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Resumo

Dentre as moléculas envolvidas na sinalizagdo molecular durante o
desenvolvimento, t€ém papel de destaque aquelas envolvidas nas vias de sinalizacdo Wnt e
TGEF-B. Trabalhos demonstram que as proteinas Dapper (Dpr) sdo capazes de modular tais
vias de sinalizac@o. A familia de genes Dpr € constituida por trés componentes: Dprl, Dpr2
e Dpr3 em peixe-zebra, camundongo e humanos e Dprl e Dpr2 em aves. Os genes Dpr t€ém
sido associados a movimentos morfogenéticos durante a gastrulacdo, especificacdo do
mesoderma, morfogénese do encéfalo, coracdo e olhos. Apesar da grande relevancia desta
familia génica para o desenvolvimento, pouco se sabe sobre o padrdao de expressdo de tais
genes em mamiferos e aves. Este projeto de pesquisa teve como objetivo principal a
caracterizacdo do padrao de expressdo dos genes Dpr ao longo do desenvolvimento
embriondrio de camundongo e com maiores detalhes, a caracterizacdo do padrdo de
expressdo dos genes Dpr durante a ontogénese dos membros em embrides de camundongo
e galinha. O padrio de expressdo foi determinado através de ensaios de hibridacdo in situ
whole mount e em cortes de parafina. Para permitir comparagdes, hibridacdes in situ foram
realizadas com marcadores para o desenvolvimento de cartilagem, tendao e musculo. Como
resultado, observamos que os genes Dpr sdo expressos em seis dominios chave (tubérculo
genital, membros, focinho, somitos, hérnia umbilical fisiologica e encéfalo) durante o
desenvolvimento de camundongo. A andlise do padrdo de expressdo sugere fortemente o
envolvimento dos genes Dpr na ontogé€nese dos membros em embrides de galinha e
camundongo. Contudo, a expressdo destes genes € bastante diferente entre estes dois
organismos. O gene Dprl parece estar envolvido com a formacdo de elementos da
articulacdo e do pericondrio durante o desenvolvimento dos membros em embrides de
camundongo e galinha. O gene Dpr2 possui expressdo bastante difusa durante o
desenvolvimento dos membros em embrides de camundongo. Em contrapartida, na galinha,
Dpr2 possui expressdo localizada no blastema dos digitos e articulagdes do autépode. O
gene Dpr3 possui expressao difusa durante o desenvolvimento dos membros. Apesar disto,
os dominios de expressdo identificados sugerem que Dpr3 esteja relacionado com o

desenvolvimento dos digitos e articulagdes.
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Abstract

Among the molecules involved in molecular signaling during development, those
involved in the Wnt and TGF-B pathways are particularly important. Studies have shown
that the Dapper protein family (Dpr) can modulate Wnt and TGF-f signaling. The Dpr gene
family consists of three members: Dprl, Dpr2 and Dpr3 in zebrafish, mice and humans,
and only two: Dprl and Dpr2, in birds. Dpr genes have been associated with
morphogenetic movements during gastrulation, mesoderm specification, morphogenesis of
the brain, heart and eyes. Despite the great relevance of this gene family during
development, little is known about the expression pattern of the Dpr genes in mammals and
birds. This research project had as main aims to characterize the expression pattern of the
Dpr genes during mouse embryonic development and, in more detail, their expression
during limb ontogenesis in mouse and chicken embryos. The expression pattern was
determined by in situ hybridization in whole mount and in paraffin sections. To allow
comparisons, were performed in situ hybridization with markers for the development of
cartilage, tendon and muscle. Our results indicate that Dpr genes are expressed in six key
areas (genital tubercle, limbs, nose, somites, brain and physiological umbilical hernia)
during development of mouse. The expression pattern in the limbs strongly suggests that
the Dpr genes work in limbs development in chicken and mouse embryos. However, the
expression pattern of these genes is different in these two organisms. Dprl seems to be
involved in joint and perichondrium formation during limb development in mouse and
chicken embryos. For Dpr2, the expression was diffuse during limb development in mouse
embryos. In contrast, chicken Dpr2 has localized expression in the digits and joints. Dpr3
gene has diffuse expression during limb development. However, its expression domains

suggest that Dpr3 is related to digits and joints development.
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1. Introducao

O desenvolvimento ontogenético de um organismo humano adulto a partir de um
zigoto unicelular envolve a constru¢do de uma estrutura com aproximadamente 100 trilhdes
de células as quais formardo uma arquitetura extremamente precisa com tecidos muito
diferenciados (Gray, 1918). Para a formacdo de estruturas tdo distintas e elaboradas que
constituem o corpo dos vertebrados sdo necessdrios sinais moleculares finamente
modulados, os quais transmitem as células informagdes necessdrias, para que cada
elemento constituinte de um 6rgdo tenha a forma, o tamanho e a propor¢ao exatos para a
sua plena funcionalidade (Mattick, 2007).

Embora os detalhes moleculares estejam longe de serem completamente elucidados,
dois grandes grupos de proteinas coordenam a maioria dos processos do desenvolvimento,
garantindo a correta especificacdo e diferenciacdo de tecidos e 6rgdos. O primeiro grupo
inclui moléculas sinalizadoras, cujo papel é transmitir informagdes sobre o contexto celular
e ambiental para as redes de regulacdo da atividade génica, possibilitando a construcido de
estruturas anatomicamente diferentes. Neste grupo estdo proteinas secretadas e seus
respectivos receptores de membrana, como aqueles representados pelos sistemas Wnt-
Frizzled e patched-hedgehog. No segundo grupo estdao as proteinas regulatdrias capazes de
modificar a expressdo génica em varios niveis, tais como as proteinas modificadoras da
cromatina, fatores transcricionais e fatores de splicing (Carrol et al., 2005).

As vias de sinalizacdo Wnt e Nodal desempenham grande papel durante a
embriogénese, atuando na formac¢ao do mesoderma, no desenvolvimento da crista neural e
de importantes 6rgaos como o cora¢do (Logan e Nusse, 2004). Devido a esta importancia,
varios trabalhos tém sido realizados buscando identificar moléculas capazes de modular os
sinais de tais vias. Em 2002, a molécula Dapper (Dpr) foi caracterizada como um potente
modulador da via de sinalizacdo Wnt (Gloy et al., 2002; Cheyette et al., 2002). Quatro anos
depois, estudos revelaram que as proteinas Dpr podiam modular também sinais da via
Nodal (Zhang et al., 2006). Na via Wnt, as proteinas Dpr agem por meio da interacdo com
a proteina Dishevelled (Dsh), molécula-chave para a transducao de sinais (Gloy et al.,

2002; Cheyette et al., 2002 e Zhang et al., 2006). J4 na via de sinalizagdo Nodal, a



molécula Dpr atua acelerando a degradacdo dos receptores de membrana Alk4 e AlkS via
lisossomos (Zhang et al., 2004).

Estudos funcionais realizados em peixes e anfibios mostraram que os genes Dpr
atuam na inducdo mesodérmica, na morfogénese cefdlica e do olho, na coordenacdo de
movimentos morfogenéticos e na cardiogénese (Gloy et al., 2002; Cheyette et al., 2002;
Zhang et al., 2006; Waxman et al., 2004; Yau et al., 2005). Esta multiplicidade de funcdes
€ conferida gracas a habilidade das moléculas Dpr de interagir com diferentes parceiros
moleculares. Estas intera¢des sdo mediadas por diferentes dominios estruturais, que tém
sido conservados filogeneticamente e estdo presentes nos membros desta familia génica
(Waxman et al., 2004 e Zhang et al., 2004).

O fato de existirem poucos trabalhos relatando o padrido de expressdo dos genes da
familia Dpr em camundongo fez com que a proposta inicial deste trabalho de pesquisa
fosse estudar a expressdo destes genes ao longo da embriogénese de camundongo. As
andlises iniciais mostraram que os membros constitufam um importante local de expressao
dos genes Dpr, de maneira semelhante ao observado em galinha. Considerando o fato de
nao haver até o momento descricao da expressdo dos genes Dpr durante a formacdo e o
desenvolvimento dos membros de vertebrados, nds optamos por estudar, com maior nivel
de detalhes, esse padrdao durante a ontogénese dos membros de camundongo. Além disto,
completamos a andlise do padrdo de expressdo dos genes Dpr em galinha, que havia sido
iniciada por outro aluno em nosso laboratério, com o intuito de fazer uma andlise
comparativa entre estes dois organismos-modelo. Em paralelo, analisamos o padrao de
expressao de vdrios marcadores moleculares para diferentes tecidos/estruturas dos
membros, tais como Miogenina (Myog), marcador para musculo; Escleraxis (Scx),
marcador para tenddo; Gdf5, marcador para articulacdo e Sox9, marcador para células
condroprogenitoras. Desta maneira, contribuimos para ampliar o conhecimento sobre o

papel de tais genes durante a formacao dos membros em organismos amniotos.






2. Revisao Bibliografica

2.1 Desenvolvimento Embriondrio de Mus musculus - O camundongo como organismo
modelo

A experimentacdo animal se reveste de uma importancia incalculdvel nas pesquisas
cientificas, contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia.
Mesmo com o progresso de métodos alternativos (estudos in vitro, cultura de células, etc.),
os modelos animais ainda apresentam como principal vantagem o fornecimento de
informacdes sobre o organismo como um todo (Heywood, 1987; Ribeiro et al., 1995;
Snitkoff, 2004). Animais de vérias espécies tém sido utilizados ao longo desses ultimos
dois séculos de desenvolvimento cientifico, mas dentre todos eles o camundongo &,
inquestionavelmente, o mamifero mais utilizado em experimentacdo animal.

A introducdo do camundongo como animal de laboratdrio deve-se principalmente as
vdrias vantagens que o mesmo oferece: o fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo
de gestacdo curto, ser de facil domesticagdo e manutencdo (Santos, 2002). A linhagem
C57BL/6, utilizada neste estudo, possui 93,5% do genoma oriundo da espécie Mus
musculus e o restante de Mus spretus (Franco, 2006).

De acordo com Theiler (1989) o desenvolvimento embriondrio de camundongo é
dividido em 28 estddios, sendo o ultimo, representante do desenvolvimento pds-natal
(Figura 1). Embrides com a mesma idade gestacional podem diferir em seus estadios do
desenvolvimento. O primeiro estadio tem inicio com a fecundacdo que dard origem a uma
unica célula, a qual contém material genético paterno e materno. Esta fase tem duragdo de
aproximadamente vinte horas e ocorre na tuba uterina. O inicio da segmentacdo marca o
segundo estddio do desenvolvimento, dentro de quatro horas a primeira clivagem estara
completa.

Dois dias apds a fecundagdo, o embrido atinge o terceiro estddio e se encontra na
forma de moérula, sendo composto por aproximadamente 16 células. No quarto estadio, que
corresponde ao terceiro dia apds a fecundacao, o embrido adquire a forma de blastocisto e
jé estd localizado no tutero. No estddio seguinte, a massa celular interna se torna aparente, o

embrido € formado por aproximadamente 27 células embriobldsticas e 98 células



trofoblasticas. No sexto estddio, ocorre a implantagdo, na qual o blastocisto invade o
epitélio uterino ainda intacto. Durante o sétimo estddio ocorre um rdpido aumento da massa
celular interna, levando a formagdo do epiblasto, o qual contribuird para a forma cilindrica
do disco embriondrio. A invasdo do tecido materno pelo trofoblasto, diferencia¢do do disco
embriondrio em regides embriondrias e extra-embriondrias e formacdo da cavidade pro-
amnidtica sdo caracteristicas do oitavo estddio. No estidio seguinte, tem inicio a
gastrulacdo, a qual produzird as primeiras células mesodérmicas. Nesta fase, também
principia a formacgao dos eixos corporais do embrido.

