento de cada uma;

(3) Selecéo de Genes, realizada para eleger, dentre 0s genes expressos nas estruturas
pré-cordais de estudo em Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio, aqueles envolvidos com
a atividade de SHH na regido pré-cordal e, portanto, potencialmente encolvido na formacéo da
trabécula. Esta selecédo foi realizada através da primeira etapa do levantamento bibliografico:

etapa de selecéo de genes.


https://krita.org/en/
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Na parte 11 serd apresentada a (4) rede regulatéria formada por interacGes entre as
proteinas codificadas pelos genes selecionados. Esta etapa consiste na juncdo dos resultados
da primeira e da segunda etapa do levantamento bibliografico, etapa de selecdo e interacao de
genes, respectivamente. Juntas, estas informacgdes permitiram melhorar a compreensdo de como
a PPC, a EE, as células da CN e da LRMV do tubo neural interagem através da expressdo dos
genes selecionados, resultando em uma sinalizacao local que atua sobre a formacéo inicial da
trabécula. Além disso, este aprofundamento foi complementado com estudos de interacdes

proteicas feitas em plataformas online (ver figura 23).

Figura 23 - Resultados a serem apresentados de acordo com a metodologia

(Analise de bancos de imagens
pelo GEISHA, MGI E ZFIN)
ParteI
GENES ENCONTRADOS

(Levantamento Bibliogrifico

pelo BybMed)
GENES SELECIONADOS

(Levantamento Bibliografico
Parte I1 pelo PubMed e analises in silico)

INTERACOES MOLECULARES ENTRE AS PROTEINAS
CODIFICADAS A PARTIR DOS GENES SELECINOADOS

Fonte: Produzido pela autora (2021).

PARTE |

5.1ANALISE COMPARATIVA DO DESENVOLVIMENTO ENTRE DANIO RERIO,
GALLUS GALLUS E MUS MUSCULUS

Para uma analise mais precisa possivel os estagios do desenvolvimento equivalentes
em cada espécie e, considerando as particularidades de cada uma, foi gerada uma analise

comparativa do desenvolvimento entre as trés espécies (ver figura 24).
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Figura 24 - Analise comparativa do desenvolvimento entre Danio rerio (peixe-zebra), Gallus
gallus (galinha) e Mus musculus (camundongo)
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Fonte: Adaptado de TRAINOR (2014a) com informag6es de (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; KIMMEL et
al., 1995).

Nota: Andlise comparativa do desenvolvimento de Gallu gallus, Mus musculus e Danio rerio. A andlise inicia no
final da gastrulacdo, quando a borda da placa neural (prospectivo tubo neural, em caso de dividas rever figura 6)
inicia a expressdo de marcadores caracteristicos desta (representado pelo retdngulo roxo superior). O segundo
evento do desenvolvimento é quando as bordas da placa neural se encontram para formar o tubo neural (ver
retangulo roxo do meio). O Gltimo evento é o inicio da expressdo de COL2A pelas células da CN que vao formar
a trabécula (representado pelo retangulo roxo inferior). Em Danio rerio, o final da gastrulagdo é marcado pela
porcentagem do embrido que sofreu epibolia (E), sequido pelo aparecimento do broto da cauda (Tailbud), a
formacdo de somitos (ss), 0 estagio da faringula (Prim) e a aparéncia das barbatanas dorsais (High-pec e Long-
pec). O estagio da faringula é um periodo do desenvolvimento que ocorre apds a gastrulagéo, quando todos os
embrides de vertebrados passam por um estagio no qual se assemelham morfologicamente, mostrando
caracteristicas de cordados: notocorda, tubo neural dorsal, somitos e arcos branquiais (HAMBURGER,;
HAMILTON, 1951). J& o estagio High-pec e Long-pec esta relacionado, de acordo com KIMMEL et al. (1995),
a aparéncia das barbatanas peitorais. No estagio High-pec a altura do botdo da nadadeira é quase igual a largura
de sua base e no Long-pec, a altura dos botfes da nadadeira peitoral sdo o dobro da sua largura. Em Gallus
gallus os estagios sdo apresentados de acordo com a classificacdo HAMBURGER; HAMILTON (1951) e em
Mus musculus sdo apresentados de acordo com os dias do desenvolvimento (E). E, epibolia; Tailbud, broto da
caudal; ss, somitos; Prim, faringula, HH, Hamilton and Hamburger.



55

A andlise comparativa foi realizada a partir de dois tipos de eventos do
desenvolvimento: (1) expressdo de marcadores moleculares e (2) eventos morfologicos.
Portanto, os marcos considerados foram: (1) o inicio da expressdo de marcadores da borda da
placa neural, (2) fechamento do tubo neural ao nivel axial de formacao da trabécula e (3) inicio
da expressdo de COL2A nas células da CN que formam a trabécula, todos representados na
figura 19 pelos trés retangulos roxos, respectivamente. Estes eventos foram escolhidos para
comparar com maior precisdo o desenvolvimento de Gallus gallus, Mus musculus e Danio

rerio, baseando-se na formacao e diferenciacao das células da CN que véo formar a trabécula

5.2 GENES EXPRESSOS NA REGIAO PRE-CORDAL IDENTIFICADOS NO GEISHA
A0 pesquisar 0s genes expressos na regido pre-cordal utilizando o banco de imagens
GEISHA, foram identificados 19 RNAmM de genes expressos nna regido pré-cordal durante o
desenvolvimento de Gallus gallus. Dos 19 padrdes de expressdo génica, 6 foram identificados
na PPC, 7 nas células da LMRYV do tubo neural, 2 na EE e 4 nas celulas da CN cefalia.
Além disso, como alguns padrbes de expressao génica FOXA2, SHH e SIX3 foram
encontrados em mais de uma estrutura embrionaria, os 19 padrbes de expressdo génica

identificados foram compostos por 15 genes (ver quadro 5).

Quadro 5 - Padrdes de expressao génica identificados no GEISHA

PPC Células da LMRV do tubo neural EE Células da CN Cefalica
BMP2 FOXA2 FGF8 FGF3

BMP7 GLI1 SHH NHLH1
FOXA2 HOXB13 NOGGIN

GSC LMX1B SOX9

SHH NKX2.1

SIX3 SHH

SIX3

Fonte: Produzida pela autora (2021).
Nota: Os padrdes cujos genes estdo destacados em negrito sao referentes a genes cujas proteinas codificadas
atuam como fator soltvel e sem destaque séo referentes a genes cujas proteinas codificadas atuam como fator de
transcricdo.

5.3 GENES SELECIONADOS NAS ESTRUTURAS EMBRIONARIAS DA REGIAO PRE-
CORDAL
A partir dos 19 padrdes de expressdo génica identificados nos bancos de imagens,

foram aplicadas duas etapas de exlusdo: (1) exclusdo de genes que ndo eram expressos em
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comum para Gallus gallus, Danio rerio e Mus musculus e (2) exclusdo de genes que nédo

mostraram interacdo com a atividade de SHH na regido pré-cordal.

Na primeira etapa de exlusdo, os 19 padrdes de expressdo génica encontrados para

Gallus gallus no GEISHA foram analisados para Danio rerio e Mus musculus, utilizando os

bancos de imagens ZFIN e MGI/EMAGE, respectivamente (ver quadro 6).

Quadro 6 - Padrdes de expressao génica identificados no GEISHA

| Estrutura Gene Motivo de Exclusio |

BMP2 Né&o identificado para Danio rerio; identificado para Mus musculus

PPC FOXA2 Nao identificado para Danio rerio; identificado para Mus musculus
SIX3 Nao identificado para Danio rerio e Mus musculus

Células da FOXA2 Né&o identificado para Danio rerio; identificado para Mus musculus
LMRYV do HOXB13 Né&o identificado para Danio rerio e Mus musculus
Tubo Neural | LMX1B Nao identificado para Danio rerio e Mus musculus

EE FGF8 Nao identificado para Danio rerio; identificado para Mus musculus

Células da FGF3 . Né_o_identificado para Mu_s musculus

CN Cefélica NHLH1 _ N_ag identificado para D_anlp rerio e Mus musculus

NOGGIN Nao identificado para Danio rerio; identificado para Mus musculus

Fonte: Produzida pela autora (2021).
Nota: Os padrfes cujos genes estdo destacados em negrito sdo referentes a genes cujas proteinas codificadas
atuam como fator solGvel e sem destaque séo referentes a genes cujas proteinas codificadas atuam como fator de
transcrigdo.

Os padrdes de expressdo génica apds a primeira exclusdo foram (ver quadro 7):

Quadro 7 - Padrdes de expressao génica identificados em comum para Gallus gallus, Danio
rerio e Mus musculus no GEISHA, ZFIN E MGI/IMAGE, respectivivamente

PPC Células da LMRV do tubo neural EE Células da CN Cefalica
BMP7 GLI1 SHH SOX9
GSC NKX2.1
SHH SHH
SIX3

Fonte: Produzida pela autora (2021).
Nota: Os padrfes cujos genes estdo destacados em negrito sdo referentes a genes cujas proteinas codificadas
atuam como fator soltvel e sem destaque séo referentes a genes cujas proteinas codificadas atuam como fator de
transcricdo.

Na segunda etapa de exluséo, o levantamento bibliogréafico (etapa de selecéo de genes)
identificou quais genes codificam proteinas que ndo mostraram interagdo com SHH na regido

pré-cordal (ver quadro 8).
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Quadro 8 - Padrdo de expressdo génica excluidos na segunda etapa

| Estrutura | Gene Motivo de Exclus3o |
PPC GSC A proteina codificada pelo gene GSC nédo se mostrou envolvida com SHH
através do padrdo de busca utilizado
Células da A proteina codificada pelo gene SOX9 nédo se mostrou envolvida com SHH
SOX9 . 9 .
CN através do padrdo de busca utilizado

Portanto, os padrbes de expressdo génica ap6s a segunda exclusdo e

consequentemente, utilizados para este trabalho foram (ver quadro 9 e figura 25):

Quadro 9 - Padrdes de expressdo génica selecionados durante o levantamento bibliografico
(etapa de selecdo de genes)

PPC | Célulasda LMRYV do tubo neural EE CN cefalica
BMP7 GLI1 SHH
SHH NKX2.1
} SIX3 )
SHH

Fonte: Produzida pela autora (2021).
Nota: Os padrfes cujos genes estdo destacados em negrito sdo referentes a genes cujas proteinas codificadas
atuam como fator solGvel e sem destaque sdo referentes a genes cujas proteinas codificadas atuam como fator de
transcrigao.

Figura 25 - PadrGes de expressdo génica selecionados no contexto embrionario de formacéao
da trabécula

Células da LMRV do tubo neural

NKX2.1 PPC
SHH BMP7
GLI1

8lul N
SIX3 Q O células da C
o O
células da LMRV
do tubo neural O SHH EE |
Fonte: Produzida pela autora (2021).

Nota: Esquema com vista lateral de um embrido mostrando o local de encontro entre as células da LMRYV do
tubo neural, a PPC e a EE ampliado pelo quadrado vermelho na regido inferior da imagem. As cores fazem
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referéncia a estrutura onde a proteina esta presente, sendo roxo para a PPC, amarelo para as células da LMRV do

tubo neural e verde para a EE. Em cada estrutura, estdo presentes os nomes dos genes cujos padroes de expressao

nas respectivas estruturas pré-cordais foram selecionados por serem potencialmente atuantes na formacao inicial
da trabécula, de acordo com a primeira etapa do levantamento bibliografico (etapa de selegdo de genes).

A seguir, as descri¢cdes de caracteristicas principais das proteinas codificadas pelos
genes selecionados, iniciando por SHH (proteina principal envolvida na formacéo inicial da

trabécula), seguido pelas proteinas potencialmente envolvidas neste processo.

5.3.1 Sonic Hedgehog Protein (SHH)

SHH faz parte das proteinas da familia Hedgehog composta por fatores paracrinos que
guando liberadas no meio extracelular, atuam em células-alvo ativando a transcricdo de genes-
alvo para induzir a diferenciacao de determinados tipos celulares. Durante o desenvolvimento,
SHH atua como um morfogeno (GILBERT, 2011).

SHH € inicialmente secretada pela PPC no inicio da neurulagdo, sendo necessario para
a sobrevivéncia das células da PPC. Neste momento, SHH também é expresso pelas células da
LMRYV da placa neural. Em seguida, SHH para a ser expresso nas células da EE. Quando o tubo
neural se divide em telencéfalo e diencéfalo, a expressdo de SHH ndo ocorre mais nas células
da LMRV, mas sim em regies mais laterais do tubo neural (AOTO et al., 2009; CORDERO et
al., 2004; OHYAMA; DAS; PLACZEK, 2008) (ver figura 26).

Figura 26 - Expressdo de SHH ortélogo em Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio
Gallus gallus

Fonte: Fonte: Produzido pela autora (2021) com informac6es do GEISHA, ZFIN e MGI/ EMAGE.
Nota: Expressdo dos genes ortdlogos de SHH nas células da LMRYV do tubo neural em Gallus gallus, Danio
rerio e Mus musculus.
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5.3.2 Proteina Morfogenética de Osso 7 (BMP7)

BMP7 é uma molécula de sinalizacdo secretada membro da superfamilia altamente
conservada de fatores de crescimento, Transforming Growth Factor (TGFb). Sua acdo
sinalizatoria ocorre pela ligagdo de BMP7 a um receptor celular, resultando na fosforilago de
proteinas Smad que atuam como fatores de transcri¢éo de gene alvo (HOOGAN, 1996). BMO7

é expresso na PPC durante a gastrulacdo e neurulacdo (DALE et al., 1997).

5.3.3 Gli Family Zinc Finger 1 (GLI1)

GLI1 é um fator de transcricdo presente na cascata de sinalizagdo de SHH que fica
ligado aos microtubulos do cilio priméario. Na auséncia de SHH, uma parte de GLI1 permanece
ligado aos microtibulos e uma parte € clivada através de varias proteinas, entrando no ndcleo
para atuar como um repressor transcricional. Na presenca de SHH, GLI1 é liberada
completamente dos microtibulos por Smoothened, entrando completa no ndcleo para atuar
como um ativador transcricional dos mesmos genes que GLI1 costumava reprimir na auséncia
de SHH (GILBERT, 2011).

GLI1 é normalmente expresso nas células da LMRV da placa neural durante a
gastrulagdo, onde é transcricionalmente ativado por sinalizacdo SHH e GLI1 (LEE et al., 1997).
Apos o fechamento do tubo neural, GLI1 permanece expresso nas células da LMRYV do tubo
neural (equivalente a HH10 em Gallus gallus) (ver figura 27), mas torna-se ausente logo depois
(equivalente a HH15 em Gallus gallus) (OHYAMA,; DAS; PLACZEK, 2008).

Figura 27 - Expressdo de GLI1 ortélogo em Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio
Gajﬁzésga//us

Danio rerio

-

Mus musculus

BIL

Fonte: Fonte: Produzido pela autora (2021) com informacdes do GEISHA, ZFIN e MGI/EMAGE.
Nota: Expresséo dos genes ortdlogos de GLI1 nas células da LMRYV do tubo neural em Gallus gallus, Danio
rerio e Mus musculus.
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5.3.4 Nk2 Homebox 1 (NKX2.1)

NKX2.1 é uma proteina que atua como fator de transcricdo. E expressa no tubo neural
ventral ao nivel do prosencéfalo e logo apos, sua expressdo ocorre no telencéfalo (area pré-
oOptica) e diencéfalo (hipotalamo rostral) (GERMAIN et al., 2013b) (ver figura 28).

Figura 28 - Expressdo de NKX2.1 ort6logo em Gallus gallus, Danio rerio e Mus musculus
Gallus ga//us ~

{ a\\
2 ()

Danio rerio

_ 8

Mus musa//us

Fonte: Fonte: Produzido pela autora (2021) com informagdes do GEISHA, ZFIN e MGI/ EMAGE.
Nota: Expressao dos genes ortdlogos de NKX2.1 nas células da LMRYV do tubo neural em Gallus gallus, Danio
rerio e Mus musculus.

5.3.5 Proteina Homeobox Six3 (SIX3)
SIX3 é uma proteina que atua como fator de transcri¢do e participa da formacdo da
linha média do tubo neural (WALLIS et al., 1999). Em Mus musculus, é expressa apds a

gastrulacdo no ectoderma neural anterior (futuro tubo neural), localizada acima da PPC, sendo
restrita nas células da LMRYV do tubo neural (GENG et al., 2008) (ver figura 29).