No décimo estadio a gastrulacdo continua e o exoceloma comega a se formar. No
estddio subsequente, quando se passaram sete dias e meio apds a fecundacdo, a cavidade
amnidtica estd formada, e a formacdo da placa neural principia. Existem agora trés
cavidades distintas: a cavidade amnidtica, o celoma extra-embriondrio € a fenda
ectoplacentdria. No oitavo dia, ou seja, no décimo segundo estddio, surgem os primeiros
pares de somitos. Também ocorre a formagdo do sistema circulatério, com o surgimento
das ilhotas sanguineas e desenvolvimento dos rudimentos do coracdo. E neste estadio que o
cérebro se desenvolve rapidamente e determina a forma do embrido. No camundongo, a
formacdo de um par de somitos requer de uma a duas horas.

Oito dias e meio apds a fecundacdo o embrido sofre uma rotacdo que resulta em
uma mudanca nitida em sua forma externa, este fato marca o décimo terceiro estddio do
desenvolvimento. No décimo quarto estddio, ocorre a formagdo e o fechamento do
neuréporo anterior. O coracdo nesta fase € capaz de manter parte da circulagdo sanguinea
do embrido. Com nove dias e meio € formado o neuréporo posterior € a vesicula
prosencefilica se divide em telencéfalo e diencéfalo; sdo formados também os brotos de
membro anterior (MA). Neste estddio, o embrido possui de 21 a 29 somitos e mede de 1,8 a
3,3 mm. No 16° estddio pode-se observar o fechamento do neuréporo posterior, o
surgimento dos brotos da cauda e dos membros posteriores (MP), e os processos nasais
comegam a se formar. Nesta fase, o embrido possui de 30 a 34 somitos e mede cerca de 3,9
mm. Durante o 17° estddio, o primeiro arco branquial € dividido em componente maxilar e
mandibular, a cauda se alonga e o cérebro sofre intenso desenvolvimento. Durante o 18°

estddio, as fossas nasais comecam a se formar e o cérebro cresce surpreendentemente, 0s



somitos da regido cervical ndo podem mais ser vistos, e a cauda, bastante longa, passa
lateralmente ao coracdo e sobre a fossa nasal. No 19° estddio, as margens periféricas do
olho tornam-se bastante definidas e uma constricdo surge nos MA dividindo-o em duas
regides, o que, neste estddio, ainda ndo aconteceu para o MP. No 20° estidio, que
corresponde a 12 dias apds a fecundacdo, surgem os primeiros sinais de dedos, € possivel
observar a pigmentacao da retina através da transparéncia da cornea, € o embrido mede de 7
a 9 mm. No 13° dia, o qual corresponde ao 21° estddio do desenvolvimento, as orelhas e as
cinco fileiras de vibrigas se tornam evidentes e a constricio no MP comecga a se formar. Os
somitos passam a ser visiveis apenas na parte distal da cauda e, a cavidade oral ainda estd
em completa comunicacdo com a cavidade nasal.

No 22° estadio, os digitos dos membros anteriores estdo completamente separados,
porém os digitos dos membros posteriores ainda ndo se separaram, a hérnia umbilical
fisioldgica € bastante nitida e torna-se possivel a diferenciacdo sexual. Os o0ssos longos dos
membros estdo presentes € hd foliculos pilosos espalhados pelo corpo com excecdo da
regido da cabeca. Durante o 23° estddio, as pélpebras ainda estdo abertas e os dedos dos
membros inferiores se separaram. Primoérdios de unhas sao visiveis sobre os dedos no 24°
estddio. Os olhos se fecham e a hérnia umbilical fisioldgica € totalmente reposta durante o

25° estadio. O nascimento ocorre no 27° estadio do desenvolvimento.

2.2 Desenvolvimento Embriondrio de Gallus gallus — o embrido de galinha como
organismo modelo

A galinha foi o primeiro organismo modelo utilizado em biologia animal, sua
histéria de investigacdo teve inicio ha cerca de 2.300 anos. Desde entdo, uma contribuicio
impar foi gerada para ci€ncia principalmente nas areas de biologia do desenvolvimento e
imunologia (Rallis, 2007). Embrides de aves sdo muito semelhantes aos embrides de
mamiferos, tanto na complexidade morfoldgica como no curso geral do desenvolvimento
embriondrio. No entanto, embrides de aves sdo muito mais ficeis de serem obtidos,
manipulados e observados. Apesar de existirem algumas diferencas considerdveis entre o
desenvolvimento inicial de embrides de galinha e camundongo, a gastrulag¢do e os estadios

mais tardios da embriogénese sdo muito semelhantes em ambos. Além disso, o embrido de



galinha oferece um complemento para os estudos da embriologia do camundongo (Wolpert,

2000).
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Figura 1: Estddios de desenvolvimento embriondrio de camundongo Mus musculus de acordo com Theiler (1989). Fonte

Theiler (1989).

De acordo com Hamburguer e Hamilton (1951) o desenvolvimento embriondrio de
galinha pode ser dividido em 46 estddios cronoldgicos que comeca € termina com a postura

e eclosdao do ovo, respectivamente (Figura 2). Durante os trés primeiros estidios do



desenvolvimento (HH1-3) ocorre a formagdo da linha primitiva. No estddio subsequente
(HH4) a linha primitiva atinge o seu comprimento maximo: 1,88 mm. Ainda neste estadio,
estdo presentes o sulco primitivo e o né de Hensen. Apds 19-22 horas, o embrido atinge o
quinto estddio de desenvolvimento (HHS) e surge a notocorda, que pode ser vista como
uma haste de mesoderma condensado. Durante o proximo estidio (HH6), surge uma dobra
no blastoderma anterior da notocorda que marca definitivamente a extremidade anterior do
embrido. Os estadios HH7 até HH14 sdao morfologicamente classificados com base no
nimero de somitos. Cada trés pares de somitos que surgem no embrido caracterizam um
novo estddio do desenvolvimento embriondrio. Sendo assim, os estddios de 7 a 14 possuem
respectivamente 1, 4, 7, 10, 16, 19 e 22 pares de somitos.

Durante o nono estadio os primérdios cardiacos comecam a se fundir e as vesiculas
Opticas primdrias estdo presentes. No estddio subsequente, quando o embrido possui dez
somitos, as vesiculas cerebrais primdrias sdo claramente visiveis € o coracdo estd
ligeiramente inclinado para a direita. Nos embrides HH12 a cabeca estd se voltando para o
lado esquerdo e o neuréporo anterior estd completamente fechado. Durante o préximo
estadio, com dezenove somitos, 0 embrido sofrerda um aumento consideravel do telencéfalo.
Com vinte e dois somitos, que correspondem a aproximadamente 50 horas de incubagdo,
ocorre a flexdo cranial e a invaginacdo da vesicula Optica. Neste estddio, o dmnio se
extende do sétimo ao décimo somito. Apds o estddio HH14 torna-se bastante dificil
determinar com acurdcia o numero exato de somitos de cada embrido. Por esta razdo, a
partir do estddio HH15, os botdes de membro, arcos branquiais e outras estruturas externas
como o bico sdo utilizados para classificagao.

Embrides HH15 possuem condensa¢@o inconspicua do mesoderma na édrea da asa e
o amnio se extende do somito 7 ao 14. Durante o préximo estddio (HH16) surgem os
primérdios dos MP e a terceira fenda branquial possui forma oval. Os botdes dos MA e MP
apresentam-se como protusdes de mesoderma de igual tamanho em embrides no estddio
HHI17. Neste mesmo estidio, o botdo da cauda apresenta-se como mesoderma nao
segmentado. Apds 65 horas de incubagdo, os embrides encontram-se no estddio HH18
durante o qual apresentam o amnio fechado e os botdes de MP ligeiramente maiores que os

anteriores. Botdes de membros simétricos podem ser vistos no proximo estddio. Um leve



azul acinzentado pode ser observado nos olhos de embrides HH20. No préximo estidio, os
botdes de MA e MP tornam-se ligeiramente assimétricos. Embrides HH22 possuem
membros alongados e apontando para a cauda. Apdés quatro dias de incubacdo que
correspondem ao estaddio HH24, € possivel identificar a placa dos dedos no MP, no entanto,
os dedos dos pés s6 iniciardo sua demarcagdo no proximo estadio e esta sé serd nitida no
estdidio HH26. A demarcacdo para os dedos das maos ocorre com atraso em relacdo a
demarcagdo para os dedos dos pés e s6 poderd ser vista em embrides no estidio HH27.
Uma nova e importante estrutura, o bico, pode ser observada em embrides em perfil durante
o estadio HH28.

Com seis dias de incubacdo (HH29), a asa apresenta uma curvatura na regidao do
cotovelo e o segundo digito é distintamente mais longo que os demais. No MP € possivel
observar o rudimento do quinto dedo. Trés fileiras de botdes germinativos de penas podem
ser vistas de cada lado da medula espinhal ao nivel dos MP durante o estidio HH30.
Embrides HH31 podem ser identificados através da janela que separa o primeiro e segundo
digitos da asa. No préximo estddio, o rudimento do quinto dedo ja desapareceu. No estadio
HH33 todos os digitos apresentam-se bastante alongados. Contornos arqueados e cdncavos
entre os dedos das maos e dos pés podem ser observados em embrides no estddio HH34.
No estadio seguinte, as falanges de todos os dedos dos pés sdo distintas. Com dez dias de
incubagdo os botdes germinativos das penas de voo sdo conspicuos. Embrides no estadio
HH37 possuem a ponta dos dedos opaca indicando o inicio de cornificacdo para formacao
das garras. Ap6s 12 dias de incubacdo (HH38) as pdlpebras inferiores cobrem dois tercos
da coérnea. No proximo estiddio, o comprimento do terceiro dedo da pata € de
aproximadamente 9,8mm.

Embrides entre os estddios HH40 e 44 sdo classificados principalmente com base no
tamanho do bico e no comprimento do terceiro digito da pata. Finalmente, em embrides
HH45, com aproximadamente 20 dias de incubac¢do, o saco vitelino estd semifechado na

cavidade corporal. O préximo estddio caracteriza-se pela eclosdo e nascimento.

2.3 Desenvolvimento dos membros em vertebrados
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Os membros de vertebrados sdo estruturas capazes de executar uma ampla gama de
movimentos que combinam habilidades mecanicas requintadas a capacidade de atenuar a
intensidade e a robustez da aplicacdo de forca (Watson et al., 2009). Um dos maiores
desafios em biologia do desenvolvimento € entender como os detalhes anatdomicos
caracteristicos dos membros de cada espécie sdo gerados. Os membros sdo estruturas
complexas formadas por aproximadamente 50 musculos, elementos esqueléticos precisos e
com forma individual, tenddes com sitios especificos de fixacdo entre os musculos e o
esqueleto e, além disso, estdo presentes vasos sanguineos e nervos (Tickle, 2003). No
entanto, a origem e a natureza de todos os sinais que iniciam a formac¢do do membro ainda
permanecem desconhecidas.

Os botdes dos membros sdo estruturas derivadas do mesénquima e se formam
anterior e posteriormente no flanco do embrido ao nivel do coracdo e rins respectivamente.
O desenvolvimento do MP esta atrasado cerca de 12 horas com rela¢do ao desenvolvimento
do MA em camundongo (Zeller et al., 2009). Em embrides de galinha os membros
comecam a se desenvolver no terceiro dia apds a postura, quando as estruturas do eixo
principal do corpo jd estdo estabelecidas. Aos dez dias as principais estruturas do membro
jé se formaram (Wolpert et al., 2000).

O botdo de membro possui regides especificas que o padronizam ao longo de trés
eixos: eixo antero-posterior (AP), dorso-ventral (DV) e proximo distal (PD). A
denominagdo PD determina a regido proximal e distal do membro estendido em relacao ao
plano do corpo, a denominagdo AP determina a regido anterior e posterior, ¢ DV
determinando a regido dorsal e ventral (no membro superior, a palma da mado sendo ventral
e o dorso da mao sendo dorsal) (Tickle, 2006). O crescimento PD do membro (ombro-
dedo; coxa-artelho) € extraordinariamente rdpido: o botao do membro de camundongo
cresce 1.300 um entre os dias embriondrios 9,5 e 12, durante os quais os trés dominios
esqueléticos (estilopode, zeugdpode e autdpode) do membro sdo determinados (Figura 3).
Tais modificacOes parecem ser controladas pelos sinais codificados pela familia de
proteinas do fator de crescimento de fibroblastos (FGF). O eixo AP parece ser regulado

pela proteina Sonic hedgehog, e o eixo dorso-ventral é regulado, pelo menos em parte, por
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Figura 3: Estrutura basica do botdo do membro em vertebrados. O botio do membro é composto por
células mesenquimais envoltas por uma camada de células ectodérmicas e contém regides especificas que o
padronizam ao longo dos eixos antero-posterior (AP), dorso-ventral (DV) e préximo distal (PD). ZPA: zona
de atividade polarizadora, AER: crista ectodérmica apical, PZ: zona de progresso (Figura adaptada de

Capdevila e Belmont, 2001).