Figura 29 - Expressdo de SIX3 ortdlogo em Gallus gallus, Mus musculus e Danio rerio
Gallus gallus

9

Danio rerio

g ¢

Mus musculus

Fonte: Produzido pela autora (2021) com informacdes do GEISHA, ZFIN e MGI/ EMAGE.
Nota: Expressao dos genes ortélogos de SIX3 nas células da LMRV do tubo neural em Gallus gallus, Danio
rerio e Mus musculus.
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Nomenclatura dos genes ortélogos em Mus musculus, Gallus Gallus e Danio rerio
para os genes selecionados SHH, BMP7, GLI1, NKX2.1 e SIX3 (ver quadro 10).

Quadro 10 - Genes selecionados ortélogos em Mus musculus, Gallus gallus e Danio rerio

Organismos Genes ortdlogos
Mus musculus Shh
Gallus Gallus SHH
Danio rerio shha, shhb, shh
Mus musculus Bmp7
Gallus Gallus BMP7
Danio rerio Bmp7b
Mus musculus Glil
Gallus Gallus GLI1
Danio rerio glil
Mus musculus Nkx2.1
Gallus Gallus NKX2.1
Danio rerio nkx2.1b, titf1b
Mus musculus Six3
Gallus Gallus SIX3
Danio rerio six3a, six3b

5.4 INTERA(}AO ENTRE OS GENES SELECIONADOS NAS ESTRUTURAS
EMBRIONARIAS DA REGIAO PRE-CORDAL

A partir do contexto molecular apresentado, foi questionado como as proteinas
codificadas pelos genes selecionados interagem na regido pré-cordal. Para isso, foi realizada a
segunda etapa do levantamento bibliogréfico pelo PubMed, a etapa de interacdo de genes. Nessa
analise todas as possiveis combinacfes entre os padrdes de selecdo génica selecionados foram
tracadas para montar os termos de busca utilizados no PubMed, a fim de recrutar o0 maximo

possivel de trabalhos relacionados ao tema (ver figura 30).

Figura 30 - RelacGes feitas para pesquisa na etapa de interag0es de genes

Six3 T Nkx2.1
/ \ Células da LMRV
do prosencéfalo
Shh Shh EE

\ / PPC
Células da CN

Glil Bmp7

~ ~
Shh

Fonte: Produzido pela autora (2021).
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Nota: Relagdes feitas para a montagem dos padrdes de busca utilizados na etapa de interacdo de genes do
levantamento bibliogréafico, relacionando as proteinas selecionadas nas células da LMRYV do tubo neural (verde),
EE (rosa), células da CN (marrom) e EE (azul) com todas as combinac@es possiveis. Cada linha cinza representa

um termo de busca montado para a etapa de interacdo de genes.

Junto com os resultados da etapa de interacdo de genes, os resultados da primeira
etapa do levantamento bibliografico - etapa de selecdo de genes -, permitiram formar um
raciocinio l6gico para estas interacGes proteicas, tracando uma rede regulatoria entre elas. Estes
resultados serdo apresentados de forma ordenada na parte 1l e ao final, as interacGes moleculares
apresentadas representardo o que sabemos até 0 momento sobre o processo de condensagdo das

células da CN que irdo formar a trabécula.
PARTE Il

Esta secdo apresentara as interagcfes moleculares encontradas atualmente na literatura,
relacionando as proteinas expressas na EE, PPC e células da LMRV do tubo neural,
selecionadas por serem potencialmente atuantes na formacdao da trabécula. Os resultados serdo
apresentados de forma ldgica, até chegar a uma proposta de sinalizacdo local que atua
diretamente na formacd&o inicial da trabécula. Essa proposta serd formada por dados da literatura

e dados oriundos de andlises in silico de associacdes entre genes.

5.5PPC ATUA SOBRE A INDUQAO DE SHH E NKX2.1 NAS CELULAS DA LMRV DO
TUBO NEURAL

Trabalhos realizados por AOTO et al. (2009) e GARCIA-CALERO et al. (2008)
apresentaram experimentos de retirada da PPC de embriBes para analisar a influéncia dessa
estrutura sobre o desenvolvimento do tubo neural (futuro telencéfalo e diencéfalo), através da
expressdo de SHH e NKX2.1, in vivo. AOTO et al. (2009) realizaram a retirada da PPC de
embrides de Mus musculus, resultando na auséncia total da expressao de Shh e Nkx2.1 na regido
ventral do telencéfalo (flecha vermelha em figura 31, B e D) e diencéfalo (ponta da flecha
vermelha em 26, B e D) em comparacio aos controles (ver figura 31, A e C). JA GARCIA-
CALERO et al. (2008) realizaram remocdo da PPC em embrides de Gallus gallus na
gastrulacdo (equivalente a HH4) resultou na auséncia de expressao de SHH e NKX2.1 no tubo

neural (dados ndo mostrados).
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Ao contrario dos estudos de AOTO et al. (2009) e (GARCIA-CALERO et al., 2008),
que estudaram o efeito da PPC sobre o tubo neural através da retirada desta, PERA; KESSEL
(1997) realizaram transplante de PPC ectopica com embrides de Gallus gallus. Para isso, foi
transplantada a PPC prospectiva (ver figura 31, E e 1) de um embrido doador, logo ap6s o inicio
da gastrulacdo, para um embrido hospedeiro (ver figura 31, F e J). Os embrides analisados apds
a formacdo do tubo neural mostraram expresséo ectopica de SHH e NKX2.1 na regido do tubo

neural adjacente ao local de transplante da PPC (ver figura 31, G, H, Ke L).

Figura 31 - A PPC induz a expressdo de SHH e NKX2.1 no tubo neural
Controle PPC ausente Controle PPC ausente

I Y
. . | .
'

Embnao doador Embnao receptor Embrido receptor

VAT

Embnao doador Embnao receptor Embnao receptor

VA

HH10

HH10

Fonte: Retirado de AOTO et al. (2009); GARCIA-CALERO et al. (2008); PERA; KESSEL (1997).

Nota: Em A-D, experimentos de retirada da PPC em embrides de Mus musculus e em E-L, experimentos de
transplante ectépico de PPC em embrides de Gallus Gallus. Em A-D, visdo lateral dos embriGes mostrando que a
remogao da PPC durante o estagio pré-somitico, causou redugdo da expressdo de Shh e Nkx2.1 em B e D,
respectivamente, sendo detectadas no telencéfalo (flecha vermelha) e diencéfalo (ponta da flecha vermelha), mas
ndo no mesencéfalo. Além disso, também foi detectado em B e D um fen6tipo de holoprosencefalia,
caracterizado por redugdo das vesiculas encefalicas. Em E-L, visdo dorsal de experimentos de transplante
ectdpico da prospectiva PPC (E-H) e da PPC (I-L). Em E-F e I-J, esquema mostrando o processo de transplante,
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com a retirada da prospectiva PPC (retangulo vermelho em E) e a PPC (circulo vermelho destacado pelo
quadrado preto em I) e sua posicdo com relacdo a placa neural lateral (retangulo e circulo vermelhos em F e J).
Em G e K, esquema representando resultado do experimento (H e L), mostrando a regido anterior do embrido
com marcagéo para SHH (G) e NKX2.1 (K), onde foi detectada expressao enddgena de SHH na notocorda e PPC
localizadas na linha média (em roxo) e expressao exdgena de SHH (em rosa) na neuroectoderma adjacente ao
transplante ectdpico da prospectiva PPC. Em H e L, imagem real do experimento com hibridizagéo in situ para
SHH (H) e NKX2.1 (L) com marcacéo enddgena e a exdgena (flecha vermelha em H e L). LP, linha primitiva;
M, mesencéfalo; N, notocorda; PPC, placa pré-cordal; Te, telencéfalo.

Os resultados de retirada e transplante ectdpico da PPC apresentados na figura 31
apontam para a capacidade da PPC de induzir a expressédo de SHH e NKX2.1 no tubo neural, in
Vivo.

OHYAMA et al. (2005) realizaram experimentos analisando a influéncia da PPC na
expressao de marcadores na placa neural lateral (futuro tubo neural). Para isso, foram cultivados
in vitro, explantes da placa neural lateral de embrides de Mus musculus na auséncia da PPC
(ver figura 32, A), em contato com a PPC (ver figura 32, B) e a uma pequena distancia da PPC
(ver figura 32, C). O resultado mostrou células positivas para a expressao de Shh e Nkx2.1 nos
explantes cultivados na presenca da PPC (ver figura 32, B e C), independente da distancia de
contato. J& na auséncia da PPC ndo houve expressao de Shh ou Nkx2.1 nos explantes da placa
neural lateral (ver figura 32).

Figura 32 - A PPC atua na especificacdo das células da LMRV do tubo neural
PNL PNL PNL

- PppC

Nkx2.1
Nkx2.1

Nkx2.1

— E 25507 J—
Fonte: Retirado de OHYAMA et al. (2005).
Nota: Cultivo in vitro de explantes da placa neural lateral de embrides de Mus musculus no inicio da gastrulacdo
(equivalente a E4-5 em Mus musculus) na auséncia da PPC (A), em contato com a PPC (B) e em contato
préxima da PPC (C). Apds 48h, os resultados por imuno-histoquimica mostram que na presenta da PPC, seja em
contato ou proxima, ocorre a presenca da expressao de Shh e Nkx2.1, concomitantemente. PNL, lateral neural
plate; PPC, placa pré-cordal.

Os dados abordando atuacdo da PPC sobre a expressdo de Shh e Nkx2.1 no tubo neural
apresentados na figura 32, apontam para a capacidade da PPC de induzir a expresséo de Shh e

Nkx2.1 na placa neural (futuro tubo neural), in vitro, corroborando com os experimentos
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apresentados anteriormente na figura 31, que abordam a capacidade da PPC de induzir a
expressao de SHH e NKX2.1, in vitro.

Isso direcionou este estudo para analises de experimentos que abordam a influéncia de
SHH e BMP7 - proteinas selecionadas neste trabalho por serem potencialmente envolvidas na
formacéo da trabécula e que sdo expressas na PPC -, sobre a expressdo de SHH e NKX2.1 nas
ceélulas da LMRYV do tubo neural.

Outro estudo encontrado foi realizado por DALE et al. (1997), no qual os autores
testaram se SHH € um dos fatores da PPC que contribui para induzir a expressdo de Nkx2.1 nas
células da LMRV do tubo neural. Sabendo previamente que a PPC é capaz de induzir a
expressdo de Nkx2.1 em explantes da placa neural em Mus musculus ao nivel espinhal (isso €,
ao nivel da notocorda), os autores cultivaram explantes da placa neural ao nivel espinhal em
contato com a PPC, acrescentando anticorpos de bloqueio de funcdo para SHH (anti-SHH). O
resultado mostrou auséncia da expressdo de Nkx2.1 nos explantes tratados com anti-SHH,
mostrando que SHH é necessario para induzir a expressdo de Nkx2.1 na placa neural (ver figura
33 A-B).

Figura 33 - SHH é necesséario, mas nao é suficiente para induzir Nkx2.1 nas células da LMRV
' do tubo neural
Placa neural espinhal  Placa neural espinhal  Placa neural espinhal ~ Placa neural rostral
+ Shh

+ PPC + PPC + Anti-Shh + Shh

A C

Nkx2.1
Nkx2.1
Nkx2.1
Nkx2.1

S

Fonte: Retirado de DALE et al. (1997)

Nota: Cultivo in vitro de explantes da placa neural espinhal em A-C e ao nivel do tubo neural em D de embrides
de Mus musculus, realizado na presenca da PPC em A, na presenca da PPC + anti-SHH em B e na presenga de
SHH ex6geno em C-D. Os resultados por imunohistoquimica mostraram que na presenga da PPC em A, a
expressdo de Nkx2.1 nos explantes da placa neural foi positiva (flecha amarela em A). Na auséncia da atividade
de SHH em B, a expressdo de Nkx2.1 foi ausente. No entanto, somente na presenca de SHH ex6geno, também
ndo houve expressdo de Nkx2.1 nos explantes da placa neural ao nivel espinhal e nem ao nivel rostral (C e D).

Para testar se SHH é suficiente para induzir a expressao de Nkx2.1 na placa neural,
DALE et al. (1997) cultivaram explantes da placa neural originada ao nivel do tubo neural que
formaré o futuro prosencéfalo e ao nivel da notocorda sob presenca de SHH exogeno. Em

ambos 0s experimentos, ndo houve células positivas para Nkx2.1 (ver figura 33, C e D),
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sugerindo que SHH é necesséario para a expressdo de Nkx2.1 no tubo neural, mas ndo é o
suficiente para tal inducéo.

Além disso, em experimentos realizados por OHY AMA et al. (2005), os pesquisadores
cultivaram explantes da placa neural lateral de embrides de Mus musculus cultivados na
presenca de SHH exdgeno. Nao foi detectada expressao de Nkx2.1 nos explantes da placa neural
lateral tratados com SHH exdgeno (ver figura 34, B), corroborando com os resultados
apresentados por DALE et al. (1997) (ver figura 33, C-D). No entanto, foi detectada a expressédo
de Shh em explantes da placa neural lateral submetidos a SHH exdgeno (ver marcacdo em verde
na figura 34, B), sugerindo que, apesar de SHH exdgeno ndo ser suficiente para a indugdo da
expressdo de Nkx2.1 nos explantes da placa neural, SHH ¢ suficiente para a inducdo da

expressao de Shh nestas células (ver figura 34).

Figura 34 - SHH exdgeno induz a prdpria expressdo em explantes da placa neural lateral

Controle +Shh

A

Shh Nkx2.1

Fonte: Retirado de OHYAMA et al. (2005).

Nota: Cultivo in vitro da placa neural lateral de embrides de Mus musculus no inicio da gastrulagéo (equivalente
a E4-5) em meio controle (A) e na presenca de SHH exdgeno (B). Apés 48h, os resultados por imuno-
histoquimica mostram que na presenca de SHH exdgeno, ocorreu expressdo de Shh, mas ndo de Nkx2.1, nos
explantes da placa neural.

Os resultados da atuacdo de SHH exdgeno sobre explantes da placa neural encontrados
na figura 34, demonstram uma capacidade de SHH secretado pela PPC de induzir a expressao
Shh nas células da placa neural lateral, in vitro. Além disso, o resultado de cultivo da placa
neural exposta a anti-SHH aponta para a importancia de SHH secretado pela PPC para induzir
a expressdo de Nkx2.1 nas células da placa neural (ver figura 33, B), mas cultivos da placa
neural feitos com SHH exdgeno apontam para a insuficiéncia de SHH para induzir sozinho, a
expressdo de Nkx2.1 nestas células, in vitro (ver figura 33, C e D).

Interessantemente, experimentos feitos por OHY AMA et al. (2005) ainda observaram

que a atuagdo da PPC sobre a placa neural para a inducdo da expressdo de Shh e Nkx2.1 depende
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de um fator rostral diferente de SHH, mas que atua junto com este para o processo, denominado
BMP7. BMP7 é uma molécula sinalizadora expressa na PPC durante a neurulacdo (DALE et
al.,1997). Em experimentos realizados por OHYAMA et al. (2005), os autores cultivaram
explantes da placa neural lateral na presenca de SHH e BMP7, concomitantemente, resultando
na expressdo de Nkx2.1 e Shh nos explantes (ver figura 35, A), em comparagao ao controle (ver
figura 35, A). Além disso, quando explantes do prospectivo hipotalamo, uma regido do
diencefalo, foram cultivados na presenca da PPC e Chordin (um antagonista de BMP7), ndo

houve expressao de Nkx2.1 nos explantes, apenas de Shh (ver figura 35, B).

Figura 35 - SHH e BMP7 cooperam para induzir a expresséo de Nkx2.1 no tubo neural
Placa neral lateral ~ Prospectivo hipotalamo

+ Shh + Bmp7 + PPC + Chordin

Shh Nkx2.1
Shh Nkx2.1

Fonte: Retirado de OHYAMA et al. (2005).