O crescimento do botdo do membro ao longo do eixo préximo-distal acontece
através dos sinais secretados pela crista ectodérmica apical (do inglés, AER), um epitélio
espesso localizado na extremidade distal do membro e que expressa genes da familia FGF
(Niswander et al., 1993). A regido denominada zona de progresso (PZ) possui células
mesenquimais indiferenciadas e proliferativas e € o local em que as células adquirem a
informagdo posicional que determina em que estrutura elas se desenvolverdo, embora isso
ainda seja controverso (Wolpert et al., 2000). A zona de atividade polarizadora (ZPA)
corresponde a um pequeno grupo de células mesenquimais indiferenciadas presentes na
margem posterior do botdo do membro e € responsdvel por padronizar o eixo AP.

A formacdo sequencial das estruturas proximo-distais € vista claramente no que diz
respeito a formagdo dos elementos esqueléticos, os quais sdo inicialmente pré-formados
como moldes de cartilagem hialina e podem ser identificados através do uso de coloracao
com azul de Alcian (Hinchliffe, 1977). Um tnico elemento esquelético, o qual dard origem
ao umero/fémur se forma na parte proximal do membro, dentro de um compartimento do

membro denominado estilépode (Figura 4). Um pouco mais tarde, pode ser vista uma
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condensacdo de células mesenquimais que se agregam para formar um “Y”: os bracos do
“Y” representam o radio/ulna ou fibula/tibia para MA e MP, respectivamente. Este novo
compartimento dos membros é denominado zeugépode. Logo apds, os elementos do
punho/tornozelo podem ser vistos e, por fim, os digitos (Tickle, 2003). Em conjunto com os
elementos carpais/tarsais, os digitos constituem o compartimento do membro conhecido
como autépode. Com relagcdo aos tenddes, a indugdo de seus progenitores se inicia no botdo
do membro no dia 9,5. No entanto, a distin¢do evidente dos tenddes s6 podera ser vista
claramente no dia 13,5 e o sistema de tenddes completamente formado € visto pela primeira
vez durante o dia 14.5 em camundongo (Murchison et al., 2007).
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Figura 4: Os trés dominios esqueléticos do membro representados no braco humano. O estilépode

compreende o elemento esquelético proximal, o imero (MA) e o fémur (MP). O zeugépode compreende o
rédio e ulna (MA) e tibia e fibula (MP). O autépode compreende os ossos do pulso (MA) e tarso (MP), ossos
da palma da mao (metacarpos) e planta dos pés (metatarsos) e os ossos dos digitos (falanges). A escdpula e a
clavicula sdo elementos esqueléticos que ndo derivam do botdo do membro (Modificado de Zeller et al.,

2009).

Os digitos sdo inicialmente vistos como linhas continuas de cartilagem que alongam
e segmentam-se periodicamente para formar as juntas interfalangeais e assim, formar o
numero preciso de falanges (Tickle, 2003). O numero e a identidade dos digitos sdo

controlados através de sinalizacdo proveniente da PZ e estd relacionado com a largura do
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botdo do membro e com o tamanho da AER (Brickell e Tickle, 1989), e também com a
expressdo de Sonic Hedhehog (Shh) nesta regido. Existem fortes evidéncias de que os
sinais Shh sejam mediados pelas proteinas morfogenéticas do osso (BMP) (Sanz-Ezquerro

e Tickle, 2001).

2.4 Vias de Sinalizagdo

As vias de sinalizacdo estdo sempre presentes na vida de cada animal, desde o
desenvolvimento embriondario até a vida adulta. Durante o desenvolvimento, diferentes vias
de sinaliza¢cdo promovem a comunicacdo célula-célula coordenando intimeras atividades,
como por exemplo, a intensa migracdo celular durante a gastrulagdo. Na idade adulta,
mecanismos similares de comunicacdo sdo utilizados para alcancar a homeostase e a
regeneracdo tecidual. A regulacdo dessas vias de sinalizacdo € crucial, uma vez que
alteracdoes em seu balanco podem causar resultados devastadores, tais como defeitos no
desenvolvimento ou, na vida pds-natal, graves doencas (Gordon e Nusse, 2006). As
principais vias de sinaliza¢do presentes durante o desenvolvimento embrionario sdo: Wnt,
TGF-B, FGF e SHH. Diversos trabalhos presentes na literatura relacionam os genes Dpr
com as vias de sinalizacio Wnt e TGF-f, portanto, para entendermos melhor qual o papel

dos Dprs iremos dar mais detalhes de tais vias.

2.4.1 Sinalizacao Wnt

A sinalizacdo através de moléculas Wnt, uma familia de glicoproteinas secretadas,
estd presente em diversos processos do desenvolvimento, tais como segmentagdo,
gastrulacdo e desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados. Ao nivel celular, as
Wnts ainda exercem diferentes funcdes: estabelecem destinos, controlam os niveis de
proliferacdo, coordenam a migracdo de grupos de células para os sitios de diferenciagao,
determinam a polaridade e controlam a apoptose (Wodarz e Nusse, 1998). Em adultos, as
proteinas da via de sinalizagdo Wnt agem na manutencdo da homeostase tecidual
modulando a proliferacdo, diferenciacdo, morfologia e migracdo celular. Um controle

adequado dessa sinalizacdo € essencial para atividade fisiolégica normal (Figura 5). Devido
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a estas funcdes, a desregulacdo dos sinais Wnt estd associada com vdrios tipos de doengas
humanas, em particular com o cancer (Moon et al., 2004; Aberle et al., 1997).

Sao trés as principais vias de sinalizacdo Wnt: a via Wnt/B-catenina (Wnt/B-cat),
que regula o destino das células durante o desenvolvimento e atua protagonizando varios
processos pos-natais (Moon et al., 2004); a via Wnt de polaridade celular planar, cuja
func¢do € regular a organizacdo do citoesqueleto (Adler e Lee, 2001b) e, finalmente, a via
Whnt/Ca®*, que participa do desenvolvimento embriondrio e pode ter um papel importante
durante a supressdo de tumores (Angers e Moon, 2009). A andlise de camundongos
mutantes para os genes Wnt demonstrou que estes atuam na morfogénese de indmeros
tecidos e 6rgdos e sdo, portanto, necessarios para o desenvolvimento normal de vertebrados

Kiihl, 2004).

EscallaHomeostatica

Desenvolvimento Regeneracho

Degeneracio

Celulastronco Cancer
adultas
progenitoras

Figura 5: Sinalizacdo Wnt/Bcatenina em metazoarios. O grafico mostra a sinalizagdo Wnt/B-cat durante o
desenvolvimento embriondrio, em tecidos adultos e células progenitoras e durante a regeneragdo apds injuria
aguda. A sinalizacdo Wnt/B-cat € mantida em nivel homeostatico através de uma intricada teia de proteinas, as
quais regulam o destino, a proliferacdo e a autorrenovagdo celular. No entanto, quando os niveis de
sinalizacdo alteram seu perfil normal, doengas como o cancer podem surgir. Por outro lado, os baixos niveis
de atividade sinalizadora podem estar por trds de muitas doencas degenerativas (Figura adaptada de Angers e

Moon, 2009).

2.4.1.1 Sinalizagdo Wnt Candnica
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Nas mais variadas fases de desenvolvimento e crescimento dos organismos, a
sinalizacdo Wnt/B-cat é mantida em escala homeostitica por um arranjo intricado de
proteinas regulatérias. Entretanto, quando os niveis dessa sinalizagdo excedem esta escala
homeostatica, podem surgir doengas. Inversamente, os baixos niveis dessa sinalizacdo
trazem circunstancias degenerativas para o organismo (Angers e Moon, 2009).

Em células que ndo recebem sinalizacdo Wnt, a proteina multifuncional B-cat se
acumula nas juncdes de aderéncia. Fora das jungdes, o nivel de B-cat é baixo devido a meia
vida curta da mesma (Cadigan e Peifer, 2009). As moléculas de -cat que se apresentam
livres no citoplasma ligam-se a multicomplexos protéicos de destrui¢do que sdo compostos
pelas proteinas APC (proteina da polipose adenomatosa do célon) e Axina, as quais sao
responsaveis por apresentar a B-cat para as quinases GSK3 (glicogénio-sintase-quinase-3) e
CKI (caseina quinase I), facilitando a fosforilagdo sequencial de sitios amino-terminais na
B-cat (Clevers, 2006). Uma ubiquitina ligase reconhece corretamente a 3-cat fosforilada e a
encaminha para poliubiquitinacdo e destruicdo via proteossomo. Enquanto isso, nos
promotores de genes-alvo da via Wnt, os fatores transcricionais TCF/LEF ligam-se aos
correpressores da familia Groucho mantendo os genes-alvo de Wnts inativos (Arce et al.,
2006).

Na presencga das proteinas Wnt, estes sinais sdo transduzidos através da interacio
com receptores de membrana Frizzled e correceptores LRP5/6 (Miller et al., 1999). Esta
interacdo leva a fosforilacdo da proteina citoplasmatica Dsh, que uma vez fosforilada
neutraliza o complexo de degradacdo da B-cat, fazendo com que esta se acumule no
citoplasma e seja translocada para o nicleo da célula (Figura 6). No nicleo, a B-cat interage
com os fatores de transcricio TCF/LEF e ativa a expressdo de genes-alvo especificos

(Logan e Nusse, 2004).

17



f&‘ \
. s
e alaly
T 1B
W ek du o o b on
I EEEEE BN
B 1 FEEC 3 ¥ PrEes
1 Axin
—t L . O ey pep—y | |
LASNHOYOHOO “I L I I wer II
(Axinpaory i\ Wni )
M
Il APC |
I~ ~
<
T o
L WEoRs
T —
| P — -~
* Cp-reEp
e
Ve QLIS ncatenin
P, LL) ] s T
LT in l"YT G_D.{Jg ‘J@g'dudlluf‘
accumulation N AL ,‘LQ]/

Figura 6: Esquema representativo da via de sinalizacdo canénica Wnt. Para a via candnica a sinalizagdo
ocorre através dos receptores de membrana Frizzled (Fz) e LRP5/6, os quais induzem a estabilizagdo da B-cat
via dominios DIX e PDZ de Dsh e também um niimero de fatores que incluem Axina, GSK3 e caseina
quinase 1 (CK1). A B-cat transloca-se para dentro do nicleo onde se associa aos fatores transcricionais
LEF/TCF para mediar a indug¢@o transcricional de genes-alvo especificos. A B-cat € entdo exportada do nicleo

e degradada via maquinaria proteossdmica (Modificado de Habas e Dawid 2005).

2.4.1.2 Sinalizacdo Wnt ndo Candnica

Via de Polaridade Celular Planar

Trabalhando com genética de Drosophila, o grupo do pesquisador Garcia Bellido,
em 1982, descobriu o processo de polaridade celular planar (PCP). Desde entdo, estudos
mostram que esta via estd envolvida em vdrios processos importantes durante o
desenvolvimento: movimentos de extensdo convergente, fechamento do tubo neural,
ciliogénese e migracdao neuronal. Recentemente estudos genéticos humanos sugerem que a
via PCP possa estar envolvida em malformacdes e doencas humanas (Tada e Kai, 2009).