Nota: Cultivo in vitro da placa neural lateral e do prospectivo hipotalamo de embriGes de Mus musculus no inicio
da gastrulagdo (equivalente a E4-5 em Mus musculus) em meio com SHH e BMP7 exdgenos em A e na presenca
da PPC acrescida do antagonista de BMP7 (Chordin), em B. Ap6s 48h, os resultados mostram que na presenca
de SHH e BMP7 exdgenos, ocorreu expressdo de Shh e Nkx2.1 nos explantes da placa neural (A). Na presenca
da PPC acrescida de Chordin, houve expressdo de Shh, mas ndo de Nkx2.1 no explante do prospectivo
hipotalamo.

Os resultados do cultivo da placa neural com BMP7 e SHH exdgenos aplicados
concomitantemente, ou na presenca da PPC e Chordin, apontam para a necessidade de BMP7
para a inducdo da expressdo de Nkx2.1 na placa neural (prospectivo tubo neural). No entanto,
em explantes da placa neural lateral submetidos a BMP7 exdgeno sem SHH, ndo formaram
células Nkx2.1 positivas (dados ndo mostrados), sugerindo que a atividade de BMP7 ocorre em
cooperacdo com SHH. Além disso, segundo OHYAMA et al. (2005), h4 uma ordem na
necessidade de SHH e BMP7 para que ocorra a indugdo de Nkx2.1 nas células da LMRYV do
tubo neural, sendo primeiro necessaria a exposi¢do dos explantes da placa neural lateral a SHH

e depois a BMP7 para que ocorra a expressao de Nkx2.1 nestas células (ver figura 36).



68

Figura 36 - A necessidade de SHH e BMP7 para induzir a expressao de Nkx2.1 nas células da
LMRYV do tubo neural ocorre em momentos distintos

Placa neural lateral Placa neural lateral
+ Bmp7 sequido de Shh  + Shh seguido de Bmp7
A

Nkx2.1

Fonte: Retirado de OHYAMA et al. (2005).

Nota: Cultivo in vitro da placa neural lateral embrides de Mus musculus no inicio da gastrulagdo (equivalente a
E4-5 em Mus musculus) em meio com SHH e BMP7 ex6genos aplicados em diferentes ordens. Em A ocorre
exposicdo a BMP7 seguido de SHH e em B, ocorre exposic¢do primeiro de SHH seguido de BMP7. Apds 48h, os
resultados mostram que na presenca de SHH seguido de BMP7 exdgenos, ocorreu expressdo de Shh e Nkx2.1
nos explantes da placa neural (B), o que ndo ocorreu quando os explantes foram submetidos a ordem contraria de
fatores sinalizatorios (A).

Os resultados apresentados nas figuras 32-36 abordando a atuacdo de SHH e BMP7
secretados pela PPC sobre a expressao de SHH e NKX2.1 no tubo neural, corroboram com 0s
resultados da figura 31, que mostram que a retirada ou transplante ectopico da PPC reduz a
expressdo de SHH e NKX2.1 no tubo neural. Juntos, estes dados fornecem evidéncias de duas
importantes informacdes: (1) SHH e BMP7 secretados pela PPC atuam cooperativamente para
a inducao da expressdo de NKX2.1 no tubo neural e (2) SHH secretado pela PPC € suficiente
para induzir a expresséo de SHH no tubo neural (ver figura 37).

Figura 37 - SHH e BMP7 secretados pela PPC atuam sobre a expressdo de SHH e NKX2.1 nas
células da LMRV do tubo neural

Slul LMRV PPC
do tubo neural LI

. . <.SHH BMP7
NKXZ_]_Q 0.0 .o ..0 . *,*
-l ©®

SIX3 \/

células da CN

GLI1

SHH SHH EE

Fonte: Produzido pela autora (2021).
Nota: Continuacdo do esquema anterior (figura 25), acrescido do resultado mostrando a inducéo de SHH
secretado pela PPC (esferas vermelhas) sobre da expressdo de SHH expresso nas células da LMRV do tubo
neural e SHH e BMP7 (esferas azuis) secretados pela PPC cooperando na inducdo da expressao de NKX2.1 nas
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células da LMRYV do tubo neural. Esferas em marrom demarcam o local onde as células da CN estardo
futuramente apds o processo de migracao do tubo neural para a regido dorsal da EE.

A seguir, se buscou por interacGes envolvendo a atividade de SHH e NKX2.1 nas células
da LMRYV do tubo neural com outras proteinas também codificadas por genes selecionados por
serem potencialmente envolvidos na formacéo da trabecula. Primeiramente sera apresentado os

resultados encontrados para NKX2.1 e em seguida para SHH.

5.6 A EXPRESSAO DE NKX2.1 NAS CELULAS DA LMRV DO TUBO NEURAL
CONTRIBUI PARA A FORMACAO DO SISTEMA NERVOSO, MAS NAO PARA A
FORMAQAO INICIAL DA TRABECULA

De acordo com OHYAMA et al. (2005), a expressao de NKX2.1 nas células da LMRV
do tubo neural causada pela atividade de SHH e BMP7 secretados pela PPC contribui para a
diferenciacdo de neurdnios especificos do hipotalamo, os neurbnios dopaminérgicos
hipotalamicos. No entanto, sendo o foco deste trabalho encontrar interagdes proteicas na regiao
pré-cordal que atuem na formacé&o inicial da trabécula, foi verificado se NKX2.1 atua sobre a
expressao de alguma outra proteina dentre as selecionadas por serem potencialmente atuantes
neste processo.

Um estudo realizado por KOBAYASHI et al., (2002) mostrou que a atuacdo de SHH
e SIX3 sobre a expressdo de NKX2.1, regulando-o positivamente. Para isso, 0s autores
realizaram experimentos com co-eletroporacdo de construgdes que levavam a expressao de
SHH e SIX3 em embrides de Gallus gallus, que resultou na expansao do dominio de expressdo
de NKX2.1 no limite entre o diencéfalo e o mesencéfalo (ver flecha vermelha em figura 38, B)

em comparacédo ao controle (ver flecha vermelha em figura 38, A).

Figura 38 - SHH e S1X3 atuam sobre a expressdo de NKX2.1 no tubo neural
Controle Co-eletroporagdo (Shh + Six3)

Fonte: Retirado de KOBAYASHI et al., (2002).
Nota: Viséo lateral do sistema nervoso dissecado de embrides de Gallus gallus no periodo inicial de
condensacao das células da CN que irdo formar a trabécula. Em A, controle e em B, embrides co-eletroporados
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para SHH e SIX3 durante a formacéo do tubo neural (equivalente HH8-10). Resultados de hibridizacéo in situ
para NKX2.1 mostraram expansdo do dominio de expressdo de NKX2.1 na regido limite entre o diencéfalo e o
mesencéfalo de embrides co-eletroporados (ver flechar vermelhas em B) com relacdo ao controle (A).

Experimentos desenvolvidos por GERMAIN et al., (2013) mostraram que a
quantidade de progenitores neurais do tubo neural ventral, positivos para NKX2.1 é dose-
dependente de SHH. Para mostrar isso, 0s autores realizaram cultivo in vitro de células
progenitoras neurais de Homo sapiens sob diferentes quantidades de exposicdo a SHH,
mostrando que quanto maior esta quantidade, maior o nimero de células NKX2.1 positivas (ver
figura 39). Além disso, o tempo de exposicdo tambeém influenciou de forma proporcional.
Portanto, o cultivo com maior nimero de células NKX2.1 positivas foi o cultivo de 500mg/ml

por 10 dias (ver figura 39, F).

Figura 39 - A expressdo de NKX2.1 em progenitores neurais é dose-dependente de SHH
ml Shh

Controle

Fonte: Retirado de (GERMAIN et al., 2013a).

Nota: Cultivo in vitro de progenitores neurais de embrides de Homo sapiens. O cultivo foi realizado em
tratamento controle (A e D) e tratamento com 250ng/ml de SHH exdgeno (B, C) e 500ng/ml de SHH exdgeno
(E e F). Todos os tratamentos foram aplicados durante 4 e 10 dias. Os resultados com imunocitoquimica para

NKX2.1 mostrou que a quantidade de progenitores neurais positivos para NKX2.1 foi diretamente relacionada a
guantidade de SHH ex6geno aplicado somado do tempo de tratamento. Portanto, o cultivo com maior nimero de
células NKX2.1 positivas foi o tratamento com 500ng/ml de SHH exégeno durante 10 dias.

Diante dos resultados mostrando SHH e S1X3 atuando como reguladores positivos
sobre a expressdo de NKX2.1 (ver figuras 38 e 39), NKX2.1 parece ser um gene-alvo da
sinalizagdo de SHH, atuando na diferenciacdo neural. Além disso, ALTABA (1998), mostraram
que a atuacdo da sinalizacdo SHH sobre a expressao de NKX2.1 pode estar ocorrendo via GLI1.
Para isso, 0s autores realizaram experimentos com embrides de Danio rerio utilizando injecdo
de mRNA para GLI1 aumentou o dominio de expressao de NKX2.1 lateralmente no tubo neural

dorsal (dados ndo mostrados). No entanto, ndo foi encontrado nenhum trabalho mostrando a
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atuacdo de NKX2.1 sobre qualquer uma das proteinas expressas na regido pré-cordal que foram
selecionadas neste trabalho por se mostrarem potencialmente envolvidas na formacdo da
trabécula. Portanto, de acordo com trabalhos descritos na literatura, NKX2.1 esta envolvido na

formagé&o do sistema nervoso, mas ndo do esqueleto craniofacial (ver figura 40).

Figura 40 - NKX2.1 atua sobre a formacédo de neurdnios do sistema nervoso
& 3| LMRV PPC
. do tubo neural ° o
+ J.SHH  BMP7

- SSNKX2. 1§< .o
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células da CN
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacdo do esquema anterior (ver figura 37), acrescido do resultado mostrando a atuacdo de NKX2.1

nas células da LMRYV do tubo neural sobre a formag&o dos neur6nios dopaminérgicos hipotalamicos, localizados
no hipotalamo. Esferas em marrom demarcam o local onde as células da CN estardo futuramente ap6s o processo

de migracdo do tubo neural para a regido dorsal da EE.

A partir disso, o presente trabalho foi dedicado a compreender como estaria ocorrendo

0 processo de inducéo da expressdo de SHH secretado pela PPC sobre SHH expresso nas células
da LMRYV e sinaliza¢fes dowstream a esta que resultaram na sinalizacdo local sobre as células
da CN para a formacéo inicial da trabécula. Este resultado sera apresentado a seguir de forma

escalonada nos itens 5.7 — 5.10.

5.7 HA UMA FINA REGULACAO TEMPORAL NA CAPACIDADE DE DETECCAO DE
SHH SECRETADO PELA PPC PELAS CELULAS DA LMRV DO TUBO NEURAL

Um dos trabalhos encontrados mostrou como ocorre a captacdo da molécula de SHH
extracelular pelas células-alvo. Segundo CHRIST et al., (2012), durante a neurulagdo, a
Proteina Relacionada ao Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade — 2 (LRP2) e a Proteina
Homologa Patched1 (PTCH1) formam um complexo co-receptor nas células da LMRYV do tubo
neural para sequestrar SHH extracelular secretado pela PPC (ver figura 41).
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Figura 41 - A via de sinalizacdo Hedgehog
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Fonte: Modificado de GILBERT (2011).

Nota: A proteina PTCH1 (em roxo) na membrana celular das células da LMRYV do tubo neural (em cinza) atuam
como inibidoras da proteina SMO (em verde). Na auséncia de SHH extracelular (imagem a esquerda), ndo
ocorre a ligacdo de SHH ao receptor PTCH1 e LRP2. Logo, SMO sera bloqueada e ndo ird migrar para o cilio
primario, desencadeando o restante da cascata de sinalizagdo. Por conta disso, as proteinas GLI séo clivadas por
proteinas como Supressor of Fused (SUFU), e somente uma parte das proteinas GLI entra no ndcleo, atuando
como repressores de genes-alvo. Na presenca de SHH extracelular (imagem da direita), SHH se liga ao
complexo PTCH1 e LRP2. Quando SHH se liga a PTCH1, sua mudancga conformacional impede a inibigdo que
PTCHL1 exerce sobre a proteina SMO. SMO é transportado para o cilio primério onde é fosforilado e libera as
proteinas GLI completas da sua interagdo com os microtubulos. As proteinas GLI completas, por sua vez, entram
no nucleo e atuam como ativadores de genes-alvo.

A captacdo de SHH induz a captacdo do complexo ligante-receptor e resulta na ativacao
da sinalizacdo SHH dependente de Ptchl e de Frizzled Class Receptor Smoothened (SMO),
resultando na transcricdo de genes-alvo através dos fatores de transcrigdo GLI (CHRIST et al.,
2012).

CHRIST et al. (2012) mostraram ainda que a deteccdo de SHH extracelular secretado
pela PPC, ocorre em uma janela de tempo especifica nas células da LMRV do tubo neural,
sendo critica para especificacdo do tubo neural. Para isso, eles realizaram experimentos
utilizando embries de Mus musculus mutante homozigéticos para Lrp2(-/-).

Também conhecida como Megalina (SAITO et al., 1994), LRP2 é uma proteina de
membrana integral que media a endocitose de SHH (MCCARTHY; ARGRAVES, 2003).
Mutacdo em LRP2 em embrides de Mus musculus (LRP2 -/-) causa HPE associada a graves
defeitos craniofaciais (SPOELGEN et al., 2005; WILLNOW et al., 1996).
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Resultados de experimentos utilizando camundongos mutantes para LRP2 mostraram
que a expressdo de Shh foi fortemente reduzido (quase ausente) nas células da LMRYV do tubo
neural em embrides mutantes (ver flecha vermelha na figura 42, J). Além disso, mesmo com a
retomada da expressdo de Shh apo6s o periodo de reducdo da sua expressdo (apresentado na
figura 42, J), a recuperacdo ndo foi total (ver flecha vermelha na figura 42, L) quando
comparados aos embrides selvagens (ver figura 42, F). Isso sugere uma necessidade temporal
especifica das células da LMRYV do tubo neural na captacdo de SHH secretada pela PPC para
gue sua expressdo ocorra adequadamente. Importante dizer que a expressdo de Shh ndo foi
alterada em nenhum momento na PPC. Ainda segundo CHRIST et al. (2012), a auséncia de
atividade de LRP2 resultou na incapacidade das células da LMRYV do tubo neural de detectarem
SHH secretado pela PPC mesmo com expressdo normal de PTCH1 e SMO, sugerindo que
LRP2 atua na defini¢cdo temporal da competéncia das células da LMRYV do tubo neural para

responder a SHH secretado pela PPC (ver figura 42).

Figura 42 - O receptor LRP2 torna possivel a deteccdo de SHH nas células da LMRYV do tubo

neural em uma especifica temporalidade
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Fonte: Retirado de CHRIST et al. (2012).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da visao lateral do embri&o apresentado em A-L. Embrides de
Mus musculus controle (A-F) e mutantes Lrp2(-/-) (G-L) com sec¢Bes coronais mostrando as células da LMRV
do tubo neural (acima da linha pontilhada) e a PPC (abaixo da linha pontilhada). Nas colunas a esquerda para
controle e Lrp2-/- (A, C, E, G, | e K), imunohistoquimica para SHH e nas colunas da direita para controle e
Lrp2-/- (B, D, F, H, J e L), hibridizagdo in situ para Shh. Os estagios de desenvolvimento estdo indicados a
esquerda para as imagens das respectivas linhas. Em embriGes de controle, a proteina SHH é secretada pela PPC,
induzindo a expressdo de Shh nas células da LMRYV do tubo neural. Em embribes Lrp2-/-, Shh é expresso
normalmente na PPC, mas falha em ocorrer nas células da LMRYV do tubo neural no inicio da neurulago
(equivalente a E8.5 para Mus musculus) (flecha vermelha em J) e ndo consegue recuperar sua expressao
adequada ap0s este periodo (flecha vermelha em L).
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Os experimentos da atuacdo do receptor LRP2 sobre a expressao de Shh nas células da
LMRYV do tubo neural apresentados na figura 42, revelam que SHH secretado pelas células da
PPC, atua sobre as células da LMRYV do tubo neural através do complexo LRP2/PTCH1. Ao
ativar o complexo proteina-receptor entre SHH, LRP2 e PTCH1, também ocorre ativacéo da
via de sinalizagdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural, resultando curiosamente, na
ativacdo da expressdo de Shh nestas células. Estes resultados (figura 42), corroboram com
resultados apresentados anteriormente in vivo, nos quais cirurgia de retirada da PPC resultou
em auséncia da expressdo de Shh na regido ventral tubo neural e transplante ectopico da PPC
resultou em expressao ectopica de Shh na neuroectoderma (futuro tubo neural) adjacente ao
transplante ectdpico (apresentados na figura 31). Também vao ao encontro dos experimentos
in vitro apresentados, nos quais explantes da placa neural submetidos a SHH exd6geno
resultaram em células SHH positivas (ver figura 34). Juntos, estes resultados apontam para a
atuacdo de SHH secretado pela PPC sobre a inducao da expressdo de SHH nas células da LMRV

do tubo neural (ver figura 43).

Figura 43 - SHH secretado pela PPC atua sobre as células da LMRV do tubo neural
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacéo do esquema anterior (ver figura 40), acrescido do resultado mostrando em vermelho a
atuacdo de SHH secretado pela PPC sobre as células da LMRYV do tubo neural. Nas células da LMRYV do tubo
neural, SHH se liga aos receptores de superficie celular PTCH1 e LRP2. Esta ligag&o proteina-receptores impede
que PTCH1 se ligue a SMO, bloqueando-o. SMO, por sua vez, bloqueia a interagdo dos fatores de transcrigdo
GLI1 com os microtubulos que formam o cilio primério, possibilitando a entrada de GLI1 completa no ntcleo.
No nucleo, estes fatores de transcrigdo vao atuar ativando a expressdo de genes-alvo da sinalizacdo de SHH. A
flecha preta com um ponto de interrogacao representa as informac@es ainda ndo conhecidas até aqui sobre como
a atuacdo desta cascata induz a ativacdo da expressdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural. Esferas em
marrom demarcam o local onde as células da CN estardo futuramente apds o processo de migracao do tubo
neural para a regido dorsal da EE.
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A seguir, o presente trabalho foi dedicado a compreender como estaria ocorrendo a
inducdo da expressdo de SHH nas células da LMRV do tubo neural induzido pela sua propria

cascata de sinalizacdo (ver flecha com ponto de interrogacdo na figura 43).

58A SECREC}AO DE SHH PELA PPC INDUZ DE FORMA INDIRETA A EXPRESSAO
DE SHH NAS CELULAS DA LMRV DO TUBO NEURAL

Sabendo que SHH atua como um fator soltvel, o esperado é que a sua atuacdo sobre as
células da LMRYV do tubo neural induza a expressdo de genes dowstream da sinalizacdo de
SHH nestas células-alvo. Portanto, foi questionado a possibilidade de SHH secretado pela PPC,
ao chegar nas células da LMRYV do tubo neural, ativar a sua propria expressdo nestas células-
alvo (ver ponto de interrogacdo na figura 43). 1sso é possivel através de duas vias: (1) direta, na
qual SHH é um gene-alvo de sua propria cascata de sinaliza¢do ou (2) indireta, na qual SHH
ativa a expressao de um gene-alvo da sua sinalizacdo que quando expresso, induz a expresséo
de SHH novamente. Para compreender qual das duas ocorre neste contexto molecular, foi
executada uma busca por genes-alvo da sinalizacdo de SHH (isso &, genes que sdo ativados
apos a ativacdo da cascata de sinalizacdo de SHH), utilizando a plataforma SIGNOR.

A andlise da via de sinalizacdo de SHH mostrou que na presenca de SHH, ocorre a
ativacdo dos fatores de transcricdo GLI 1, 2 e 3, que ao entrarem no ndcleo, modulam a
transcricdo de genes-alvo. Porém, SHH ndo esta entre 0s genes-alvo que tem sua transcricdo

ativada por estes fatores de transcricdo (ver figura 44).

Figura 44 - Analise de genes-alvo da via de sinalizagdo de SHH
| Activates: GLI2, SMO, MYF5, MYOD1, AKT1 |
? Inactivates: CP, PTCH1, PTCH2
igNOr /s gctivated by: CDO1, DISP1, GPC6, HHAT
Is inactivated by: BMP2, EXTL1, HHIP

Fonte: Retirado da plataforma SIGNOR.
Nota: Esquema mostrando as moléculas sinalizadores envolvidas ativando, reprimindo, sendo ativadas ou sendo
reprimidas a SHH. Disponivel em: <https://signor.uniroma2.it/relation_result.php?id=Q15465>. Acesso em:
13/06/2021.

O resultado apresentado na figura 44, mostrando os genes-alvo da sinalizacdo de SHH,

0s quais o proprio gene SHH ndo esté incluso, sugerem que a indugdo da expressdo de SHH nas
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células da LMRYV do tubo neural ocorrem através de um feedback positivo envolvendo outra(s)

molécula(s) sinalizadora(s).

5.9 SHH ATIVA A EXPRESSAO DE SIX3 NAS CELULAS DA LMRV DO TUBO
NEURAL, INICIANDO UM FEEDBACK POSITIVO

Segundo GENG et al. (2008), existe um feedback positivo entre SIX3 e SHH que opera
nas células da LMRV do tubo neural. Estas informacgdes corroboram com analises realizadas
pelo GeneCards que apontam SIX3 como um regulador direto da expressao de SHH nas células
da LMRV do tubo neural, e SHH por sua vez, mantém a expressdo de SIX3. Isso corrobora com
dados apresentados por JEONG et al. (2009), que ao analisar o padréo de expressao de Shh e
Six3 nas células da LMRV do tubo neural de embrides de Mus musculus, detectaram
sobreposicao na expressdo destas proteinas. Esta sobreposicao € necessaria para que SIX3 seja
um regulador direto da expressdo de Shh e para que SHH possa regula-lo através de sua cascata

de sinalizag&o (ver figura 45).

Figura 45 - Sobreposicdo do padrdo de expressdo de Shh e Six3 nas células da LMRV do tubo
neural
Shh-LacZ Six3 Shh-LacZ + Six3

A

Fonte: Retirado de JEONG et al. (2009).

Nota: Visao lateral de embriGes de Mus musculus em A, B e C com marcacéo para a expressao de Shh (através
da atividade de X-gal), Six3 (através de hibridizacéo in situ) e sobreposicao de ambas, respectivamente. Em d, e
e f, secgdes coronais das imagens acima, mostrando a expressdo de Shh (em rosa) e Six3 (em azul) nas células da

LMRV do tubo neural.

Além disso, experimentos realizados por GENG et al. (2008) utilizando embrides de
Mus musculus haploinsuficientes para Shh (Shh+/-), mostraram que a expressao de Six3 nas

células da LMRV do tubo neural reduz drasticamente em embrides mutantes comparados ao
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controle (ver flecha e ponta da flecha vermelhas em figura 46, B), sugerindo atuacdo de Shh

sobre a expressao de Six3, regulando-o positivamente neste local (ver figura 46)

Figura 46 - Auséncia de alelo para Shh reduz drasticamente a expressao de Six3 nas células da
LMRYV do tubo neural
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Fonte: Retirado de GENG et al. (2008).
Nota: Vista lateral de embrides de Mus musculus logo ap6s o fechamento do tubo neural para formar o
prosencéfalo (equivalente a E10 em Mus musculus). Embrides controle em A e haploinsuficientes para Shh em
B, com marcacéo por hibridizagao in situ para Six3. Nos embrifes com perda de um dos alelos para Shh ocorreu
uma reducdo gritante da expressao de Six3 no tubo neural.

Interessantemente, nos experimentos CHRIST et al. (2012) com embrides de Mus
musculus mutantes para um co-receptor de SHH, o LRP2 (Lrp2 -/-), a expressdo Six3 foi
severamente reduzida nas células da LMRV do prosencéfalo (ver flecha vermelha em figura
47, E), mesmo antes que alteracBes na expressao de Shh pudesse ser observada, permanecendo
severamente reduzida nos estagios posteriores (CHRIST et al., 2012) (ver flecha vermelha em
figura47,F, G e H).

Figura 47 - Expressdo de Six3 nas células da LMRYV do tubo neural é perturbada em embrides

Lrp2(-/-)
E8.0 E8.25 E8.5 E8.75
A B C D
Q1 e
o #
5 Y .
8 R 2
Six3 Six3 . Six3 Six3
E o F G H
- "
Six3 Six3 Six3 Six3

Fonte: Retirado de CHRIST et al. (2012).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da seccdo coronal do embrifo apresentado em A-H. Seccdes
coronais do tubo neural em embrido de Mus musculus nos periodos iniciais da neurulagéo, com hibridizac&o in
situ para Six3. Na linha de cima, embribes controle e na de baixo, embrifes Lrp2-/-. Os estagios de
desenvolvimento estdo indicados acima para os embrides das respectivas colunas. Em embrides Lrp2-/-, Six3 é
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drasticamente reduzido nas células da LMRYV do tubo neural em estagio E8.0 (flecha vermelha em E),
continuando com expressdo reduzida apos este estagio (flecha vermelhaem F, G e H).

A redugdo na expressdo de Six3 nas células da LMRV do tubo neural de embrides
Lrp2(-/-), antes de qualquer alteracdo na expressdo de Shh, sugere que Six3 € um gene-alvo da
maquinaria de sinalizacdo de SHH e que pode estar atuando sobre a expressao de Shh nas
células da LMRYV do tubo neural. Para compreender como a expressdo de Shh poderia atuar
sobre expressdo de Six3, uma anélise in silico desta interacdo foi realizada atraves do
GeneMANIA (ver figura 48).

Figura 48 - Analise de interagdes entre SHH e SIX3
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Andlise de interacdes entre as proteinas SIX3 e SHH para Mus musculus. Cada cor de linha descreve uma
relagdo, conforme a legenda apresentada no canto inferior a direita. Esferas pretas representam as primarias, ou
seja, proteinas-alvo de estudo na analise. Esferas cinzas representam proteinas secundarias, ou seja, proteinas
apresentadas nos resultados da anélise e que podem estar mediando a interacdo entre as proteinas primarias, SHH
e SIX3. A fim de visualizar as interagdes de forma mais limpa, a analise foi configurada para mostrar apenas as
vinte proteinas mais relevantes, das quais somente proteinas que atuam como fator de transcri¢do e que
consequentemente podem estar atuando diretamente sobre a expressao de SIX3, foram deixadas na analise
(apresentadas em A). Em B, foi selecionada apenas a proteina GLI1 (flecha vermelha) por ser a Gnica expressa
nas células da LMRYV do tubo neural dentre as proteinas apresentadas no resultado em A. Esta selecéo se deve ao
fato de que a interagcdo em A mostra proteinas cuja atuacdo ocorre em diversas partes do organismo e nao
somente no local alvo de estudo. Andlise original disponivel em <https://genemania.org/search/mus-
musculus/six3/shh/>. Acesso em 16/06/2021.
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A andlise de interagdes entre SIX3 e SHH mostrou que dentre as vinte proteinas mais
relevantes, a Unica que atua como fator de transcricdo e é expressa pelas células da LMRV do
tubo neural, € GLI1. GLI1 faz parte da cascata de sinalizacdo de SHH e de acordo com as
interacbes encontradas na analise de interacBes entre Shh e Six3, Glil apresenta interacdo
prevista (laranja) com Six3 (ver figura 48). Segundo o GeneMANIA, esta interacdo prevista
entre as proteinas Glil e Six3 significa que, genes ortélogos dos genes que codificam estas
proteinas em Mus musculus (para significado de genes ortologos, ver Glossario de Palavras-
chave) sdo conhecidos por interagir entre si em outras espécies.

SANEK et al. (2009) questionaram se esta relacéo regulatoria de Shh sobre a expresséo
de Six3 demonstrada no tubo neural de Mus musculus por (GENG et al., 2008) também ocorre
em Danio rerio. Para testar isso, a sinalizacdo Hedgehog foi bloqueada, mostrando reducéo do
dominio de expressao de six3b no tubo neural (ver flecha vermelha na figura 49, B), sugerindo
que Shh é necessario para possibilitar niveis adequados de expressdo de six3b nestas células
(ver figura 49).

Figura 49 - Shh é necessario para ativar a expressao de six3b no tubo neural em Danio rerio
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Fonte: Retirado de SANEK et al. (2009).
Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da viséo lateral do embri&o apresentado em A e B. Vis#o lateral de
embrides de Danio rerio logo apds o fechamento do tubo neural ao nivel do prosencéfalo (equivalente ao estagio
de 15ss em Danio rerio) ap6s tratamento no estagio de 2-4 células do tipo controle em A e com ciclopamina em
B. Os resultados mostram através de hibridizagdo in situ que, six3b reduziu drasticamente em embriGes tratados
com ciclopamina (flechas vermelhas em B), comparado a embrides tratados com controle (flechas pretas em A).

A seguir, SANEK et al. (2009) perguntaram se a expressao de shh é suficiente para
ativar a transcricao do gene six3b no tubo neural em Danio rerio. Para isso, 0s autores injetaram

RNAmMm de shha nos embrides, que mostrou leve expansao da expressdo de six3b no tubo neural

ao nivel do telencéfalo e diencéfalo (ver ponta de flecha verde na figura 50, B).
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Figura 50 - Shha é suficiente para induzir a expresséo de six3b no tubo neural em Danio rerio

Controle mRNA Shha
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Fonte: Retirado de SANEK et al, (2009).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da viséo lateral do embri&o apresentado em A e B. Vis#o lateral de
embrides de Danio rerio apés o periodo de formacdo dos somitos (equivalente ao estagio de Prim-5 em Danio
rerio). Apoés tratamento controle em A e com injecdo de mRNA de shha em B, os embrides foram submetidos a
hibridizacéo in situ para six3b, mostrando que em embrides injetados com mRNA para shha, a expressdo de
six3b expandiu (setas verdes em B).

Diante dos resultados de (1) sobreposicdo da expressao de Shh e Six3 nas células da
LMRYV do tubo neural (ver figura 45); (2) reducdo da expressdo de Six3 em embrides mutantes
Shh+/- ou mutantes Lrp2 -/- ou expostos a ciclopamina (ver figura 46, 47 e 49, respectivamente)
e (3) expansdo da expressao de six3 em embrides expostos a injecdo de RNAm de shha (ver
figura 50), SIX3 é um gene-alvo da sinalizagdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural.
Além disso, de acordo com o resultado da andlise de interacdo entre SHH e SIX3 (ver figura

48), esta interacdo ocorre através dos fatores de transcri¢do GLI1 (ver figura 51).

Figura 51 - SIX3 é um gene-alvo da sinalizagdo SHH nas células da LMRV do tubo neural
Sul LMRV PPC
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacdo do esquema anterior (ver figura 43), acrescido do resultado mostrando a atuacdo da via de
sinalizacdo de SHH regulando positivamente a expressao de SIX3. No nucleo, o fator de transcricdo GLI1 vai
atuar ativando a expressdo de SIX3, um gene-alvo da sinalizacdo de SHH. A flecha preta com um ponto de
interrogacdo mostrada na figura 43, aparece aqui entre SIX3 e SHH, uma vez que a expressao de SIX3 € ativada
pela sinalizacdo SHH, mas ainda ndo se sabe como a expressdo de SHH ¢é ativada por SIX3. Esferas em marrom
demarcam o local onde as células da CN estardo futuramente ap6s o processo de migracéo do tubo neural para a
regido dorsal da EE.
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O resultado mostrando a atuacdo de SHH sobre a expressdo de SIX3 (ver figura 51)
converge para a possibilidade de existir um ciclo de feedback positivo entre SHH e SIX3 no
tubo neural. A primeira etapa deste ciclo ocorre atraves da atuacdo de SHH ativando a expresséo
de SIX3, que parece ocorrer via atividade do fator de transcricdo GLI1. No entanto a segunda
etapa, que é a atuacdo de SIX3 ativando a expressdo de SHH, ainda permanece desconhecida
quanto aos seus mecanismos moleculares (ver flecha com ponto de interrogacdo na figura 51).
Essas informacdes direcionaram a proxima parte do trabalho para abordagens a respeito dos
mecanismos moleculares utilizados por SIX3 para ativar a expressdao de SHH nas células da
LMRYV do tubo neural. Juntos, estes resultados irdo explicar como a expressao de SHH nas
células da LMRYV do tubo neural é induzida a partir da sua prépria cascata de sinalizag&o.