A via Wnt PCP controla a polarizagdo das células também nos vertebrados e,
consequentemente, movimentos celulares durante a gastrulacdo e a neurulacdo (Keller,
2002). Por meio do estabelecimento de localizagdo assimétrica de componentes

citoplasmaticos e de membrana, esta via regula a polaridade e os movimentos celulares



durante a embriogénese, particularmente os movimentos de extensdo convergente que
modelam as camadas germinativas imediatamente apds a gastrulacdo na linha primitiva
(Moon et al., 2002). A via Wnt PCP também estd envolvida na remodelagdo do
citoesqueleto e influencia a polaridade celular por meio da quinase N-terminal Jun-quinase
(JNK), das GTPase Rac e Rho (Figura 7). A proteina transmembranar Van Gogh-like
(Vangl2) também tem um papel importante na via de sinalizagdo PCP. As proteinas Vangl
interagem diretamente com a proteina intracelular Dvl, componente central da via Wnt/3-

cat e PCP.
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Figura 7. Esquema representativo da cascata de sinalizacao nao canodnica dos sinais Wnt. Na via PCP os
sinais Wnt s3o transduzidos através dos receptores Frizzled de maneira independente aos coreceptores
LPR5/6. Utilizando os dominios PDZ e DEP da molécula Dsh, esta via promove modificagdes do

citoesqueleto através da ativacdo de pequenas GTPases: Rho e Rac (Modificado de Habas e Dawid, 2005).

Via Wnt/Ca®*

O célcio é uma molécula sinalizadora muito importante que regula varios processos
bioldgicos. Evidéncias sugerem o envolvimento do célcio na padronizag¢do do eixo direita-
esquerda na maioria dos vertebrados (camundongo, galinha, Xenopus e peixe-zebra)

(Langenbacher e Chen, 2008). A via de sinalizacdo Wnt/Ca®* tem papéis importantes no
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desenvolvimento e na manutencdo da homeostasia no organismo, desde modelagdo dorso-
ventral do embrido, regulacdo da migracdo celular, assim como o desenvolvimento do
coragdo, e também pode ter um papel essencial durante a supressdo de tumores (Kiihl,
2004). De acordo com Miller et al., (1999) a via Wnt/Ca?* pode influenciar tanto a via PCP
como a Wnt candnica.

Ativacgdo da via Whnt/Ca®* pelos receptores de membrana Frizzled resulta na ativacao
de vérios processos intracelulares, envolvendo a ativacdo de proteinas heterotriméricas G,
as quais ativam a fosfolipase C (Figura 8). Por sua vez, a fosfolipase C causa liberacao
intracelular de Ca2+, resultando na ativacdo de duas quinases sensiveis ao Ca2+, a CamKII
(Ca2+- Calmodulin-dependent Protein Kinase-II) e proteina quinase C (PKC).
Finalmente, estas quinases estimulam o fator nuclear FNAT e outros fatores de transcri¢ao
tais como CREB (cAMP Response Element-Binding Protein-1), alterando, portanto,

padrdes de expressao génica (Langenbacher e Chen, 2008) .
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Figura 8. Esquema representativo da cascata de sinalizacio niio candnica dos sinais Wn#/Ca’*. A sinalizagio Wnt
através do receptor Frizzled promove a ativacdo de proteinas G heterotriméricas, as quais se ligam a Dsh, levando a
ativacdo da fosfolipase C, da quinase cdlcio 2 calmodulina e da proteina quinase C (PKC). Esta via também utiliza os

dominios PDZ e DEP de Dsh para modular adeséo celular e motilidade (Modificado de Habas e Dawid, 2005).

2.4.2 Sinalizagdo Nodal
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A sinaliza¢do TGF- regula uma variedade de eventos celulares e desempenha um
importante papel no desenvolvimento embriondrio (Tian e Meng, 2006). Nodal € uma
molécula que faz parte da superfamilia de fatores de crescimento e diferenciagcao TGF-f.
Estudos genéticos demonstraram que as proteinas Nodal agem na indu¢cao do mesoderma e
endoderma, atuam na determinacao do eixo AP dos embrides de vertebrados (Schier, 2003)
e no estabelecimento de assimetria bilateral (Tian e Meng, 2006). Um controle preciso da
sinaliza¢do nodal é essencial para o desenvolvimento embriondrio normal (Zhang et al.,
2004). Os sinais Nodal podem agir como morfégenos, produzindo efeitos concentragdo-
dependentes e agindo a distancia do seu sitio de produgdo (Schier, 2003).

Tanto a estrutura como a via de transduc¢do de sinal da molécula Nodal sdao
conservadas evolutivamente. Isto sugere que funcdes desta via estejam relacionadas as
caracteristicas deste grupo, em particular a assimetria bilateral (Schier, 2003). Assim como
para maioria dos sinais TGF-f, os ligantes Nodal ativam receptores quinase serina/treonina
que fosforilam proteinas Smad para regular a expressao génica (Wu e Hill, 2009). Para
sinalizacdo Nodal, o sinal € recebido através dos receptores activina tipo I e II e
correceptores EGF-CFC. A ativacdo do receptor resulta da fosforilagdo dos fatores de
transcricdo Smad2 e Smad3. Isto leva a associacdo do complexo Smad2/3 a Smad4,
translocacdo para o nucleo e subsequente associagdo com fatores de transcri¢do para ativar
genes-alvo (Figura 9). Vdrias proteinas extracelulares, incluindo enzimas e antagonistas,
controlam esta via. Além disso, moléculas intracelulares como cofatores transcricionais,
proteinas envolvidas com a disponibilidade do receptor ¢ miRNAs regulam a sinalizacdo

Nodal (Schier, 2003).
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Figura 9: A sinalizacdo Nodal. Apdés o processamento dos precursores nodais através de convertases, 0s
ligantes Nodal se ligam aos receptores activinas e aos correceptores. Moléculas extracelulares denominadas
Cerberus e Lefty agem como inibidores extracelulares. Dpr2 é responsavel pela degradacdo do receptor
activina via lisossomo. A ativacdo da via € mediada pela fosforilacdo de Smad2 e sua associagdo com Smad4

e fatores de transcri¢do como FoxH1, Mixer e p53. Figura adaptada de Shen, 2007.

2.5 Genes Dapper

Os genes Dpr também sao conhecidos como Dact ou Frodo (Brott e Sokol, 2005a) e
fazem parte de uma familia génica constituida por trés genes (Dprl, Dpr2 e Dpr3) em
mamiferos, por dois genes (Dprl e Dpr2) em galinha e por apenas um gene (Dprl) em
Xenopus (Waxman et al., 2004). Interessantemente, nenhum ortélogo Dpr foi identificado
no genoma de invertebrados, inclusive invertebrados cordados.

As proteinas codificadas por esta familia contém um ziper de leucina na regido N-
terminal ¢ um dominio PDZ na extremidade C-terminal, os quais se ligam a Dsh para
modular sinais da via de sinalizacdo Wnt/B-cat e Wnt/PCP (Fisher et al., 2006; Cheyette et
al., 2002). No entanto, sua func@o na regulacdo da sinalizacdo Wnt canOnica permanece
ambigua, enquanto alguns estudos indicam que as proteinas Dpr agem positivamente na

transdugdo dos sinais Wnt (Gloy et al., 2002; Waxman et al., 2004), outros autores sugerem
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uma funcdo inibitéria (Cheyette et al., 2002; Yau et al., 2005; Brott e Sokol, 2005a; Zhang
et al., 2006). Em adi¢do, evidéncias sugerem que os pardlogos Dpr apresentam atividades
de sinalizag¢do distintas € que mesmo uma unica proteina Dpr pode ter mais de um papel
(Hikasa e Sokol, 2004; Brott e Sokol, 2005).

Além de modularem vias de sinalizacdo, os genes Dpr desempenham papéis
fundamentais durante o desenvolvimento embriondrio, como especificagdo do tecido
neural, formagao dos olhos e do coragdo (Cheyette et al., 2002; Gloy et al., 2002; Hikasa e
Sokol, 2004; Waxman et al., 2004; Zhang et al., 2004; Brott e Sokol, 2005). Além disso, os
genes Dpr sdo necessdrios para promover os movimentos morfogenéticos durante a
gastrulacdo e neurulacdo (Hikasa e Sokol, 2004). Esta multiplicidade de funcdes € possivel,
pois as proteinas Dpr possuem habilidade de interagir com diferentes parceiros moleculares
atuando como proteinas adaptadoras. Proteinas adaptadoras sdo aquelas que nao
apresentam dominio catalitico proprio, mas que atuam promovendo a interacdo entre
diferentes protefnas para maximizar sua atividade biolégica. Assim, dependendo do
contexto celular no qual elas estejam inseridas, as proteinas Dpr podem desempenhar
diferentes papéis ao longo da embriogénese dos vertebrados. Essas interacdes sao mediadas
por dominios estruturais distintos que tém sido conservados entre os pardlogos desta
familia (Waxman et al., 2004; Zhang et al., 2004).

Ao longo do desenvolvimento embriondrio cada membro da familia Dpr apresenta
um padrio de expressdo distinto em relagdo ao local e estddio de desenvolvimento, o que
sugere fungdes diferentes para cada pardlogo (Fisher et al., 2006). Recentemente, Kettunen
et al., (2010) evidenciou a expressdo dos trés genes Dpr em dominios distintos durante o
desenvolvimento de dentes em embrides de camundongo reafirmando o que havia sido

proposto por Fisher et al. (2006).

2.5.1 Dapperl

O gene Dprl esté localizado no cromossomo 12D1 de camundongo (Cheyette et al.,
2002; Fisher et al., 2006), codifica um RNAm com 2.420 pares de base (pb) e é composto
por quatro exons. Este gene foi primeiramente localizado em Xenopus e, desde entdo, um

acimulo crescente de dados indica que a proteina Dprl € uma proteina adaptadora que

23



colabora em diversos processos do desenvolvimento embriondrio, interagindo com
diferentes proteinas dependendo do contexto celular (Brott e Sokol, 2005a). Dprl apresenta
acdo moduladora na via de sinalizagdo Wnt, ao interagir com Dsh e induzir sua degradacio
via lisossomo (Zhang et al., 2006).

A localizacdo celular dos genes Dpr é complexa, em culturas celulares, Dprl
enddgeno se apresenta espalhado por todo citoplasma como manchas pontuais € no nicleo
se encontra difuso (Cheyette et al., 2002). A observagao de que alguns fragmentos carboxi-
terminais de Dprl estdo localizados quase que exclusivamente no nicleo favorece a
sugestdo de que tal gene exerce papel nesta organela (Zhang et al., 2006). No entanto, o
significado fisiologico de Dprl no nucleo ainda € incerto. De acordo com Gao e
colaboradores (2008), a localizacdo nuclear de Dprl pode contribuir para sua fun¢do no
controle da progressao do ciclo celular.

Em embrides de camundongo, a expressao de Dprl € baixa durante os primeiros
dias de gestacdo, porém, aumenta dramaticamente entre os dias 9,5 e 10,5 atingindo seu
pico entre os dias 11,5 e 13,5 quando, entdo, diminui lentamente. No sétimo estddio, a
expressdo de Dprl € detectada primeiramente no mesoderma e em niveis bastante baixos
no neuroectoderma (Fisher et al., 2006). No nono estddio, a expressao de Dprl € maior no
septo transverso, mesénquima cranial, mesoderma pré-somitico caudal (PSM) e nos
somitos que derivam dele (Hunter ef al., 2005). Dprl exibe um forte gradiente de expressao
caudal-rostral, o qual estd inversamente relacionado com a idade de desenvolvimento dos
somitos, ou seja, hd expressdo maior nos somitos recentemente formados (caudal) e
expressao menor naqueles mais maduros (rostral). Por volta do 10° estadio a expressao
continua na placa mesodérmica segmentar € nos somitos caudais. Dprl também estd
presente em baixos niveis em outras estruturas tais como o botdo caudal e o mesoderma
ventral do botdo caudal. Neste estddio pode-se identificar a expressao de Dprl nos brotos
de MA e MP. A expressdao exclusiva de Dprl no PSM sugere uma funcdo unica neste
tecido durante a segmentacdo (Fisher et al., 2006). J4 em embrides de galinha os dominios
chave de expressdo do gene Dprl sao a linha primitiva posterior, o nd anterior e a
notocorda, mesoderma pré-somitico, mesoderma lateral e cardiaco, os placddios

neurogénicos € o mesénquima dos membros. Em embrides de galinha Dprl, é expresso na
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linha primitiva e no ndédulo de Hensen, na notocorda, no mesoderma pré-somitico, no
mesoderma lateral, bem como no coracdo e nos botdes dos membros em desenvolvimento
(Alvares et al., 2009).