5.10 SIX3 COMPLETA O CICLO DE FEEDBACK POSITIVO ATUANDO COMO UM
ATIVADOR DA EXPRESSAO DE SHH NAS CELULAS DA LMRV DO TUBO NEURAL
Para confirmar que altera¢Ges na expressdo de Six3 resultam na auséncia da expressao
de Shh nas células da LMRV do tubo neural, GENG et al. (2008) utilizaram embrides de Mus
musculus com delecdo em homozigose para Six3 (Six3-/-). Os resultados mostraram que
embrides mutantes perdem a expressao de Shh nas células da LMRYV do tubo neural (ver flecha
vermelha em figura 52, B) e apresentam severa downregulacéo da expressédo de Shh na PPC

(ver ponta de flecha vermelha em figura 52, B).

Figura 52 - A expressdo de Six3 é necessaria para a inducdo da expressdo de Shh nas células
da LMRYV do tubo neural e na PPC

| Six3** [| Six3" |
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Shh

Fonte: Retirado de GENG et al. (2008)

Nota: Visdo lateral de embrifes de Mus musculus no estagio inicial de neurulacdo (equivalente ao periodo de 10-
11 somitos para Mus musculus). Embrides selvagem em A e com dele¢cdo em homozigose para Six3 em B. Os
resultados mostram através de hibridizacao in situ para Shh, que sua expressao nas células da LMRV do tubo

neural (flecha vermelhas em A) e PPC (ponta de flecha vermelha em A) foi completamente perdida e
severamente reduzida, respectivamente em embrides mutantes.
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Para saber se SIX3 controla diretamente a expressdao de Shh, GENG et al. (2008)
analisaram a expressao de Shh em embrides de Mus musculus mutantes heterozigoticos para
Six3, através do gene repérter Shh-LacZ (Six+/-; Shh-LacZ). O resultado mostrou que a
expressdo de Shh é ausente nas células da LMRV do tubo neural de embrides mutantes (ver
flecha vermelha na figura 53, B) comparado ao controle (ver flecha vermelha na figura 53, A).

Logo, Shh é um gene-alvo direto de SIX3 nas células da LMRYV do tubo neural.

Figura 53 - A atividade de SIX3 como um ativador da expressao de Shh nas células da LMRV
do tubo neural é direta

|Six3**;Shh-LacZ| |Six3*;Shh-LacZ |
B o 15ss
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Fonte: Retirado de GENG et al. (2008).

Nota: Viséo lateral de embriGes de Mus musculus ap6s o fechamento do tubo neural para formar o prosencéfalo
(equivalente a 15 somitos para Mus musculus). EmbriGes controle em A e Six+/-; Shh-LacZ em B. Os resultados
mostram através da atividade de X-gal, que Shh foi ausente nas células da LMRYV do tubo neural de embriGes
mutantes (ver flecha vermelha em B) em comparacao a embriGes selvagens (ver flecha vermelha em A).

Estes resultados demonstram que a atividade de SIX3 é diretamente necessaria para a
expressdo de Shh nas células da LMRV do tubo neural (GENG et al., 2008). Para compreender
0 mecanismo utilizado por SIX3 para regular positivamente a expressdo de Shh, JEONG et al.
(2009) mostrou a existéncia de uma regido regulatoria (enhancer) denominada Shh Brain
enhancer 2 (SBE2), que atua sobre a expressao de SHH, especificamente nas células da LMRV

do tubo neural.

SBE2 | Sequéncia génica que funciona como regido regulatéria (enhancer) da expressdo do gene
SHH (JEONG et al., 2009).

A sequéncia génica presente na regido do enhancer SBE2 e o padrédo de atividade deste
enhancer possui um alto grau de conservagdo dentre Homo sapiens, Mus musculus, Gallus

gallus e Xenopus tropicalis (JEONG et al., 2009). A atividade conservada do enhabcer SBE2
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sugere um mecanismo molecular de ativacdo da expressdo de SHH nas células da LMRYV do

tubo neural bastante conservado nos gnatostomados (ver figura 54 e 55).

Figura 54 - A sequéncia génica de SBE2 é altamente conservada entre espécies de

gnatostomados
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Fonte: JEONG et al. (2006).
Nota: Grau de conservacgdo da sequéncia génica de SBE2 de Mus musculus, Gallus gallus e Xenopus tropicalis
em comparagdo a Homo sapiens.

Figura 55 - Padréo de atividade de SBE2 de diferentes espécies de gnatostomados
SBE2-LlacZ SBE2-LacZ SBE2-LacZ SBE2-LacZ
A B R D

P, -
- | :
Xenopus tropicalis ~ Gallus gallus ~ Mus musculus ~ Homo sapiens

Fonte: Retirado de (JEONG et al., 2006; SAGAI et al., 2019).

Nota: Embrifes de Mus musculus em A-D com insercédo de gene repdrter para sequéncias de SBE2 derivadas de
diferentes espécies. O resultado mostrou que o cenario molecular nas diferentes espécies estudadas foi capaz de
ativar o enhancer SBE2 de forma praticamente idéntica. 1sso demonstra atividade altamente conservada desse
enhancer nas células da LMRV do tubo neural.

Trabalhos realizados por CRANE-SMITH et al. (2021) mostraram que embrifes de
Mus musculus mutantes homozigoticos para She2 perdem a expressao de Shh nas células da
LMRV do tubo neural (ver figura 56), confirmando a relacdo da sequéncia regulatéria SBE2

com a expressao de SHH nas células da LMRYV do tubo neural.
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Figura 56 - A atividade de She2 atua sobre a expresséo de Shh
Controle SBE+/-
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Fonte: Retirado de CRANE-SMITH et al. (2021).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da vis&o lateral do embri&o apresentado em A e B. Sec¢éo sagital
na regido da linha média de embri6es de Mus musculus préximo ao momento inicial de condensagao das células
da CN para formar a trabécula (equivalente ao estagio E10.5 para Mus musculus). Embrido selvagem em A e
mutante heterozig6tico para Sbe2 em B. Os resultados através de hibridizagao in situ para Shh mostraram que em
embribes Sbe+/-, ocorreu total perda da expresséo de Shh nas células da LMRYV do tubo neural (ver flecha
vermelha em B) em comparagdo ao controle (ver flecha vermelha em A).

Corroborando com o experimento de CRANE-SMITH et al. (2021) nos quais mutantes
para SBE2 perdem expressdo de Shh nas células da LMRV do tubo neural (ver figura 56),
experimentos realizados por JEONG et al. (2009) mostraram que mutagdes na sequéncia génica
de SBE2 resulta na perda da expressdo de Shh na mesma regido do tubo neural. Para isso, 0s
autores utilizam embrides transgénicos de Mus musculus com uma variagdo nucleotidica na
sequéncia do enhancer She2, caracterizada pela mutagéo de uma citosina - Sbe2 (C) - por uma
timina — She2 (T) (ver figura 57).

Figura 57 - Mutacdo na sequéncia génica de She2
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Fonte: Retirado de JEONG et al. (2009).

Nota: Na imagem de cima, a localizacdo da sequéncia de Sbe2 com relacéo a outras regides regulatorias,
incluindo a regido codificadora de Shh. Na imagem de baixo, uma amplificacdo da sequéncia génica de She2
onde ocorreu a variagao nucleotidica presente nos embrides de Mus musculus transgénicos (ver “T” no quadrado
preto representando a substituicdo de uma citosina por uma timina).
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Além disso, segundo JEONG et al. (2009), a regido de mutacdo esta localizada em
uma regido altamente conservada gque tem sido mantida em humanos, Mus musculus, Gallus
gallus e anuros por 450 milhdes de anos.

Para analisar a distribuicdo espacial da atividade de Sbe2 em embrides selvagens e
mutantes, foram utilizados embrides de Mus musculus transgénicos nos quais o gene-reporter
construido gerou coloragdes que permitiram analisar a distribuicdo espacial de atividade de
She2. Em embriGes selvagens, a construcdo do gene-reporter recapitulou a da expressao de Shh
no diencéfalo (ver figura 58, A-d). Ja embriGes mutantes, a construcéo do gene-reporter resultou
em severa reducéo da atividade de Sbe2 e consequentemente da expressdo de Shh (ver flechas
vermelhas na figura 58, E-h), indicando que a mutagédo na sequéncia génica de She2 alterou a
atividade deste enhancer e consequentemente, 0 mecanismo de inducdo da expressdo de Shh

nesta regiao.

Figura 58 - Mutacdo em Sbhe2 reduz a sua atividade nas células da LMRYV do tubo neural
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Fonte: Retirado de JEONG et al. (2009)

Nota: Visao lateral de embrido de Mus musculus préximo aoc momento inicial de condensacgéo das células da CN
para formar a trabécula (equivalente ao estadgio E10.5 para Mus musculus). Embrides com dominio espacial da
atividade de SBE2 em embriBes selvagem em A e mutantes para Sbe2 em E. As linhas pontilhadasem A e E
representam os cortes histoldgicos em b, c, d e f, g, h, respectivamente. Os resultados mostraram através de
coloracéo representando a atividade de X-gal, que em embrifes mutantes (Sbe(T)), a reducdo na atividade de
Sbe2 ocorreu nas células da LMRV ao nivel da vesicula dptica até a extensdo rostral do diencéfalo (flecha
vermelha em E-H).

De acordo com os resultados mostrando reducdo na expressao de Shh em embrides

mutantes para a sequéncia génica de Sbe2 (ver figuras 56 e 58), € possivel inferir que o enhancer
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Sbe2 controla a expressdo de Shh nas células da LMRYV do tubo neural, sendo este mecanismo
molecular, altamente conservado durante a evolugdo dos gnatostomados.

Completando o ciclo de feedback positivo entre Shh e Six3 nas células da LMRV do
tubo neural, experimentos realizados por JEONG et al. (2009) identificaram SIX3 como 0
ligante do enhancer She2, atuando como um ativador da expresséo de Shh (JEONG et al., 2009).
Interessantemente, quando analisamos o local de perda da atividade de She2 em embrides
mutantes (Sbe2(T)) (ver figura 59, E e g) e comparamos com a sobreposi¢cdo da expressao de

Shh e Six3 (figura 59, C e f), o local é 0 mesmo (ver figura 59).

Figura 59 - Perda de atividade de Sbe2 em embrifes mutantes sobrepde com expressdo de Shh
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Fonte: Retirado de JEONG et al. (2009).
Nota: Esquema mostrando visao lateral de embrido de Mus musculus no periodo proximo ao momento inicial de
condensacdo das células da CN para formar a trabécula (equivalente ao estagio E10.5 para Mus musculus), com
dominios de expressdo sobreposta de Shh e Six3 por expressdo de X-gal e hibridizag&o in situ, respectivamente.
As linhas pontilhadas em C, A e E representam o local onde ocorreu as sec¢des coronais mostradas em f, c e g,
respectivamente. Interessantemente, os resultados da atividade de X-gal mostrando o padréo espacial da
atividade de Sbe2 em embribes selvagens e mutantes (visdo lateral e seccdo coronal apresentadas em A, Eec, G,
respectivamente), mostrou drastica reducdo da atividade de She2 em embriGes mutantes (ver flechas vermelhas
em E e g). Esta reducdo ocorre no exato local de sobreposicéo da expressdo de Shh e Six3 (ver flecha vermelha
emCef).

Juntas, estas informacGes apontam para a regulacao direta de SIX3 sobre a expressao de
Shh no tubo neural, atuando através da sua ligacdo ao enhancer Sbe2, mantendo o ciclo de
feedback positivo entre estas duas moléculas sinalizadoras nas células da LMRYV do tubo neural

(ver flechas vermelhas na figura 60).
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Figura 60 - SIX3 atua sobre a expressdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacdo do esquema anterior (ver figura 51), acrescido do resultado mostrando a atuagdo do fator de
transcrigdo SIX3 como um ativador da expressdo de SHH. O mecanismo molecular envolvido nesta ativacéo
envolve a ligacdo de SIX3 ao enhancer SBE2. Para isso, SIX3 entra no nlcleo, se liga ao enhancer SBE2 e ativa
a expressdo de SHH nas células da LMRYV do tubo neural (flechas vermelhas). Portanto, quando ativado por
SHH, SIX3 mantém o ciclo de feedback positivo ativando a expressdo de SHH novamente. Esferas em marrom
demarcam o local onde as células da CN estardo futuramente apds o processo de migragéo do tubo neural para a
regido dorsal da EE.

Compreendendo como SHH secretado pela PPC é capaz de induzir a sua prépria
expressao nas células da LMRYV do tubo neural, em seguida foi verificado como a sinalizagdo
SHH estaria atuando sobre a formacédo da trabécula, uma vez que, como dito anteriormente
(rever item 1.2.3.2 da introducdo), esta proteina atua diretamente sobre este processo em Gallus
gallus, Danio rerio e Mus musculus, sendo portanto, considerada uma proteina priméria na

metodologia deste trabalho (em caso de ddvidas, rever item 4.2.1 da metodologia).

5.11 SHH EXPRESSO NAS CELULAS DA LMRYV DO TUBO NEURAL ATUA NA
FORMACAO DA TRABECULA ATRAVES DA EE

EBERHART et al. (2006) e WADA et al. (2005b) foram essenciais para o
desenvolvimento deste trabalho pois abordaram experimentos a respeito da atuacdo da EE sobre
a formacéo da trabécula e tambeém trouxeram o estudo das células da LMRYV do tubo neural
atuando sobre este processo, colaborando com informagfes bastante interessantes para o
desenvolvimento do presente trabalho.

WADA et al. (2005) realizou experimentos a fim de compreender qual é a estrutura
embrionaria fonte de Shh necessaria para o desenvolvimento adequado do neurocranio anterior.

Para isso, os autores utilizaram embrides de Danio rerio para testar a capacidade das células de
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embrides selvagem de resgatar o desenvolvimento da trabécula quando transplantadas para
embrides hospedeiros deficientes em shh. Isso criou 0 que os autores chamam de embrides-
mosaico. Para isso, células do ectoderma dorsal (futuras células da LMRYV do tubo neural) de
embrides selvagem, foram transplantadas para a mesma regido em embrides hospedeiros
mutantes homozigéticos para shh (shh-/-). O resultado mostrou recuperacdo do
desenvolvimento da trabécula e em alguns casos, também houve uma adequada separacao
bilateral da trabécula (ver figura 61, C) em comparacdo com embrides mutantes que nao

receberam transplante de células do ectoderma dorsal de embrides selvagem (ver figura 61, D).

Figura 61 - Shh secretado nas celulas da LMRV do tubo neural atua na formacéo inicial da

trabécula
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Fonte: Retirado de WADA et al. (2005).

Nota: Em A, esquema visdo lateral de embrifes de Danio rerio mostrando o local de visdo dorsal (trago
vermelho em A) da dissecacdo do neurocranio apresentado em B, C e D. Em B, C e D, viséo dorsal do
neurocranio anterior dissecado de embribes apds a formagdo da trabécula (equivalente a 5dpf em Danio rerio).
Em B o neurocranio de um embrido selvagem, em C, embrides mutantes homozigéticos para shh que receberam
transplante de células do ectoderma dorsal (futuro tubo neural) de embrides selvagem no estagio inicial da
géastrula (6 horas pos-fertilizagdo (hpf)) e em D, embrides mutantes que nao receberam transplante de células do
ectoderma dorsal de embrido selvagens. O resultado mostrou através do marcador de cartilagem Alcian blue, que
em embrides mutantes submetidos a transplante de células do ectoderma dorsal de embrides selvagens, ocorreu
recuperacdo quase total do neurocrénio anterior (C), ficando bastante semelhante ao neurocranio de embrides
selvagem (B), enquanto que nos embrides mutantes que ndo receberam transplante de células do ectoderma
dorsal de embriBes selvagens, o desenvolvimento da trabécula foi totalmente alterado (D). N, notocorda; PE,
placa etmoidal; T, trabécula.

WADA et al. (2005) também realizaram o0 mesmo experimento de transplante para gerar
embrides-mosaico sO que desta vez, utilizando as células da EE de embrides selvagens. O
objetivo foi analisar a capacidade da EE de resgatar o desenvolvimento do neurocranio anterior
quando transplantadas para embrides hospedeiros shh-/-. O resultado mostrou a recuperacao do

desenvolvimento da trabécula (ver figura 62, C) em comparacdo com embrides mutantes que
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ndo receberam transplante de células do ectoderma dorsal de embrides selvagem (ver figura 62,

D), porém, a separacdo bilateral da trabécula ndo ocorreu totalmente (ver figura 62).