Em camundongos adultos, Dprl € expresso, principalmente, no cérebro, pulmao e
utero com expressdo significativamente menor em outros tecidos (Fisher et al., 2006).
Ensaios de ganho e perda de funcdo realizados in vitro demonstraram que o gene Dprl
também estd envolvido no controle da adipogénese em humanos e murinos através de sua
modulag@o na via de sinalizagdo Wnt (Lagathu et al., 2009). Na vida pds-natal, Dprl de
humanos se encontra expresso em nivel elevado em carcinomas hepatocelulares e esta
superexpressdo estd relacionada com o acimulo citoplasmatico de B-cat (Yau et al., 2005).

A grande maioria de camundongos homozigotos para mutacdo em Dprl morre um
dia ap6s o nascimento. Tais neonatos possuem véarios tipos de malformagdes envolvendo a
regido posterior do corpo como, por exemplo, cauda curta, auséncia de anus, canal urindrio,
genitdlia externa e de bexiga e c6lon com fundo cego, além de ureteres fusionados com os
ductos reprodutivos e rins hidronefréticos. Em adi¢do ao fendtipo gastrointestinal e
urogenital malformado, a maioria dos mutantes Dprl possui segmentagdo corporal
truncada, que se apresenta com maior frequéncia na regido da cauda. Contudo, estas
malformagdes podem afetar também as regides sacral e lombar, sendo frequentemente
acompanhadas de sirenomielia. De acordo com os autores, este espectro de malformacgdes
pode ser origindrio de distirbios nos movimentos morfogenéticos na linha primitiva do
embrido (Suriben et al., 2009).

Em paralelo, outro grupo de pesquisa também descreveu o fendtipo de
camundongos mutantes para Dprl (Wen et al., 2010). Estes autores observaram agenesia
de vértebras caudais, malformacdes anorretais, agenesia e displasia renal, rins fusionados e
auséncia de bexiga. Além disto, em uma pequena parcela dos recém-nascidos (17%),
ocorreu malformagdes nos MP. De acordo com os autores, tais malformagdes assemelham-
se muito as encontradas em humanos portadores da doenca congénita chamada sindrome de
regressao caudal, uma condicao rara que envolve um espectro de malformagdes congénitas
dos sistemas urindrio e genital, da espinha lombo-sacral e das extremidades inferiores

(Almeida et al., 2008). O conjunto de malformagdes descritas acima sugere uma falha da
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migracdo celular na regido da linha primitiva posterior nos camundongos mutantes para o
gene Dprl. Esta hipétese levou a descoberta de que Dprl interage com a proteina Vangl2,
um importante componente da via de sinalizacdo PCP (Suriben et al., 2009). Desta forma,
acredita-se que Dprl pode atuar na regulacao da via de sinalizagao PCP controlando o nivel

e a localizacdo celular da proteina Dvl.

2.5.2 Dapper2

Dpr2 esta localizado no cromossomo 17A2 de camundongo (Cheyette et al., 2002;
Fisher et al., 2006), codifica um RNAm de 2.800 pb e é composto por quatro exons. Este
gene foi primeiramente encontrado em xenopus (Cheyette et al., 2002). Até agora, sabe-se
que Dpr2 modula a sinalizacdo mediada pela proteina Nodal atuando sobre os receptores
TGF-B: Alk4 e AIkS, acelerando sua degradagdo via lisossomo (Zhang et al., 2004). Em
peixe-zebra e quando super-expresso em células de mamiferos, este gene pode inibir a
sinalizacdo Nodal promovendo a degradacao endocitica via lisossomo de receptores do tipo
I para a via TGFP (Zhang et al, 2004). Segundo Cheyette et al., (2002), Dpr2 em Xenopus
pode estar envolvido na via de sinalizacdio Wnt/PCP, pois na sua auséncia ha
comprometimento dos movimentos normais de extensdo convergente em embrides do
peixe-zebra.

Durante o nono estiddio do desenvolvimento, Dpr2 € fracamente expresso em
embrides de camundongo apesar de ser amplamente distribuido. Baixa expressao pode ser
identificada na retina, na vesicula Optica, nas veias umbilicais, no tubo neural dorsal, e da
mesma maneira que Dprl, nos somitos. Dpr2 mostra significativa expressdo dorso-lateral
nos somitos enquanto que Dprl € mais expresso ventro-medialmente. Como consequéncia
desta distribuicdo, os dois pardlogos ocupam uma distribui¢do complementar nos somitos
maduros. Durante o 10° estddio embriondrio a expressao de Dpr2 é fracamente detectavel e
o principal sitio é encontrado na vesicula 6tica e em somitos caudais (Fisher et al., 2006).

Em embrides de galinha, Dpr2 é expresso na linha primitiva anterior, no nédulo de
Hensen, nos somitos epiteliais, nas células-tronco de musculos embriondrios, no ecto e

endoderma orais, nas células da crista neural, no ectoderma do membro e nos brotos dos
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pulmdes (Alvares et al., 2009). Em ratos adultos, Dpr2 ¢ altamente expresso nos
queratindcitos epidérmicos e foliculos do pelo (Meng et al., 2008).

Diferente de camundongos mutantes para Dprl que morrem logo apds o
nascimento, ratos deficientes em Dpr2 possuem desenvolvimento embriondrio e pds-natal
normais € alcancam a vida adulta sem nenhum disturbio no comportamento. No entanto, a
deficiéncia de Dpr2 causa acelerada reepitelizacdo durante a cicatrizagdo de feridas. A
perda da fungdo de Dpr2 aumenta a resposta dos queratindcitos frente a estimulagdo de
TGF-B, os quais s@o responsdveis por promover adesdo da fibronectina e migracdo de
queratindcitos através da regulacdo da expressio de genes especificos da integrina.
Portanto, Dpr2 desempenha papel inibitério na reepitelizacdo de feridas em ratos adultos
atenuando a sinalizagcdo TGF-P. Esta aceleracdo estd associada com o aumento da forca
adesiva devido a expressdo de integrinas especificas como consequéncia da elevada

sinalizacdo TGF- (Meng et al., 2008).

2.5.3 Dapper3

Dpr3 esté localizado no cromossomo 7A2 de camundongo, codifica um RNAm de
2.828 pb e, da mesma forma que os outros dois membros desta familia, € composto por
quatro exons. Dentre os trés membros da familia Dpr, este € o gene que possui menor
quantidade de dados na literatura, pois parece ser exclusivo de mamiferos. Em humanos,
Dpr3 localiza-se no cromossomo 19q13.32 onde codifica uma proteina 85% idéntica aquela
codificada por Dpr3 em camundongo (Fisher et al., 2006).

A expressdao de Dpr3 nos embrides de camundongo € baixa durante o inicio do
desenvolvimento, porém tende a aumentar tendo seu pico durante o 10° dia de gestacdo, e
ap6s este dia, a expressdo segue diminuindo. Assim como Dprl, Dpr3 € expresso no
mesénquima cranio-facial, porém € mais proeminente no mesénquima dos arcos branquiais,
no saco e arcos aorticos. No 10,5° dia embriondrio a expressio de Dpr3 € bastante
proeminente por todo o mesénquima dos arcos branquiais, no mesénquima dos brotos de
membros e nos somitos em amadurecimento. Esta forte expressdo torna consistente a
importancia deste gene na migracao e diferenciacao de células da crista neural e das células

mesodérmicas derivadas do mesénquima. Apds este estddio, a expressdo de Dpr3 da
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mesma maneira que a de Dpr2 comeca a se concentrar no desenvolvimento do sistema
nervoso central. A presenca de transcritos Dpr3 em animais adultos é bastante restrita,
estando presente principalmente no ttero e cérebro (Fisher et al., 2006).

Desde a descoberta dos genes Dpr, muitos avancos tém sido realizados na
compreensdo de suas fung¢des no desenvolvimento dos vertebrados, porém ainda restam
davidas que necessitam ser esclarecidas. A maioria das informacOes disponiveis sobre
expressdo de tais genes vem de trabalhos realizados em organismos anamniotos (Xenopus
laevis e peixe-zebra), que tém diferencas importantes quanto ao desenvolvimento

embriondrio em relacdo aos amniotos.
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3. Objetivos

Para elucidar o papel dos genes Dpr no desenvolvimento de vertebrados amniotos
faz-se necessdria a investigacdo do padrdo espacial e temporal de expressdo destas
moléculas ao longo da ontogénese do organismo. Frente a isso, o objetivo do presente
trabalho € estudar o padrio de expressdo dos genes Dpr durante a embriogénese de
camundongo. Desta forma serd possivel criar hipéteses fundamentadas sobre o papel dos
genes em questdo no desenvolvimento dos vertebrados amniotos, que serdo testadas, num
horizonte pr6ximo, por meio de ensaios funcionais. No conjunto, este trabalho também
podera trazer informacdes que permitam realizar associacdo entre a atividade dos genes
Dpr e as malformagdes congénitas no homem.

A escolha de embrides de camundongo como modelo experimental justifica-se por
este ser um organismo amnioto para o qual ha estudos detalhados dos estddios de
desenvolvimento, e por haverem poucos dados sobre a fun¢do dos genes Dpr durante sua
ontogénese. Além disso, o desenvolvimento embriondrio de camundongo se assemelha
bastante ao de outros mamiferos e desta maneira, os resultados obtidos podem ser aplicados
para outros organismos. Além do mais, embrides de camundongo podem ser facilmente
obtidos e manipulados em laboratoério.

O padrio de expressio dos genes Dpr sO estd estabelecido com detalhes para
embrides de peixes (Waxman et al., 2004; Gillhouse et al., 2004; Zhang et al., 2004) e
anfibios (Gloy et al., 2002; Cheyette et al., 2002). Para embrides de camundongos e
galinha, ainda ndo existem na literatura, dados relativos ao padriao de expressdo durante a

ontogénese dos membros.

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo do padrao de expressdo dos
genes Dpr durante a ontogénese de embrides de camundongo. Além disso, nosso objetivo
também foi estudar a expressao dos genes Dpr durante o desenvolvimento dos membros em

embrides de camundongo e galinha.
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3.2 Objetivos Especificos

1) Sintese de sondas de RNAm para camundongo e galinha.

2) Hibridagdo in situ whole mount para os genes Dprl, Dpr2, Dpr3 em embrides de
camundongo e para os genes Dprl e Dpr2 em membros de embrides de galinha em
diferentes fases do desenvolvimento.

3) Realizagdo de cortes seriados dos embrides em vibratomo, para detalhamento do padrao
de expressao.

4) Hibridagdo in situ em corte histolégico de MP de embrides de camundongo (TS23) e
galinha (HH30).

5) Comparacdo do padrao de expressao dos genes Dpr com o de marcadores para tendao
(Scx), células condroprogenitoras (Sox9), articulacdo (Gdf5) e musculo (MyoG).

6) Elaboragao de pranchas fotogréficas para documentacdo do padrao de expressao dos

genes.
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Material e Métodos
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4. Material e Métodos

4.1 Obtengdo de embrides

4.1.1 Camundongo

Neste trabalho foram utilizados embrides de camundongo da linhagem C57BL/6
provenientes do CEMIB/UNICAMP. Estes foram mantidos em gaiolas com temperatura e
iluminacdo controladas, com acesso a 4gua e alimentacdo ad libitum. A definicdo de
prenhez foi feita a partir da observacao do plug vaginal, momento no qual se estabeleceu o
dia O gestacional. As fémeas prenhes foram sacrificadas nos dias gestacionais que
correspondessem aos estadios TS18, TS19, TS20, TS21, TS22 e TS23 segundo os critérios
de desenvolvimento embriondrio estabelecidos por Theiler (1989). Apds coleta, os
embrides foram fixados em PFA 4% durante um periodo de no minimo 16 horas. Todos os

procedimentos experimentais foram realizados com autorizagdo da Comissdo de Etica na

Experimentacdo Animal CEEA/Unicamp com ndmero de protocolo 1837-1.

4.1.2 Galinha
Embrides de galinha foram obtidos a partir de ovos fertilizados provenientes da

granja Yamaguishi (www.yamaguishi.com.br). Apés incubac@o em atmosfera imida a 38,5

°C os embrides foram coletados e dissecados para remocdo das membranas
extraembriondrias em solucdo salina fosfatada (PBS). Apds coleta, os embrides foram
fixados em PFA 4% durante um periodo de no minimo 16 horas. Os estaddios escolhidos
para coleta foram HH24, HH25, HH28, HH30, HH32 e HH34, os quais, de acordo com
Wolpert et al. (2000), sdo equivalentes aos estiddios de camundongo previamente
mencionados. Para estadiamento dos embrides de galinha foram utilizados os critérios

estabelecidos por Hamburger e Hamilton (1951).
4.2 Processamento dos embrides para hibridagdo in situ (HIS)

Os embrides, previamente fixados em PFA 4%, foram lavados em PBT (PBS +

Tween 20 0,1%), desidratados em uma sequéncia de solu¢des de metanol a 25%, 50%, 75%
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e 100%, e clareados por uma hora em solu¢do de peréxido de hidrogénio (H,0,) 6% a
temperatura ambiente. Nesta etapa, os embrides previamente desidratados sdo clareados,
havendo diminuicdo da intensidade de pigmentos presentes no sangue e olho, por exemplo,
ao mesmo tempo em que hd inativagdo das fosfatases endégenas (Kadota et al., 1987) que
poderiam gerar reacdo de fundo. Finalmente, os embrides foram armazenados, por no

maximo, dois meses, em metanol 100% a -20 °C para serem utilizados nos ensaios de HIS.

4.3 Hibridagdo in situ

A introducdo de RNases em qualquer momento de um experimento de hibridacao,
desde a coleta até a formagdo do hibrido de RNA enddgeno/sonda, pode ser a causa de um
sinal ausente ou fraco. Para evitar isso, possiveis fontes de RNAse foram descontaminadas
conforme descrito abaixo:

- dgua e solucdes foram tratadas com dietilpirocarbonato (DEPC), por 16 — 24 horas
e em seguida esterilizadas em autoclave (ex.: dguapgpc € PBSpgpc);

- materiais de vidro e metal foram fornados (aquecidos a 180 °C por 4 horas);

- materiais de plastico foram tratados com solu¢do de hidréxido de sédio 0,5 molar

por 10 minutos e em seguida lavados com dguapgpc.

4.3.1 Transcri¢do das sondas

Duas metodologias diferentes para sintese de sondas foram empregadas neste
trabalho. Utilizamos sondas plasmidiais e sondas sintetizadas a partir de primers que
continham o promotor da enzima RNA polimerase T7 acoplado a sua extremidade 57,

conforme sumarizado na Tabela 1.

4.3.1.1 Sintese de sonda plasmidial para Dprl(Mm), Dpr2(Mm), Dpr3(Mm), Dprl(Gg),
Dpr2(Gg) e Gdf5 (Mm)

Os clones para a sintese das sondas dos genes Dapper de camundongo foram
preparados no vetor pCR4 —TOPO e continham um fragmento do exon 4 de cada gene.

Estes clones foram cedidos pela Dra. Susanne Dietrich da School of Biomedical and Health
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Sciences do King’s College London na Inglaterra, colaboradora deste trabalho. Os clones
para sintese das sondas Dpr de galinha sdo os mesmos descritos por Alvares et al. (2009).

Aproximadamente 30 ng de DNA plasmidial foram submetidos a reagao em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando os primers M13 direto e reverso a fim de amplificar a
sequéncia-molde para a sintese da ribossonda. Os produtos de PCR foram submetidos a
extragdes sequenciais de Fenol:Cloroférmio (1:1) e Cloroférmio 100%, com o intuito de
eliminar eventual atividade de RNases. Os produtos de PCR foram precipitados e
ressuspendidos em 4guapgpc. Depois de efetuada a ressuspensdo, o DNA purificado foi
utilizado para a transcri¢do e marcagdo da ribossonda. Para tanto, adicionamos 1 pg de
DNA purificado, 4 png de tampao de transcricdo 5X, 2 uL de 0,1M de DTT, 2 pL de uma
mistura contendo ribonucleotideos e UTP conjugado a Digoxigenina (DIG), 1 uL de
inibidor de RNase, 1 uLL. de T7 RNA polimerase e dguapgpc para completar o volume final
de 50 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por duas horas. A seguir, foram adicionados 2 pLL
de DNAse I a reacdo para remover o produto de PCR (DNA) utilizado como molde. Esta
mistura foi incubada durante 30 minutos a 37 °C e depois colocada em gelo.

O RNA transcrito foi purificado em coluna (Sigma S5059) e armazenado a -20 °C.
Para verificar a qualidade da ribossonda, retirou-se uma aliquota de 1 pL. da solugdo final e
realizou-se eletroforese em gel de agarose 1%. A qualidade da ribossonda foi avaliada
através da intensidade e definicdo da banda obtida. Subsequentemente, a sonda foi
quantificada por leitura em nanodrop (Nanodrop 2000 — Thermo Scientific) nos
comprimentos de onda 260/290 nm para posterior dilui¢do em solucao de pré-hibrida¢do na

concentragdo de 1 pg de sonda/mL, na qual as sondas foram armazenadas a -20°C.

4.3.1.2 Sondas sintetizadas a partir de primers contendo o promotor da enzima RNA
polimerase T7

Este grupo de sondas foi preparado utilizando a sequéncia da regido promotora da
enzima RNA polimerase T7 acoplada a extremidade 5° de cada primer gene- especifico
durante as reagdes de sintese (Tabela 1). Quatro etapas foram necessdrias para a geracao do
segundo grupo de sondas, a saber: (1) Extracdo de RNA total, (2) Sintese de DNA
complementar (cDNA) por reacdo da transcriptase reversa seguida de PCR (RT-PCR), (3)
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Amplificacdo do produto desejado por PCR utilizando primers sem promotor da enzima
RNA polimerase T7 e (4) PCR a partir do produto obtido no item anterior. Para a PCR
foram utilizados primers gene-especificos, sendo que os primers reversos possuiam o
promotor da enzima RNA polimerase T7 acoplado a extremidade 5°. Cada um destes

passos sera detalhado a seguir.

(1) Extracdo de RNA total

Imediatamente apds coleta, embrides inteiros de camundongo (TS19) e galinha
(HH23) foram transferidos para tubos de 1,5 mL contendo TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Em seguida, realizou-se a homogeneizacdo do contetido com o auxilio de agulha e
seringa até que todo o tecido fosse dissolvido. As amostras homogeneizadas foram
incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Para cada 300 uLL do homogenado, adicionou-
se 200 pL de cloroférmio seguido de homogeneizacdo em vortex durante 30 segundos.
Apds 5 min a temperatura ambiente, o homogenado foi submetido a centrifugagdo por 15
min a 12000 x g a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e a ela
foram acrescentados 500 pL de &lcool isopropilico. Apds suave homogeneizacdo, as
amostras foram mantidas por 10 min a temperatura ambiente para maximizar o processo de
precipitacdo do RNA. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por
10 min a 4 °C. Ao pellet formado adicionou-se 1 mL de etanol 70% gelado para nova
centrifugacdo por 10 min a 7500 x g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet
acrescentado 1 mL de etanol absoluto gelado. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 7500 x g a 4 °C por 10 min. Finalmente, apds secagem a temperatura ambiente, o pellet

foi solubilizado em 40 pL de dguapgpc € 0 RNA estocado a -80 °C.

(2) Sintese de cDNA

A partir do RNA obtido no passo anterior, realizou-se a sintese do cDNA utilizando
o Kit SuperScript 11l (Invitrogen, Carlsbad, CA) e primer oligo dT15-18. Para tanto, a 1 pg
de RNA total foi acrescentada dguapgpc a fim de se obter volume final igual a 12 uL.. Em
seguida, o RNA foi incubado a 65 °C por 5 min e transferido para banho de gelo visando

promover sua denaturacdo. Posteriormente acrescentou-se 4 pLL do Tampao 10X (Tris-HCl
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200mM pH8.,4 e KCL 25mM), 2 pL. de dNTPs (0,5mM de cada nucleotideo), 1 pL do RNA
Inhibitor e 1 pL. da enzima Transcriptase Reversa (Invitrogen, Carlsbad, CA). A reacdo foi
entdo incubada por duas horas a 42 °C a fim de gerar copias de cDNA a partir do RNA total
empregado como molde. Por fim, a reacdo foi incubada a 95 °C por 5 min para que
ocorresse a inativagdo da enzima transcriptase reversa. Os cDNAs obtidos nesta etapa

foram utilizados posteriormente em reacdes de PCR visando a geracao de sondas de RNA.

(3) Primeira PCR

Para os ensaios de PCR foram utilizados primers apropriados para cada sonda,
conforme apresentado na Tabela 1. Cada reacdo de PCR foi feita em volume final igual a
25 uL que incluiam 2 pLL de cDNA, 10 pmoles dos primers direto e reverso, 1 uL de ANTP
10mM, 1,5mM de MgCl,, 4,5 uLL de tampao de PCR 10X, 2,5% de DMSO e 1U de Taq
DNA polimerase (Fermentas). As condi¢des de ciclagem de todas as reacdes de PCR
foram: 5 ciclos iniciais de denaturagdo a 95 °C por 15s; anelamento dos primers a 60 °C
por 10s; extensdo a 72 °C por 2 min. Em seguida, 30 ciclos de denaturacao a 95 °C por 15
min; anelamento dos primers a 60 °C por 2 min; extensdo a 72 °C por 2 min e a extensao

final a 72 °C por 15 min.

(4) Segunda PCR

O produto de PCR obtido no item anterior foi diluido 10x e 1 pL foi submetido a
nova PCR. Os reagentes e as condicdes de ciclagem utilizados foram os mesmos
empregados durante a primeira PCR com exce¢do dos primers reversos gene-especificos
que foram substituidos por primers gene-especificos que continham a regido promotora
para a enzima RNA polimerase T7 acoplada a sua extremidade 5°. O produto de PCR
obtido foi purificado utilizando o Kit QIAquick — PCR Purification Kit (Qiagen) e, em

seguida, o DNA purificado foi utilizado para transcri¢do das sondas.

Tabela 1. Primers utilizados para confeccao de sondas com o promotor da enzima RNA

polimerase T7. Em negrito sublinhado, destaque para a regiao promotora da enzima.