Figura 62 - Shh secretado na EE atua na formacao da trabécula
Controle

ot T2
| Pé L3 i

Mutantes + transplante Mutantes s/ transplante

C J D

PE%&\? \
A

ectoderm “

Fonte: Retirado de WADA et al. (2005).

Nota: Em A, esquema mostrando visdo lateral de embrides de Danio rerio com o local de visdo dorsal (traco
vermelho em A) da dissecac¢do do neurocranio apresentado em B, C e D. Em B, C e D, viséo dorsal do
neurocranio anterior dissecado de embrifes apds a formac&o da trabécula (equivalente a 5dpf em Danio rerio).
Em B o neurocranio de um embrido selvagem, em C, embrides mutantes homozigéticos para shh que receberam
transplante de células do ectoderma dorsal (futuro tubo neural) de embrides selvagem no estagio inicial da
gastrula (6hpf) e em D, embriGes mutantes que ndo receberam transplante de células do ectoderma dorsal de
embrido selvagens. O resultado mostrou através do marcador de cartilagem Alcian blue, que em embrifes
mutantes submetidos a transplante de células do ectoderma dorsal de embrides selvagens, ocorreu recuperagéo
parcial do neurocranio anterior (C), ficando bastante semelhante ao neurocranio de embrides selvagem (B),
enguanto que nos embrides mutantes que ndo receberam transplante de células do ectoderma dorsal de embrides
selvagens, o desenvolvimento da trabécula foi totalmente alterado (D). N, notocorda; PE, placa etmoidal; T,
trabécula.
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o
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Os resultados apresentados por WADA et al. (2005a) com transplante do ectoderma
dorsal (futuro tubo neural) (ver figura 61) e EE (ver figura 62) de embrides selvagens para
embrides mutantes shh-/-, sugerem que as células da LMRYV do tubo neural e a EE formam dois
centros organizadores, onde sinais moleculares vindos destas estruturas atuam no
desenvolvimento do neurocranio anterior, sendo Shh necessario para o processo.

Sabendo da necessidade da expresséo de shh para a formacao da trabécula (EE e células
da LMRYV do tubo neural), os autores decidiram realizar experimentos para compreender a
necessidade temporal de Shh para este processo. Para isso, utilizaram embrides de Danio rerio
submetidos a tratamento com um bloqueador da sinalizagdo Hh - Ciclopamina. Os resultados

mostraram duas importantes informacgdes: (1) a necessidade de Shh para a formacdo da
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trabécula é maior em estagios mais iniciais do desenvolvimento, diminuindo & medida que o
processo de desenvolvimento ocorre (ver figura 63) e (2) as primeiras 24 horas sdo as mais

cruciais quanto a necessidade de Shh para a formacéo da trabécula (ver figura 63, B e C).

Figura 63 - Necessidade temporal da atividade de Shh para formag&o da trabécula
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Fonte: Retirado de WADA et al. (2005).

Nota: Visdo dorsal do neurocranio de embribes de Danio rerio controle em A e submetidos a tratamento com 50
I de ciclopamina em B-G. O momento de tratamento esta nas respectivas imagens, no canto inferior direito.
Resultados obtidos através de marcagdo de cartilagem com Alcian blue mostraram que quanto mais novos 0s
embrides eram submetidos ao tratamento com ciclopamina, maior eram as perdas e alteragdes no neurocranio,

incluindo a trabécula. As primeiras 24 horas (ver destaques nos quadrados em roxo) foi 0 momento onde a perda

e alteracdo na formacéo da trabécula foram mais intensas. abc, comissura basicapsular anterior; bp, placa basal
(onde esta localizada a cartilagem paracordal localizada ja na regido cordal); ep, placa etmoidal; nc, notocorda;
pch, comissura basicapsular posterior; pc, cartilagem parachordal; t, trabécula.

Corroborando com WADA et al. (2005), EBERHART et al. (2006) realizou
experimentos com embrides mutantes heterozigéticos para smo (smo+/-) - uma proteina
essencial na via de sinalizagdo Shh -, nos quais as células da CN expressavam GFP de forma
permanente (ver figura 64). Os resultados mostraram que as células da CN de embrides smo+/-
migraram normalmente (ver flecha vermelha na figura 64, E e F) assim como o controle (ver
flecha vermelha na figura 64, A e B), mas ao chegar na regido dorsal da EE, estas células

condensaram minimamente ou falharam em condensar (ver figura 64, G e H). Este resultado
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aponta para uma necessidade de Shh para condensacdo das células da CN progenitoras da

trabécula, mas ndo para a migracao ou sobrevivéncia destas células.

Figura 64 - Em embries smo+/-, as células da CN na regido dorsal da EE falham em
condensar

Controle ~ Smo+/-

Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006).
Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da vis&o lateral do embri&o apresentado em A-H. Visio lateral de
embrides de Danio rerio controle em A-D e mutantes smo+/- em E-H. O estagio do desenvolvimento esta nas
respectivas linhas, no canto inferior esquerdo, referente ao periodo um pouco apés o fechamento do tubo neural
para formar o prosencéfalo. Resultados obtidos através de deteccdo de fluorescéncia (green fluorescence protein)
mostraram que assim como nos embrides controle (ver flecha vermelha em A), as células da CN os embrides
mutantes migraram normalmente (ver flecha vermelha em E). Em 21hpf, o estomodeu se forma (ver ponta da
flecha vermelha em B e F), com as células da CN na regido dorsal deste (ver flechas vermelhaem B e F). Em
22hpf, as células da CN iniciam o processo de condensacdo na regido dorsal da EE de embriGes selvagem (ver
flecha vermelha em C e D), mas falham em condensar na regido dorsal da EE de embriées mutantes smo+/- (ver
flecha vermelha em G e H).

Para saber se as células da CN precisam receber a sinalizacdo Shh diretamente para
condensarem ou ndo, (EBERHART et al., 2006) utilizaram embrides-mosaico, onde
hospedeiros selvagens receberam transplante de células da CN Smo+/- (CN smo+/- > embrido
selvagem) e embrides Smo+/- receberam transplante de células da CN selvagem (CN selvagem
> embrido smo+/-). Smo € uma proteina presente na cascata de sinalizacdo Shh. Portanto, caso
alteracdes na proteina Smo nas células da CN comprometam a formacéo da trabecula, significa

que as células da CN necessitam receber diretamente a sinalizagdo de Shh para condensarem.
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O resultado mostrou condensagdo normal das células da CN na regido dorsal da EE em CN
smo+/- > embrido selvagem (ver flecha vermelha em figura 65, C), sugerindo que para que a
condensacdo ocorre, as celulas da CN ndo necessitam diretamente de Shh. No entanto, o
resultado mostrou falha na condensacdo das células da CN na regido dorsal da EE em CN
selvagem > embrido smo+/- (ver flecha vermelha em figura 65, D), sugerindo que para que a
condensacgéo ocorra, estruturas epiteliais em torno da CN necessitam diretamente de Shh (ver
figura 65).

Figura 65 - A CN ndo necessita da sinalizagdo de Shh diretamente para condensar
Controle Smo+/-

CN smo+/- > CN selvagem >
embrido selvagem _embrido smo+/-
L& B

Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da vis&o lateral do embrido apresentado em A-D. Visdo lateral de
embriGes de Danio rerio apds a condensacdo das células da CN para formar a trabécula (equivalente ao estagio
de 30hpf para Danio rerio), sendo controle em A, mutantes smo+/- em B e mosaicos em C (CN smo+/- >
embrido selvagem) e D (CN selvagem > embrido smo+/-). Os resultados obtidos através de deteccéo de
fluorescéncia (green fluorescence protein) mostraram que embrido mosaico CN smo-+/- > embrido selvagem as
células da CN condensaram normalmente (ver flecha vermelha em C) quando comparadas ao controle (ver
flecha vermelha em A). J& em embrides mosaicos CN selvagem > embrido smo+/-, as células da CN falharam
em condensar, adquirindo um aspecto bastante parecido com embrifes mutantes smo-+/-.

No entanto, os autores raramente observaram formacéao de cartilagem nos embrides
mosaicos CN smo+/- > embrido selvagem, sugerindo que existe uma necessidade da sinalizacéo
de Shh diretamente para a diferenciacdo das células da CN em estagios mais posteriores.

A fim de analisar se 0 estomodeu € a estrutura presente na regido pré-cordal que precisa
receber a sinalizacdo Shh para promover a condensacéo das células da CN, (EBERHART et
al., 2006) utilizaram embrides mosaico mutantes smo+/- que receberam transplante de células

selvagens do estomodeu. Os resultados mostraram condensacao normal das células da CN em
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embrides mosaicos (ver figura 66, flecha vermelha em B) quando comparados ao controle (ver
figura 66, flecha vermelha em A), chegando até a expressar marcadores condrogénicos como
Sox9a. Este resultado fornece evidéncia direta de que a recepcao da sinalizacdo Shh é necessaria

no ectoderma estomodeu para a condensacao das células da CN na regido dorsal da EE (ver
figura 66).

Figura 66 - Estomodeu selvagem é capaz de retomar a condensacédo das células da CN em
embrides smo+/-

Estomodeu selvagem
Controle > embrido_Smo+/-

Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006)

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da viséo lateral do embri&o apresentado em A e B. Visdo lateral de
embrides de Danio rerio ap6s a condensacao das células da CN para formar a trabécula (equivalente ao estagio
de 30hpf para Danio rerio), sendo controle em A e mosaico em B (estomodeu selvagem > embrido smo+/-). Os
resultados obtidos através de detec¢do de fluorescéncia (green fluorescence protein) mostraram que no embrido
mosaico as células da CN condensaram normalmente (ver flecha vermelha em B), assim como no controle (ver

flecha vermelha em A).

No entanto, nenhuma cartilagem se desenvolve nos embrides mosaicos da figura 66 B,
0 que é consistente com um requisito tardio direto da sinalizacdo Shh sobre as células da CN
para o processo de diferenciacdo em condrocitos.

A fim de compreender quando a sinalizacdo Shh é secretada para o estomodeu e qual é
a estrutura que faz isso, (EBERHART et al., 2006), utilizou embriGes submetidos a tratamento
com ciclopamina em diferentes momentos do desenvolvimento e identificou que o periodo de
6-12hpf € o momento crucial de recepcdo de Shh pela EE para promover condensacdo adequada
das celulas da CN (ver figura 67).
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Figura 67 - Periodo crucial para estomodeu detectar Shh e promover condensagdo das células
da CN é no final da gastrulacéo
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Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da viso lateral do embri&o apresentado em A, B e C. Viso lateral
de embriGes de Danio rerio controle em C e tratados com ciclopamina durante os respectivos periodos no canto
superior direito em A e B. Os resultados obtidos através de detec¢do de fluorescéncia (green fluorescence
protein) mostraram que o periodo de tratamento que mais afetou a condensagdo das células da CN foi entre 6 e
12 hpf (ver flecha vermelha em A e quadrado preto no grafico), comparados ao controle (ver flecha vermelha em
C) e a tratamentos mais tardios (ver flecha vermelha em B).

O resultado de embribes tratados com ciclopamina em diferentes periodos do
desenvolvimento (ver figura 67) apontam para a deteccao crucial de Shh pelo estomodeu no
final da gastrulacdo e inicio da neurulacdo (equivalente a 6-12hpf em Danio rerio) para
promover a condensacdo das células da CN progenitoras da trabécula. Neste momento, shh é
expresso na regido pré-cordal pelas células da LMRV do tubo neural e pela PPC, sendo,
portanto, uma destas duas estruturas responsaveis por secretar Shh que sera detectado pelo
estomodeu. Para testar isso, 0s autores realizaram transplante da PPC prospectiva e do
mesencéfalo ventral de embrides selvagem para os respectivos locais em embrides deficientes
para shh e Tiggy-winkle hedgehog. Os resultados mostraram que o transplante do mesencéfalo
ventral prospectivo de embrides selvagens foi capaz de resgatar significativamente a
condensacao e os fenotipos esqueléticos (ver figura 68, A), mas o transplante da PPC néo foi
capaz (EBERHART et al., 2006) (ver figura 68, B).
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Figura 68 - O primordio cerebral ventral é a fonte de Shh para o estomodeu promover a
condensacdo das células da CN

Prospectivo mesencéfalo ventral > Prospectiva PPC >
embrides Shh-MO; Twhh-MO embrides Shh-MO; Twhh-MO

Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006).

Nota: Visdo dorsal do neurocranio de embrifes de Danio rerio mosaico apds a formagéo da trabécula
(equivalente a 4dpf para Danio rerio), os quais em A ocorreu transplante do prospectivo mesencéfalo ventral e
em B, transplante da prospectiva PPC de embrides selvagens para embriées morfolinos para shh e twhh. Os
resultados obtidos através de coloragdo por Alcian blue mostraram que somente o primérdio cerebral ventral foi
capaz de retomar o processo de formac&o inicial da trabécula (ver flecha preta em A), sendo a PPC, incapaz de
fazé-lo (ver B). T, trabécula.

Os resultados do transplante do prospectivo primérdio cerebral ventral recuperando o
desenvolvimento da trabécula apresentados na figura 68, A, apontam que a estrutura secretora
de Shh para o estomodeu promover condensacdo adequada das células da CN é o primérdio
cerebral ventral, que no final da gastrulacdo, atua sobre os precursores da EE. Isso faz das
células da LMRV do primordio cerebral uma fonte crucial de Shh para a ectoderma do
estomodeu durante o processo de condensacao das células da CN. O estomodeu, por sua vez, é
o receptor crucial do sinal de Shh para promover a condensacgdo das células da CN. Portanto,
Shh tem um papel bastante especifico no estabelecimento do ambiente epitelial local durante o
desenvolvimento dos elementos esqueléticos craniofaciais anteriores ((EBERHART et al.,
2006).

Juntos, os resultados apresentados da figura 61-68 trazem algumas informacgoes
importantes: (1) Shh secretado pelas células da LMRV do tubo neural e a EE atuam sobre a
formacédo da trabécula; (2) o periodo crucial na qual Shh é necessario para este processo de
formacdo da trabécula s&o as primeiras 24 horas; (3) as células da CN ndo necessitam receber
a sinalizagdo Shh diretamente para condensar, sendo esta mediada pela EE. No entanto,
parecem precisar de Shh diretamente para diferenciar; o periodo crucial para a EE receber Shh
secretado pelo primordio cerebral ventral € no final da gastrulacdo e inicio da neurulacéo (ver
figura 69).
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Figura 69 - SHH expresso nas células da LMRYV do tubo neural induz a condensacgéo das
células da CN pela EE
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacéo do esquema anterior (ver figura 60), acrescido do resultado mostrando a atuac¢éo de Shh
secretado pelo primérdio cerebral ventral sobre os precursores ectodérmicos do estomodeu (flecha vermelha).
Esferas em marrom demarcam o local onde as células da CN estardo futuramente apds o processo de migracao

do tubo neural para a regido dorsal da EE.

Portanto, se pode dizer que Shh expresso nas células da LMRV do tubo neural e na EE
do estomodeu sdo cruciais para a formacao inicial da trabécula pelas células da CN, atuando

sobre o seu processo de condensacdo (ver flecha vermelha na figura 69).

5.12 SHH ATIVA A EXPRESSAO DE SOX9 VIA GLI1
A partir dos resultados apresentados até aqui, foi questionado a possibilidade de SHH
expresso nas estruturas pré-cordais ativar a expressdao de SOX9 nas células da CN. Isso pois
SHH parece estar envolvido como um mediador das interagdes moleculares entre as estruturas
pré-cordais, logo, poderia também estar mediando a interacéo entre estas estruturas pré-cordais
e as células da CN. No entanto, os termos de busca relacionando a expressao de SOX9 nas
células da CN utilizados para a etapa de selecdo de genes ndo mostraram nenhuma relacao de
SOX9 com SHH. Por isso, foi realizada uma busca ampliada que por ser mais ampla, resultou
em estudos que apontam para a atuacdo de SHH sobre a expressdao de SOX9 na regido pré-
cordal via fator de transcricdo GLI1.
Dentre os trabalhos encontrados, NIE et al. (2005) propds que a interacdo entre a
sinalizacdo SHH e SOX9 é um mecanismo critico na regulacéo da padronizacdo e formagéo da
base do cranio. Corroborando com NIE et al. (2005), BALCZERSKI et al. (2012) encontrou

informacdes que sugerem que a atuacao da expressao de Shh sobre marcadores condrogénicos
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da base cranial realmente ocorre. Nesse trabalho os autores investigaram o desenvolvimento da
base cranial utilizando embrides de Mus musculus mutantes para Shh (Shh-/-), nos quais houve
auséncia de expressao de Sox9 e Col2A1 na futura base cranial (ver figura 70, B e D) quando

comparados aos embrides controle (ver figura 70, A e C).