37



Gene Sequéncia Fragmento
Watl4 I*PCR  Direto 5 TGCTGGATGGGTCCCTTCTG 3° 390 pb
Mm Reverso 5" CAGAAGAGATGGCGTAGAGG3”
2PCR  Direto 5° TGCTGGATGGGTCCCTTCTG 3°
Reverso 5" TAATACGACTCACTATAGGGAGACAGAAGAGATGGCGTAGAGG 3°
Sox9 I*PCR  Direto: 5 AGAGCGAGGAAGATAAGTTC 3° 454 pb
Mm Reverso 5" ATTAGGAGAGATGTGAGTCT 3~
2PCR  Direto: 5 AGAGCGAGGAAGATAAGTTC 3°
Reverso 5" TAATACGACTCACTATAGGGAGAATTAGGAGAGATGTGAGTCT 3°
MyoG I"PCR  Direto 5’AACTACCTTCCTGTCCACCT 3* 487 pb
Mm Reverso 5° GGTTGGGACCGAACTCCAGT 3°
2*PCR  Direto 5’AACTACCTTCCTGTCCACCT 3°
Reverso 5" TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTTGGGACCGAACTCCAGT 3°
Sex I"PCR  Direto 5" CTCCAAGATTGAGACGCTGC 3° 457 pb
Mm Reverso5 GTCCATCTCTCTGTTCATAG 3°
2*PCR  Direto 5* CTCCAAGATTGAGACGCTGC 3°
Reverso5  TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCATCTCTCTGTTCATAG 3°
Secx I*PCR  Direto 5" ACAGCGTCAACACCGCCTTC 3” 370pb
Gg Reverso 5” GTCCGTCCGTCCTTCCGCTC 3°
2PCR  Direto 5" ACAGCGTCAACACCGCCTTC 3°
Reverso 5" TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCGTCCGTCCTTCCGCTC 3°
Wntl4 I*PCR  Direto 5" AAGTCTGTGACCGCCTGAAG 3° 486 pb
Gg Reverso 5"°CGTGGCACTTACAGGTTGTT 3°
2*PCR  Direto 5" AAGTCTGTGACCGCCTGAAG 3°
Reverso 5" TAATACGACTCACTATAGGGAGACGTGGCACTTACAGGTTGTT 3°
Gdfs I"PCR  Direto SCGAAGAAGACTAAAGAGCCT 3°
426 pb
Gg Reverso 5" TTGGTGTGTCCGTGATACTG 3°
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2*PCR Direto 5"CGAAGAAGACTAAAGAGCCT 3°

Reverso 5° TAATACGACTCACTATAGGGAGATTGGTGTGTCCGTGATACTG 3”°

MyoG 1 PCR Direto 5 CGTTTCCTGAGCGTCCCGAG 3~ 497 pb

Gg Reverso 5" GCGGTCCTCTGCCTGGTCAT 3°

2*PCR Direto 5" CGTTTCCTGAGCGTCCCGAG 3~

Reverso 5° TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGTCCTCTGCCTGGTCAT 3

4.3.2 Procedimento para embrides inteiros

Os embrides previamente armazenados em metanol foram reidratados através de
banhos seriados decrescentes de metanol em PBT (75%, 50% e 25%) por 5 min em cada
solugdo e duas lavagens em PBT por 5 min a temperatura ambiente.

ApOs a reidratacdo, os embrides foram tratados trés vezes por 20 min com um mix
de detergentes (Igepal 1%, SDS 1%, Deoxicolato 0,5%, Tris-HCl 50mM pH 8.0, EDTA
ImM pHB8,0 e NaCl 150mM). Essas lavagens sao fundamentais, pois permitem o acesso da
ribossonda ao RNAm no interior de cada célula no momento da hibridagdo, sem que o
embrido tenha sua integridade danificada. A acdo do mix de detergentes foi interrompida
lavando-se os embrides duas vezes em PBT durante 5 min a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, os embrides foram refixados em solu¢ao de PFA 4% por 20 min e lavados
trés vezes em PBT por 5 min a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, os embrides
refixados foram incubados em tampao de Pré-Hibridacdo (formamida 50%, SSC 5X pH
4.5, 50 nug/mL de tRNA de levedura, SDS 1% e 50 ug/mL de heparina) durante 2 horas a
70°C. A hibridacdo realizou-se em Tampao de Hibridacdo (tampao de Pré-Hibridacdo
contendo 1ug/mL da ribossonda), durante pelo menos 16 horas a 70°C.

No dia seguinte, os embrides foram lavados por quatro vezes durante 30 min em
Solug¢do X (formamida 50%, SSC 2X pH 4,5 e SDS 1%) pré-aquecida a 70 °C. Apds o
tratamento com Solucdo X, os embrides foram lavados por 10 min em Solug¢dao X 50%
diluida em MABT previamente aquecida a 70 °C. Apds esse periodo os embrides foram
lavados rapidamente por trés vezes em solu¢do tampao MABT (4cido maléico 100mM,

NaCl 150mM, Levamisole 2mM e Tween 20-0,1%, em pH 7,5) a temperatura ambiente.
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Em seguida, os embrides foram lavados duas vezes por 30 min em solug¢do tampao MABT
a temperatura ambiente. Apds essa etapa, os embrides foram pré-bloqueados em reagente
de bloqueio Boehringer Mannhein (BBR) a 2% em tampao MABT durante uma hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, os embrides continuaram a ser pré-bloqueados em
uma soluc@o de alta concentracdo protéica (BBR 2%, soro de ovelha inativado 10% em
tampao MABT). A etapa de pré-bloqueio € importante para bloquear sitios aos quais o
anticorpo pode eventualmente se ligar inespecificamente. Apds o pré-bloqueio os embrides
foram incubados em solucdo contendo 2% de BBR em tampao MABT, 1% de soro de
ovelha inativado e anticorpos anti-DIG conjugados a fosfatase alcalina na titulagdo de
1:2000 durante pelo menos 16 horas a 4 °C. No dia seguinte, os embrides foram lavados em
tampao MABT (oito lavagens de 1 hora) a temperatura ambiente, e por mais pelo menos 16
horas a 4°C para completa elimina¢do de marcagdo inespecifica pela fosfatase alcalina.
Antes de comecar a revelacdo do sinal, os embrides foram lavados quatro vezes por
10 min em solucdo tampao NTMT (NaCl 100mM, Tris 100mM pH 9,5, MgCI2 50mM,
Tween-20 0,1%, Levamisole 2mM) a temperatura ambiente. ApOs essas lavagens, os
embrides foram tratados com Tampao NTMT juntamente ao substrato para fosfatase
alcalina, NBT/BCIP (18.75 mg/mL de NBT, 9.4 mg/mL de BCIP), protegidos da luz, a fim
de detectar a acdo da fosfatase alcalina até a reacdo atingir a intensidade desejada. Para
interromper a reacdo, os embrides foram lavados em PBT 1X, fixados em PFA 4% a 4°C
por pelo menos 20 min. Apds a fixacdo os embrides foram lavados em PBS 1X,
diafanizados em série crescente de glicerol em PBT (25%, 50% e 80%) e armazenados em

glicerol 80%.
4.3.3 Cortes dos embrides em vibrdtomo

Para maior detalhamento do padrdo de expressao, algumas pecas foram incluidas
em gelatina 20%, fixadas em PFA 4% overnight e cortadas em vibratomo (OTS-3000;

Electron Microscopy Sciences) com aproximadamente 50 um de espessura.

4.3.4 Procedimentos para cortes histologicos
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Os MP de embrides de camundongo (TS23) e galinha (HH30) foram dissecados
apos a coleta, fixados overnight em PFA 4%, desidratados e incluidos em parafina. Foram
realizados cortes em micrétomo rotativo (Leica RM2145) com 8 um de espessura, os quais
foram coletados em laminas adesivas (Starfrost). As laminas foram desparafinizadas em
trés banhos de xilol seguidos de uma série etandlica decrescente (100-50%) e lavadas em
PBS. Em seguida deixou-se as laminas em solucido de digestdo (0,5 pL ProteinaseK/mL
PBS) durante trés e seis min para laminas de embrides de galinha e camundongo
respectivamente. Apos, as laminas foram incubadas por 10 min a 37 °C em solucdo de
glicina 0,2% em PBS. Decorrido o tempo de incubagdo, as 1aminas foram refixadas em
PFA 4% por 5 min e lavadas em PBS. Logo apéds, foram adicionados 300 pL de solucdo de
pré-hibridacdo por lamina, as quais foram cobertas com parafilme e colocadas em camara
umida a 65 °C. Posteriormente, adicionou-se a solu¢do de hibridacdo e as laminas foram
deixadas overnight em camara timida a 65 °C. Na manhd seguinte foram realizadas duas
lavagens com tampdo SSC 1x por 15 min a 65 °C e duas lavagens com solugdo X por 15
min a 65 °C. Terminadas as lavagens pés-hibridacdo, as 1dminas foram lavadas trés vezes
com PBT e quatro com MABT, tendo cada lavagem duracdo de 5 min a temperatura
ambiente. Apds as vdrias lavagens com MABT, as laminas foram incubadas com
BBR/MABT 2% por uma hora. A imunodetec¢do foi realizada no escuro, em camara imida
overnight com anticorpo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina diluido 1:2000 na
solucio BBR/MABT 5%. Na manha seguinte as laminas foram lavadas quatro vezes em
MABT, duas vezes em NTMT e s6 entdo foram incubadas no escuro com solucdo de
revelagdo (2,5 pL NBT/BCIP por mL de NTMT). A coloracao surgiu dentro de dois ou trés
dias e foi interrompida através de lavagens das laminas em PBS 1x e posterior fixa¢do em
PFA 4% por 10 min. Apds o término da coloragdo, as laminas foram montadas com

laminulas em meio de montagem e/ou glicerol 80%, analisadas e fotografadas.

4.3.5 Andlise dos Embrioes — Identificacdo do padrdo de expressdo

A anélise dos embrides inteiros foi realizada em lupa estereoscopica Olympus SZX7

N

visando a identificacdo das estruturas/tecidos que apresentam transcritos para os genes
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analisados. O registro fotografico foi realizado através do software Image-Pro Plus 6,
posicionando os embrides inteiros com o lado direito voltado para cima. A andlise das
laminas foi realizada junto ao fotomicroscépio Nikon Eclipse E800. As fotomicrografias
foram organizadas em pranchas para facilitar a compreensdo dos padrdes de expressao dos

genes analisados.
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5. Resultados

Durante este projeto de mestrado foram realizadas hibridagdes in situ de embrides
inteiros, bem como em cortes histologicos, visando estabelecer o padrao de expressao dos
genes Dpr, como um pré-requisito para estudos futuros visando elucidar o papel

desempenhado por esses genes durante o desenvolvimento nestes organismos.

5.1 Andlise do padrdo de expressdo dos genes Dpr durante a ontogénese de embrides de

camundongo

Ensaios de HIS foram realizados ao longo da ontogénese de embrides de
camundongo com a finalidade de estabelecer temporal e espacialmente o padrdo de
expressao dos genes Dpr. Uma vez que a expressao de todos os trés genes Dpr ja havia sido
estabelecida para embrides de camundongo jovens (Hunter et al. 2005, Fisher et al. 2006 e
Su et al., 2007), decidimos trabalhar com estddios mais avancados do desenvolvimento:
TS19 a TS22 (Figura 10). A seguir, serd feita uma descricdo geral do padrdao de expressao
dos trés genes Dpr com base em nossos ensaios de HIS em embrides inteiros. Note,
contudo, que outros sitios de expressao, em adi¢do aos mencionados abaixo, podem existir.
Uma descri¢dio mais aprofundada ird requerer, futuramente, o corte em vibratomo dos
espécimes estudados.

A sonda especifica para o gene Dprl detectou forte expressdo em todo o embrido
durante o estddio TS19, sendo os sitios de expressao mais evidentes o encéfalo e medula
espinhal em desenvolvimento, os somitos, os brotos dos membros e o broto da cauda (Fig.
10 A). No estddio subsequente (TS20) a expressdo ja ndo € tdo forte quanto no estddio
anterior. No entanto, pode ser observada na por¢do hipaxial dos somitos caudais, no
encéfalo, nos brotos dos membros, cauda e tubérculo genital (ndo mostrado) (Fig. 10 D).
Em embrides TS21, a expressdo de Dprl € evidente nos somitos da cauda, no tubérculo
genital, nos membros, no focinho e na hérnia umbilical fisioldgica (Fig. 10 G). Embrides
TS22 possuem expressio de Dprl nos membros, encéfalo, cauda, hérnia umbilical

fisioldgica e no focinho (Fig. 10 J).
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Transcritos Dpr2 foram identificados nos somitos, encéfalo, mesénquima dos
membros e broto da cauda durante o estddio TS19 (Fig. 10 B). No estddio subsequente
(TS20) a expressao de Dpr2 é observada fracamente nos somitos da cauda, nos membros,
no focinho e na hérnia umbilical fisiolégica (Fig. 10 E). Transcritos Dpr2 podem ser
observados nos membros, focinho, hérnia umbilical fisioldgica, tubérculo genital e somitos
da cauda durante o estadio TS21 (Fig. 10 H). Embrides TS22 possuem expressao de Dpr2
nos membros, focinho, hérnia umbilical fisioldgica e tubérculo genital (ndo mostrado) (Fig.
10 K).