Figura 70 - A expressdo de Sox9 e Co2A1 sdo ausentes em embrides Shh-/-

AB CeD  controle Shh-/-

RSP N, oy

Fonte: Retirado de BALCZERSKI et al. (2012).

Nota: A esquerda, esquema mostrando em vermelho, o local dos cortes histoldgicos apresentados em A-D. Em
A-D, embribes de Mus musculus no momento em que as células da CN formadoras da trabécula iniciam a
expressdo de marcadores de cartilagem (equivalente ao estagio de 11.5 para Mus musculus), com embrides

controle em A e C e mutantes homozigéticos para Shh em B e D. Os resultados obtidos através de hibridizacéo
in situ para Sox9 e Col2 mostraram que em embrides mutantes houve perda da expressdo de Sox9 e Col2 na

futura base cranial (ver flechas pretas em B e D) quando comparados ao controle (ver flecha preta em B e D).

BALCZERSKI et al. (2012) também estudou o desenvolvimento da base cranial de
Gallus gallus inibindo a sinalizagdo SHH em HH13 com ciclopamina. Os resultados mostraram
através de hibridizacédo in situ que, em HH18/19 ocorreu expressdo insignificante dos genes
SOX9 e COL2AL. Também ocorreu um estreitamento ao longo do eixo medial-lateral quando
comparados aos controles, consistente com o papel da expressdo de SHH na expansao da linha
média. Juntos, estes resultados (dados ndo mostrados) apontam para a necessidade de SHH para
a condrogénese da base cranial em Mus musculus e Gallus gallus.

Em Danio Rerio, experimentos realizados por WADA et al. (2005a) apresentaram dados
relacionando a expressdo de smo com sox9 em progenitores condrogénicos. Os experimentos
foram executados utilizando embrides de Danio rerio mosaico, onde embrides mutantes
heterozigoticos para smo receberam transplante unilateral de estomodeu vindo de embrides
doadores selvagens (CN smo+/- > embrido selvagem). Os resultados mostraram recuperagéo
de sox9a nas células da CN localizadas na regido dorsal do estomodeu no lado dos embrides
que sofreu transplante da EE (ver flecha vermelha na figura 71, B), apresentando um padréo de

expressdo de sox9 bastante semelhante aos embrides controle (ver flecha vermelha na figura
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71, A). No lado onde ndo ocorreu o transplante, a expresséo de sox9 permaneceu reduzida (ver
flecha vermelha na figura 71, C).

Figura 71 - A EE contribui para a expressao de sox9a nas células da CN
Estomodeu selvagem > Embrido smo+/-

Controle embrido smo+/- sem transplante

s0x9a

Fonte: Retirado de (EBERHART et al., 2006).

Nota: A esquerda, esquema mostrando o local da visio lateral do embrifio apresentado em A, B e C. Viséo
lateral da regido do estomodeu (*) de embrides de Danio rerio no periodo apds a condensacdo das células da CN
para formar a trabécula (equivalente ao estagio de 30hpf para Danio rerio), sendo controle em A, e embrides
smo-/- em B e C. Em B e C, transplante unilateral de estomodeu doado a partir de um embrido selvagem para
embriGes mutantes, mostrando o lado transplantado em B e 0 ndo transplantado em C. Os resultados obtidos
através de hibridizac&o in situ para sox9 mostraram que em embriGes mutantes houve recuperagao da expressao
de sox9 nas células da CN localizadas na regido dorsal do estomodeu no lado transplantado (ver flecha vermelha
em B). No entanto, no lado ndo transplantado, houve perda da expressao de sox9 nas células da CN (ver flecha
vermelha em C).

Os resultados de reducdo da expresséo de sox9 e col2a em embrides shh-/- (ver figura
70, B e D) e recuperacdo da expressdo de sox9 em embriGes smo+/- com transplante do
estomodeu selvagem (ver figura 71, B) sugerem que Shh pode estar mediando seus efeitos no
desenvolvimento da trabécula induzindo a expressao de sox9 nas células da CN in vivo.

Além disso, experimentos utilizando cultura de condrdcitos humanos in vitro, expostos
a SHH exo6geno aumentou a expressdo de SOX9 nestas células (BIEN-WILLNER;
STANKIEWICZ; LUPSKI, 2007).

Para analizar como a atuacdo de SHH sobre a ativacdo da expressédo de SOX9 ocorre,
analises in silico realizadas por BIEN-WILLNER; STANKIEWICZ; LUPSKI (2007) sugerem
que SHH ativa a expressao de SOX9 através do fator de transcri¢cdo GLI1, que se liga na regido
regulatéria denominada SOX9 Enhancer CRE1 (SOX9CRE1). SOX9CREL possui uma
sequéncia génica altamente conservada entre espécies como Homo sapiens, Gallus gallus e Mus
musculus. Esse dado corrobora com uma analise da interacdo entre SHH e SOX9 para Mus

musculus realizada pela autora do presente trabalho através do GeneMANIA (ver figura 72).
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Figura 72 - Analise de interagdo entre SHH e SOX9
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Andlise de interacdes entre as proteinas SOX9 e SHH para Mus musculus. Cada cor de linha descreve uma
relagdo, conforme a legenda apresentada no canto inferior & direita. Esferas pretas representam as primérias, ou
seja, proteinas-alvo de estudo na analise. Esferas cinzas representam proteinas secundarias, ou seja, proteinas
apresentadas nos resultados da andlise e que podem estar mediando a interagdo entre as proteinas primarias, SHH
e SOX9. A fim de visualizar as interagdes de forma mais limpa, a andlise foi configurada para mostrar apenas as
vinte proteinas mais relevantes, das quais somente proteinas que atuam como fator de transcri¢do e que
consequentemente podem estar atuando diretamente sobre a expressdo de SOX9, foram deixadas na andlise. Em
A, o resultado com as vinte proteinas mais relevantes para a analise e que atuam como fator de transcri¢do. Em
B, foi selecionada apenas a proteina GLI1 (flecha vermelha) por ser a Unica expressa nas células da LMRYV do
tubo neural dentre as proteinas apresentadas no resultado em A. Esta selecdo se deve ao fato de que a interacéo
em A mostra proteinas cuja atuagdo ocorre em diversas partes do organismo e ndo somente no local alvo de
estudo. Anélise original disponivel em <https://genemania.org/search/mus-musculus/sox9/shh/>. Acesso em
29/06/2021.

Os dados da andlise da interacdo entre SHH e SOX9 (ver figura 72), sugerem que SHH
pode estar atuando sobre a expressdo de Sox9, regulando a sua expressao positivamente através
do fator de transcricdo GLI, um fator de transcricdo que atua na cascata de sinalizacdo de SHH.
Portanto, tanto SHH quanto SOX9 parecem exercer um papel crucial na formacdo da base
cranial. No entanto, ndo foi possivel concluir qual a fonte de SHH na regido pré-cordal que

ativa a expressdo de SOX9 nas células da CN (ver pontos de interrogacdo na figura 73).


https://genemania.org/search/mus-musculus/sox9/shh/
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Figura 73 - SHH atua sobre a expressdo de SOX9 nas células da CN
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacdo do esquema anterior (ver figura 64), acrescido do resultado mostrando a atuacéo de Shh
secretado na regido pré-cordal sobre as células da CN (ver flecha vermelha com ponto de interrogacéo). Esferas
em marrom representam as células da CN apds o processo de migragdo do tubo neural para a regido dorsal da
EE.

EE

6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho, apontam para uma cooperacdo das
estruturas embrionarias pré-cordais sobre a formacdo da trabécula, sendo a sinalizacdo Shh, a
principal envolvida neste processo. No entanto, para que a sinalizacdo Shh atue sobre as células
da CN para a formacdo da trabécula, ocorrem interaces moleculares entre as estruturas pré-
cordais PPC, EE e células da LMRYV do tubo neural, em um periodo no qual as células da CN
ainda nem migraram do tubo neural. Este periodo no qual as intera¢cdes ocorrem vai do final da
gastrulacdo até o momento do fechamento do tubo neural na regido adjacente a trabécula,
equivalente a HH4-9 para Gallus gallus (ver imagem 69).

As interacGes moleculares entre as estruturas pré-cordais que atuam na formacdo da
trabécula inicia com a atuacdo da proteina SHH, secretada pela PPC, sobre as células da LMRV
do tubo neural, induzindo a expressdo de SHH nesta regido (ver retangulo vermelho superior
na figura 69). Experimentos com remocao ou transplante ectépico da PPC durante o0 estagio
pré-somitico in vivo, reduziu e induziu ectopicamente, respectivamente, a expressdo de SHH
nas células da LMRYV do tubo neural. Ja cultivo de explantes da placa neural lateral em contato
com a PPC no inicio da gastrulagéo in vitro, induziu a expressao de SHH nos explantes (AOTO
et al.,, 2009; OHYAMA et al., 2005; PERA; KESSEL, 1997). Estes dados mostram que a
atuacdo de SHH secretado pela PPC sobre a expressdo de SHH nas células da LMRYV do tubo
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neural ocorre no final da gastrulacdo, no entanto, ainda permanece desconhecido o exato
momento em que SHH secretado pela PPC é detectado pelas células da LMRYV do tubo neural.

Um dos receptores de SHH nas células da LMRYV do tubo neural, LRP2, comeca a ser
expresso na placa neural (futuro tubo neural) no final da gastrulagdo (ver ‘LRP2’ no circulo
verde, figura 69) (CHRIST et al., 2012), exato momento em que inicia também a expressdo de
SHH na PPC (ver ‘SHH’ no circulo rosa, figura 69), mostrando uma sincronia entre a secre¢do
de SHH pela PPC e a atividade do receptor LRP2 nas células da LMRV do tubo neural para a
captacdo de SHH. Esta sincronia corrobora com DALE et al. (1999), onde a PPC e as células
da LMRV do tubo neural permanecem em proximo contato da gastrulacdo ao inicio da
neurulagéo (equivalente a HH4-8 em Gallus gallus).

Figura 74 - Resumo temporal da sinalizacao envolvida na formacéo da trabécula
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Andlise comparativa dos estagios do desenvolvimento de Danio rerio, Gallus gallus e Mus musculus
durante o final da gastrulacdo até o periodo onde ocorre o fechamento do tubo neural adjacente ao local de
formacdo da trabécula. As flechas pretas a direita apontam o inicio da expressdo de genes e atividade proteica na
PPC (circulo rosa), células da LMRYV do tubo neural (circulo verde) e EE (circulo azul) nos periodos do
desenvolvimento equivalentes para as trés espécies descritos na mesma linha. As flechas cinzas apontam
interagdes entre estes genes e proteinas. O quadrado vermelho superior destaca o periodo de interagdo entre a
PPC e as células da LMRYV do tubo neural e o retangulo vermelho inferior destaca o periodo de interagao entre
as células da LRMV do tubo neural com a EE.

Experimentos realizados por CHRIST et al. (2012) responderam qual o exato
momento em que SHH secretado pela PPC é detectado pelas células da LMRYV do tubo neural.

Em embrides mutantes para LRP2, a expressdo de Six3 falha em acontecer no inicio da
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neurulacdo (ver ‘SIX3’ no circulo verde, figura 69) e a expressao de SHH falha em acontecer
logo em seguida (ver ‘SHH’ no circulo verde, figura 69). Portanto, é provavel que SHH
secretado pela PPC é captado pelas células da LMRV do tubo neural durante o fim da
gastrulacdo (quando incia a expressdo de SHH na PPC e LRP2 nas células da LMRV) e inicio
da neurulagdo (quando inicia a expressao de SIX3 e SHH nas células da LMRYV do tubo neural),
equivalente ao estagio E7.5 a E8.5 para Mus musculus (ver retangulo vermelho superior na
figura 69).

Quando SHH secretado pela PPC é detectado pelas células-alvo da LMRYV do tubo
neural, a sinalizagdo SHH é ativado nas células-alvo, ativando a expressdo de SIX3 via fator de
transcricdo GLI1 (ver flecha cinza com ‘GLI1’ na figura 69). A ativacdo da expresséo de SIX3
resulta na atividade do fator de transcricdo de mesmo nome codificado por este gene, que atua
sobre a expressdo de SHH ao se ligar na regido regulatéria SBE2 (ver flecha cinza com ‘SBE2’
na figura 69), gerando um feedback positivo entre SHH e SIX3 nas células da LMRYV do tubo
neural (CRANE-SMITH et al., 2021; GENG et al., 2008; JEONG et al., 2009; SANEK et al.,
2009).

Apds o estabelecimento e manutencdo da expressao de SHH nas células da LMRV do
tubo neural, experimentos realizados por WADA et al. (2005) apontam essa expressao como
essencial na formacdo da trabécula, formando junto com a expressdao de SHH na EE, dois
centros organizadores na formacdo da trabécula. No entanto, apesar de ambas as estruturas
atuarem através da secrecdo de SHH, o papel das células da LMRV do tubo neural e da EE séo

diferentes neste processo (ver figura 70).

Figura 75 - SHH secretado pelas células da LMRYV do tubo neural e EE sobre a formacéao da

trabécula
Céulas da LMRY Céldas da LMRY Céldas da LMRY Posterior
do tubo rewral B oo tubo neural do tubo neural
&9 ejl
G& M; o“co o
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Fonte: Retirado de WADA et al. (2005).

Nota: SecOes transversais (A, B e C) de um embrido ilustrando trés etapas pelas quais Shh controla o padréo e a
condrogénese da trabécula: (A) Em um primeiro momento, Shh secretado pelas as células da LMRYV do tubo
neural (roxo) evita a mistura de células da CN (ovais azuis) na linha média; (B) Shh secretado pela EE promove
a condrogénese da trabécula (setas pretas em B) (nesse estagio, a expresséo de shh no tubo neural ndo se estende
para a regido proxima a formacgéo da trabécula (hipotalamo ventral) e, portanto, é improvavel que influencie no
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processo de condrogénese das regides laterais da trabécula; (C) Os precursores da regido anterior da trabécula -
futuro etmoide -, (circulos vermelhos e azuis) sdo induzidos a condrificar por Shh secretado pelas células da
LMRYV do tubo neural (hipotalamo ventral) e pela EE. Em D, esquema mostrando visdo dorsal das células da CN
precursoras da regido lateral (azul) e as células da CN precursoras da regido medial (vermelho) da trabécula. O,
olhos.

Segundo WADA et al. (2005), ambas as estruturas parecem exercer um papel na
condensacdo e diferenciacdo das células da CN para formar a trabécula, mas as células da
LMRYV do tubo neural também atuam na morfogénese bilateral da trabécula, atraves da diviséo
bilateral desta cartilagem.

EBERHART et al. (2006) mostrou que as células da CN ndo necessitam receber a
sinalizacdo SHH diretamente, ao contrério da EE, que atua como um receptor da sinalizaco
SHH vinda das células da LMRYV do tubo neural, possibilitando a condensacéo das células da
CN para formar a trabécula. Além disso, os experimentos realizados por (EBERHART et al.,
2006) mostraram que, ao contrario das celulas da LMRV do tubo neural, a PPC ndo atua
diretamente sobre a EE para mediar a condensacao das células da CN. Além desse trabalho,
ndo foi encontrado nenhum outro trabalho que mostre a atuacao direta ou indireta da PPC sobre
a formacdo da trabécula. Interessantemente, o conjunto dos resultados apresentados no presente
trabalho mostra que, apesar da PPC néo atuar diretamente sobre a EE e consequentemente sobre
a formacdo da trabécula, ela atua indiretamente. Isso porque a PPC induz a expressdo de SHH
nas células da LMRYV do tubo neural, que por sua vez, atua como uma estrutura fonte de SHH
captado pela EE, possibilitando a condensacdo das células da CN. Isso explica porque
transplante da PPC de embribes selvagem ndo conseguiu recuperar o desenvolvimento da
trabécula em embriées morfolinos para SHH, uma vez que, para que isso fosse possivel, seria
necessario ter as células da LMRYV do tubo neural mediando a interagdo entre a PPC e a EE. No
entanto, isso ndo foi possivel pois nos embriBes que tiveram o mRNA de shh bloqueado
(utilizando morfolino), a traducéo de shh nas células da LMRV do tubo neural foi impedida.
Portanto, nossos resultados mostram que existe uma cooperacao entre as estruturas pré-cordais
durante o processo de formacéo da trabécula, a qual a PPC também faz parte.

(EBERHART et al., 2006) ainda mostraram que 0 momento crucial da necessidade de
SHH para promover a condensacao das células da CN que irdo formar a trabécula, ocorre entre
a gastrulacéo e inicio da neurulacéo (equivalente entre 6 e 12 hpf para Danio rerio), equivalente

ao exato periodo do desenvolvimento em que todos os processos de interagdes moleculares
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apresentados até agora (ver figura 69) ocorrem. Dentro deste periodo, 0 momento crucial que a
EE deve detectar SHH secretado pelas células da LMRV do tubo neural para promover a
condensacéo das células da CN parece ocorrer no inicio da neurulacdo (equivalente a 10.3 e 12
hpf para Danio rerio), uma vez que (1) neste periodo, a expressédo de SHH ja ocorre nas células
da LMRYV do tubo neural e (2) sdo os ultimos momentos cruciais quanto a necessidade da
sinalizacdo de SHH para a condensacéo das células da CN na formacao da trabécula, segundo
0s experimentos realizados por (EBERHART et al., 2006). Além disso, segundo WADA et al.
(2005), o efeito da ciclopamina perdura por um bom tempo apos a sua aplicacdo, explicando a
falta da trabécula em embrides de Danio rerio nas primeiras 24hpf, mesmo com aplica¢Ges em
estagios mais anteriores.

E por fim, estudos com experimentos in vivo e in vitro somados a analises in silico
sugerem que SHH ativa a expressdo de SOX9 em células-alvo através da atividade do fator de
transcricdo GLI1 (BALCZERSKI et al., 2012; BIEN-WILLNER; STANKIEWICZ; LUPSKI,
2007; EBERHART et al., 2006; NIE et al., 2005). Isso pode indicar uma atuagdo das células da
LMRYV do tubo neural ou EE através de SHH sobre as células da CN para induzir a expressao
de SOX9. No entanto, se somente uma destas estruturas ou ambas € a fonte de SHH que ativa a

expressdo de SOX9 nas células da CN, permanece inexplicado (ver figura 71).

Figura 76 - Resumo das sinaliza¢Ges previamente conhecidas e das apresentadas nos
resultados do atual trabalho
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Fonte: Produzido pela autora (2021).

Nota: Continuacéo do esquema anterior (ver figura 68), mostrando as sinalizagdes moleculares previamente
conhecidas apresentadas na introdugdo (SOX9 atuando para ativar a expressdo de Col2A1), acrescida dos
resultados apresentados no presente trabalho. Esferas em marrom representam as células da CN ap0s 0 processo
de migracédo do tubo neural para a regido dorsal da EE.
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BMP7 por sua vez, se mostrou uma molécula secretada pela PPC bastante interessante
inicialmente, atuando junto com SHH para induzir a expressdo de NKX2.1 nas células da LMRV
do tubo neural. No entanto, estudos mostram que a expressao de NKX2.1 nesta regido nao esta
relacionada a processos esqueletogénicos (GERMAIN et al., 2013a; KOBAYASHI et al.,
2002).

Foi possivel perceber durante a execucdo deste trabalho que o contexto molecular
presente na formacdo da cartilagem trabécula nos gnatostomados € altamente conservado
durante a evolugdo deste taxon. Primeiramente, isso se mostra presente na morfologia desta
cartilagem. Apesar de variagdes na sua forma de acordo com a espécie, sendo mais alongada
em espécies com proeminéncia facial maior, como Mus musculus, existe um padrdo
morfolégico bem conservado, caracterizado pela fusdo na regido anterior para formar o 0sso
etmoide e pela bifurcacdo na regido posterior para formar o 0sso pré-esfenoide. Esse padrdo
morfoldgico conservado entre os gnatostomados corrobora com uma sinaliza¢éo conservada de
SHH durante o desenvolvimento da base do cranio, segundo BALCZERSKI et al. (2012). Isso
inclui o alto grau de conservacgdo da sequéncia génica presente na regido do enhancer SBE2 e 0
padrdo de atividade deste enhancer em Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus e Xenopus
tropicalis, sugerindo um mecanismo molecular de ativacdo da expressdo de SHH nas células da
LMRYV do tubo neural bastante conservado nos gnatostomados.

Outra informacdo retirada dos experimentos apresentados neste trabalho, foi que
existem diferentes necessidades da sinalizacdo SHH para a formacéo de cartilagem originada a
partir das células da CN e mesoderma. Isso se deve ao fato de que segundo CHRIST et al.
(2012), embrides mutantes para LRP2-/- ndo tém alteracéo na expressao de SHH no tubo neural
caudal, sugerindo que a regulacdo da competéncia de resposta a SHH extracelular no tubo
neural caudal é distinta na rostral. Isso corrobora com os trabalhos apresentados anteriormente
por AOTO et al. (2009) e GARCIA-CALERO et al. (2008), que mostraram que, a retirada da
PPC afeta a expressdo de SHH apenas no prosencéfalo, permanecendo intacta em niveis mais
caudais. Além disso, segundo BALCZERSKI et al. (2012), o inicio da condrogénese de Mus
musculus na base do cranio ocorre mais tarde do que no tronco, coincidindo com a resposta a
sinalizagdo de SHH. Estas informagdes apontam para a importancia temporal de resposta a
sinalizagdo SHH para o processo de condrogénese no cranio, que parece diferir ao longo do

eixo axial do embrido. Além disso, em Mus musculus a expressdo de Col2a pode ser observada
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na cartilagem paracordal (que faz fronteira com a trabécula mas esté presente na regido cordal),
antes da trabécula, corroborando com a diferenca temporal no processo de formacdo de
cartilagem na regido cordal e pré-cordal (MCBRATNEY-OWEN et al., 2008). E por fim, a
inativacdo de SOX9 resultou na auséncia de cartilagens e ossos endocondrais derivadas das
células da CN cefélica, mas nédo afetou elementos do esqueleto derivados do mesoderma e 0ssos
com ossificacdo intramembranosa (MORI-AKIYAMA et al., 2003), sugerindo diferentes
processos regulatorios para a formacéo de cartilagem originada a partir das células da CN e
mesoderma.

Os processos moleculares apresentados neste trabalho abordam estagios do final da
gastrulacdo até o momento da neurulacao, quando a placa neural adjacente a regido de formacao
da trabécula fecha para formar o tubo neural. Porém, € importante lembrar que as células da
CN que vao formar a trabécula chegam na EE apds este periodo (equivalente ao estagio HH14
em Gallus gallus), e s6 iniciam a expressdao de COL2A um bom tempo depois (equivalente a
HH25 em Gallus gallus). Durante este periodo, pouco é conhecido sobre as sinalizagdes
moleculares que acometem as células da CN progenitoras da trabécula, abrindo portas para

muitos estudos a respeito do desenvolvimento craniofacial nesta regido.

7 CONCLUSAO

Diante das interacdes moleculares tragcadas neste trabalho, é possivel apontar algumas
informacBes principais contidas no mesmo: (1) existe uma cooperacdo entre as estruturas
embrionérias pré-cordais PPC, EE e células da LMRYV do tubo neural atraves de interacOes
moleculares que atuam sobre a formacdo inicial da trabécula; (2) a PPC ndo atua diretamente
sobre as células da CN que irdo formar a trabécula, mas ela atua indiretamente sobre este
processo através da sua interacdo com as células da LMRV do tubo neural; (3) o padréo
molecular de formacao da trabecula parece ser bastante conservado dentre os gnatostomados,
0 que possibilitou juntar resultados de experimentos realizados em diferentes espécies para
formar a rede de interacbes moleculares atraves da analise comparativa do desenvolvimento,

respeitando as particularidades de cada espécie.
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APENDICE 1
Documento elaborado pela autora para sintetizar todos os artigos encontrados através
do levantamento bibliogréafico (etapa de selecéo de genes e interacdo entre genes) e que foram
utilizados durante os resultados do presente trabalho por conterem informac6es que permitiram

montar uma rede regulatdria entre os genes selecionados na regido pré-cordal

Quadro 11 — Estudos do levantamento bibliogréfico utilizados para estruturar a rede
regulatdria presente na regido pré-cordal

Artigo Citacéo no Termos de busca utilizados para encontra-lo
texto
Derivation and isolation
of NKX2.1-positive (GERMAIN ((nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
basal forebrain progenitors et al,, 2013b) (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
from human embryonic N (shh[Title/Abstract]);
stem cells
((nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
((six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
Early subdivisions in the (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
neural plate define distinct | KOBAYASH | (six3[Title/Abstract]);
competence for inductive letal (2002) | (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
signals (shh[Title/Abstract]);
(shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
(six3[Title/Abstract])
((nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
((gli1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
Combinatorial Gli gene (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
function in floor plate and ALTABA (shh[Title/Abstract]);
neuronal inductions by (1998) (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
Sonic hedgehog (gli1[Title/Abstract]);
(shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
(gli1[Title/Abstract])
((nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
Early mammillary pouch i (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
specification in the course GARCIA- (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]);
s CALERO et | (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
of prechordal ventralization el .
of the forebrain tegmentum al. (2008) (forebraln_[TltIe/Abstract]), o
(nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
(shh[Title/Abstract]);
Regulation of a ((six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
remote Shh forebrain enhan | JEONG etal. | (shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
cer by (2009) (six3[Title/Abstract]);
the Six3 homeoprotein (shh[Title/Abstract]) AND (sbe2[Title/Abstract])
Haploinsufficiency
of Six3 fails to activate GENG et al ((six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
Sonic hedgehog expression (2008) " | (shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
in the ventral forebrain and (six3[Title/Abstract]);
causes holoprosencephaly
Zebrafish zic2a patterns ((six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh);
the forebrain through SANEK etal. | (shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
modulation of Hedgehog- (2009) (six3[Title/Abstract]);
activated gene expression ((Hh signaling[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]))
Cooperation (DALE etal., | ((Bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract])
of BMP7 and SHH in the 1997) AND (shh);
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23351095/
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18836447/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18836447/
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9244300/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9244300/
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induction of forebrain
ventral midline cells
by prechordal mesoderm

(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract])
AND (forebrain[Title/Abstract]);

(shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract])

OHYAMA et
Directed differentiation of al.
neural cells to (2005)(OHYA | ((Bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract])
hypothalamic dopaminergic MA; DAS; AND (shh)
neurons PLACZEK,
2008)
SHH signaling medlated by (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
P enhancer SAGAIl etal. | (forebrain[Title/Abstract]);
controls forebrain organizat (2019) (sonic[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
: (forebrain[Title/Abstract])
ion.
fox?:(fﬁosrggl';;‘g“r:;ﬁ] . (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
nance during brain and AOTO et al. (fore_braip[TitIe/Abstract]); _
craniofacial (2009a) (sonic[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
. (forebrain[Title/Abstract]);
morphogenesis.
LRP2 is an
auxiliary SHH receptor (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
required to condition CHRIST etal. | (forebrain[Title/Abstract]);
the forebrain ventral (2012) (sonic[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
midline for inductive (forebrain[Title/Abstract]);
signals.
Earlf);ol—r:]eigehglgtslgpallmg (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND
ur a EBERHART | (prechordal plate[Title/Abstract]);

epithelium organizes
anterior craniofacial
development

et al. (2006a)

(shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum|[Title/Abstract]) AND
(prechordal plate[Title/Abstract]);

Patterning of the PERA,; A .
chick forebrain anlage by KESSEL E?gggglrgl[ﬁ{ﬁk;g\%?t]r)ag]’;D (prechordal plate[Title/Abstract]) AND
the prechordal plate. (1997)
Distinct spatiotemporal
signz:ﬁ :ﬁ; (c)ifurrﬁ(;gsﬂi%gk and BALCZERSK | (shh[Title/Abstract]) AND (cranial base[Title/Abstract]);
. letal. (2012). | (shh[Title/Abstract]) AND (sox9[Title/Abstract])
mouse cranial base and
axial skeleton development.
A Highly
Conserved Shh Enhancer CRANE-
Coordinates Hypothalamic | SMITH etal. | (shh[Title/Abstract]) AND (sbe2[Title/Abstract])
and Craniofacial (2021)
Development.
Developmentally regulated
expression of Shh and Ihh NIE et al
in the developing mouse (2005) ' (shh) AND (sox9)

cranial base: Comparison
with Sox9 expression
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33869166/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33869166/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33869166/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33869166/
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Quadro 12 - Termos de busca utilizados na base de dados PUBMED para o levantamento bibliografico
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OBJ Proteina ‘ Local Termo de busca utilizado TE
NKX2.1 ((nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh) 26
GLI1 Células da LMRYV do tubo neural ((gli1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh) 16
o
E« SIX3 ((six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract])) AND (shh) 36
& ((bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract])) AND (shh) 0
BMP7 PPC
((bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract])) AND (shh) 4
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (nkx2.1[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 3
SHH / NKX2.1 PPC / Células da LMRYV do tubo neural _ _ _ __
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (nkx2.1[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract 0
SHH / SIX3 PPC / Células da LMRYV do tubo neural ( [T_ ) ¢ platel _ D (ehea[T _ _ D ( r — )
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (Six3[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 15
SHH PPC / Células da LMRV do tubo neural . , i
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 5
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SHH/GLI1 PPC // Células da LMRYV do tubo neural - - — —
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (glil[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SHH EE / PPC (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) 1
(shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) 0
o
‘% (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) 1
g SHH EE / PPC (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) 0
- SHH / BMP7 PPC (shh[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (bmp7[Title/Abstract]) 0
(shh[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (bmp7[Title/Abstract]) 0
NKX2.1/SIX3 Células da LMRYV do tubo neural (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) 1
NKX2.1/SHH Células da LMRYV do tubo neural (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (shh[Title/Abstract]) 25
NKX2.1/GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (nkx2.1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) 2
SHH / NKX2.1 EE / Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (nkx2.1 [Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
NKX2.1/GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (nkx2.1 [Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (nkx2.1[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
BMP7 / NKX2.1 PPC / Células da LMRYV do tubo neural _ _ _ —
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (nkx2.1[Title/Abstract])AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SHH / SIX3 Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) 35
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SIX3/GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) 0
SHH / SIX3 EE / Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SIX3/GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
BMP7 /SIX3 PPC / Células da LMRYV do tubo neural
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (six3[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SHH / GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) 15
SHH Células da LMRV do tubo neural / EE (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
SHH / GLI1 Células da LMRYV do tubo neural (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract 0
SHH / BMP7 Células da LMRYV do tubo neural / PPC (shhT ) ( r ) (bmp7LT ) (p platel, )
(shh[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) AND (bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) 2
shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) AND (glil [Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract 0
SHH / GLI1 EE / Células da LMRYV do tubo neural (shhT ) ¢ [ ) (gt [T ) ( r )
(shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
BMP7 / GLI1 PPC / Células da LMRYV do tubo neural
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (gli1[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 0
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (shh[Title/Abstract]) AND (oral ectoderm[Title/Abstract]) 0
BMP7 / SHH PPC/EE (bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (shh[Title/Abstract]) AND (oral 0
ectoderm[Title/Abstract])
BMP7 /SHH PPC/EE (bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) 0
(bmp7[Title/Abstract]) AND (prechordal mesoderm[Title/Abstract]) AND (shh[Title/Abstract]) AND (stomodeum[Title/Abstract]) 0
A SHH / SBE2 - (shh[Title/Abstract]) AND (she2[Title/Abstract]) 4
SHH / SOX9 - (shh) AND (sox9) 86
SHH Prechordal Plate / Forebrain (sonic[Title/Abstract]) AND (prechordal plate[Title/Abstract]) AND (forebrain[Title/Abstract]) 14

BA = Busca Amplificada; OBJ = Objetivo; TE = Trabalhos encontrados para o termo de busca.
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