A sonda especifica para Dpr3 identificou transcritos na por¢ao hipaxial dos somitos,
encéfalo, brotos dos membros e broto da cauda durante o estddio TS19 (Fig. 10 C). No
estadio subsequente (TS20) Dpr3 pode ser observado nos membros, tubérculo genital e, de
maneira menos intensa, no focinho (Fig. 10 F). Embrides TS21 possuem transcritos Dpr3
nos membros, somitos caudais, tubérculo genital e focinho (Fig. 10 I). Durante o estddio
seguinte (TS22), a expressdo de Dpr3 € vista nos membros, somitos caudais, hérnia
umbilical fisioldgica, tubérculo genital, encéfalo, focinho e pavilhao auditivo (Fig. 10 L).

O controle negativo desses experimentos foi realizado com sonda senso para cada
gene, que ndo produziu sinal detectdvel. Devido a expressdo dinadmica e amplamente
distribuida dos trés genes Dpr durante o desenvolvimento embrionario de camundongo,
optamos por investigar, com maior nivel de detalhes, a expressdao dos genes Dpr apenas

durante a ontog€nese dos membros.

5.2 Andlise do padrado de expressdo dos genes Dpr durante a ontogénese dos membros

5.2.1 Embrioes de camundongo

Como as andlises feitas por WISH mostraram que os membros constituiam um
importante local de expressdo dos genes Dpr e, considerando o fato de ndo haver, até o
momento, descricdo do padrio de expressdo de tais genes durante a formagdo e o
desenvolvimento dos membros de vertebrados, optamos por estudar, com maior nivel de
detalhes, a expressdo dos genes Dpr nos membros de embrides de camundongo nos

estadios TS18 a TS23 (Figura 11).
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Figura 10: Expressdo de genes Dpr durante o desenvolvimento embrionario de camundongo nos estadios
TS19 a TS22. (A, D, G e J: sonda especifica para Dprl), (B, E, H e K: sonda especifica para Dpr2) (C,F,1e
L: sonda especifica para Dpr3). A expressio dos genes Dpr é amplamente distribuida no estddio inicial
analisado (TS19) e termina concentrada nos membros, focinho, tubérculo genital, hérnia umbilical fisiolégica
e extremidade da cauda. Os respectivos estadios de cada embrifo se encontram ao lado esquerdo da figura. O

ventre estd posicionado para cima e a parte distal de cada embrifo se encontra do lado direito.
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Dprl
No estddio TS18 a expressdo de Dprl apresenta-se forte no mesénquima proximal

do membro (Fig. 11 A, A"). No préximo estadio (TS19), a expressdo se mantém forte no
mesénquima proximal e alcanga o mesénquima medial sendo praticamente ausente na
extremidade distal dos membros (Fig. 11 D, D). Transcritos flanqueando as condensagdes
cartilaginosas podem ser vistos no autopode dos membros de embrides no estadio (TS20)
(Fig. 11 G, G"). Durante o estddio seguinte (TS21), pode-se observar expressao no
zeugopode e autépode em desenvolvimento. Neste ultimo, a expressdo se da na regido de
formacdo dos ossos metacarpais, ao redor das dreas de formacgdo dos digitos e nos locais de
desenvolvimento das articulagdes metacarpo/metatarso falangeanas (Fig. 11 J, J°). No
estadio seguinte (TS22), a expressao concentra-se no mesénquima do autépode (Fig. 11 M,
M"). No ultimo estddio analisado (TS23), a expressdao é bem delimitada no autépode: ao
redor das articulagdes metacarpo/metatarso falangeanas e iniciando na articulagdo

interfalangeana (Fig. 11 P, P").

Dpr2
Membros de embrides TS18 possuem forte expressdo de Dpr2 no mesénquima

proximal e medial (Fig. 11 B, B"). No préximo estadio (TS19) a expressdo se mantém no
mesénquima proximal e medial, porém, evita a parte distal (Fig. 11 E, E"). Transcritos
Dpr2 sdo observados no estilopode, zeugdpode e raios digitais nos membros de embrides
TS20 (Fig. 11. H, H"). No estddio seguinte (TS21), os membros possuem forte expressao
no estilépode, zeugépode e autépode, neste dltimo mais especificamente na regido de
formacdo dos ossos metacarpais (Fig. 11 K, K"). No préximo estddio (TS22) hd forte
expressdao no autépode, mais especificamente na regido de desenvolvimento dos 0ssos
metacarpais e metatarsais (Fig. 11 N, N°). Embrides no ultimo estddio analisado (TS23)
apresentam forte expressao de Dpr2 no autépode, no entanto, ao contrdrio da marcagao

bem delimitada observada para Dprl a marcagdo de Dpr2 é bastante difusa (Fig. 11 Q, Q).

Dpr3
A sonda especifica para Dpr3 identificou transcritos em todo o mesénquima do

membro (proximal, medial e distal) de embrides TS18 e TS19 (Fig. 11 C, C', F, F)).

Membros de embrides TS20 possuem marcacdo em seus trés compartimentos: estilépode,
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zeugépode e autopode sendo que, neste ultimo, a expressdo se da nos raios digitais (dreas
de condensaciao do mesénquima para formagao dos digitos) (Fig. 11 1, I'). Transcritos Dpr3
sdo observados no autépode, ao redor das condensacdes de cartilagem durante o estadio
TS21 (Fig. 11 L, L*). Somente neste estadio, transcritos Dpr3 foram encontrados nas
regides de desenvolvimento das articulacbes metatarsofalangeanas. Embrides TS22
possuem fraca expressao no autopode que se concentra na regido de formacdo dos o0ssos
metacarpais e metatarsais (Fig. 11 O, O"). No udltimo estddio analisado (TS23), ha forte
expressao no autépode dos MA e MP. Neste estadio, para os MP, € possivel ver expressao
de Dpr3 ao redor das condensagdes cartilaginosas que dardo origem aos elementos Gsseos

dos digitos (Fig. 11 R, R").
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Figura 11: Padrao de expressio dos genes Dpr em MA e MP de camundongo nos estadios TS18 a TS23.
Nos primeiros estddios do desenvolvimento a expressdo estd localizada principalmente no mesénquima dos
membros. Na medida em que os membros se desenvolvem, possuem expressdo principalmente nas
articulagdes Mcf, Mtf e Al (Dprl) e ao redor dos digitos em desenvolvimento (Dpr3). Vista dorsal, a parte
distal dos membros estd posicionada a direita de cada painel. Cc: condensacdes cartilaginosas, Al:

articulagdes interfalangeanas, Mtf: metatarsofalangeanas, Mcf: metacarpofalangeanas.
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Ensaios de HIS em cortes de parafina foram realizados em MP de embrides de
camundongo no estaddio TS23 para elucidar a expressdo dos genes Dprl e Dpr3 no contexto
do desenvolvimento das articulagdes e digitos respectivamente (Figura 12). Como
resultado, foi possivel observar que, neste estidio, os genes Dpr possuem padrdes de
expressdo distintos. Transcritos Dprl sdo vistos nas articulacdes metatarsofalangeanas e
interfalangeanas (Fig. 12 A, a). Dpr3 possui expressao ao redor das regides de condensagao

de cartilagem hialina e ao redor dos elementos cartilaginosos do tarso (Fig. 12 B, b).

Dapperl
Dapper3

o de o v

R S

Figura 12: Padrao de expressdo dos genes Dpr em MP de camundongo no estadio TS23. HIS em cortes
longitudinais de parafina (A, B) e seus respectivos detalhes (a, b). As imagens ampliadas estdo emolduradas
em preto na imagem original. Expressdo de Dprl pode ser vista no autépode (A), nas Mtfs (seta vermelha) e
Al (seta azul) (a). Marcagdo para Dpr3 € detectada ao redor dos elementos cartilaginosos do tarso e dos raios
digitais (cabega de seta) (B,b).

Além disso, analisamos o padrdo de expressdo de vdrios marcadores moleculares
para diferentes tecidos/estruturas dos membros de embrides de camundongo no estddio
TS23 para elucidar o padrdo de expressdo dos genes Dpr. Os marcadores utilizados foram
Miogenina (Myog), marcador para musculo; Gdf5, marcador para articulacio e Sox9,
marcador para células condroprogenitoras. Como resultado (Figura 13), observamos que
transcritos Gdf5 sdo expressos nas articulagdes metatarsofalangeanas (Mtf) e entre as
falanges proximal (FP) e medial (FM) (Fig. 13 A, a). Expressdo de Sox9 € vista nos locais
de ossificagdo endocondral do membro (Fig. 13 C, c¢) e, transcritos Myog encontram-se nos
musculos interésseos e lumbricais (Fig 13 B, b). A comparagdo do padrao de expressao de
Dprl com tais marcadores deixa claro que ha sobreposi¢do parcial com Gdf5, o qual possui
um papel chave durante a diferenciacdo de condrdcitos e formagdo de articulacdes (Merino

et al., 1999). No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo com o padrdo de
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Myog. Por outro lado, o local de expressdo de Sox9 no nucleo cartilaginoso dos digitos em
formagdo parece situar-se internamente ao dominio de expressdo Dprl, que parece ser
expresso nas articulagdes (Fig. 13 D, d).

Em conjunto, estes dados sugerem um possivel envolvimento de Dprl na formacao
de articulacdes embora nio possa ser excluida a sua participagdo na formacdo de outras
estruturas/tecidos dos membros. Portanto, andlises adicionais serdo necessdrias para que
possam ser feitas conclusdes sobre o papel exato de Dprl no desenvolvimento dos

membros de camundongo.

Figura 13: Comparacao do padrao de expressao de Dprl com Gdf5, Sox9 e Myog em MP de embriao

camundongo no estadio TS23. WISH com vista dorsal (A, B, C e D), a parte distal dos membros esta
posicionada a direita. HIS em cortes transversais de parafina (a, b, c) e corte transversal em vibratomo (d). Os
planos de corte estdo indicados por linhas brancas pontilhadas na figura original. A,a: o sinal Gdf5 pode ser
visto nas articulacdes Mtfs e Al. B,b: Myog é expresso nos musculos interésseos (IT) e lumbricais (L) C,c:
transcritos Sox9 sdo vistos nos locais de ossificagdo endocondral e nicleo cartilaginoso do digito. D,d: a

expressdo de Dprl é forte na regido dos metatarsos e ao redor das Al e Mtfs.

5.2.2 Embrioes de galinha
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Ensaios de HIS foram realizados ao longo da ontogénese dos membros em embrides
de galinha nos estddios HH24 a HH34 para determinar temporal e espacialmente o padrao
de expressao dos genes Dprl e Dpr2 (Figura 14).

No estadio HH24, a expressao de Dprl € forte no mesénquima central do broto do
membro, o qual ird sofrer condensacao para formar os elementos esqueléticos do membro
(Fig. 14 A, A"). Nos membros de embrides no estdidio HH25 a expressdao de Dprl se
expande distalmente alcancando o autépode (Fig. 14 D, D). No préximo estadio (HH28), a
expressdo de Dprl pode ser vista no tecido conjuntivo ao redor das condensagdes
condrogénicas nos trés compartimentos do membro, provavelmente em um dominio que
inclui as células do pericondrio (Fig. 14 G, G*). Membros de embrides HH30 possuem
transcritos Dprl no pericondrio, ao redor dos digitos e nas articulagdes do carpo e tarso
(Fig. 14 J, J°). No estddio HH32, os membros possuem transcritos Dprl localizados
principalmente nas articula¢oes (Fig. 14 M, M"). Finalmente, em HH34 Dprl é expresso no
autopode: na regido dos metacarpos, metatarsos e das articulagdes interfalangeanas (Fig. 14
P, P*).

MA de embrides no estdidio HH24 mostram expressdao de Dpr2 nos locais de
condensacdo do mesénquima do membro que irdo formar os elementos esqueléticos do
zeugépode e autdpode, enquanto nos MP o dominio de expressdao deste gene assume a
forma de gancho o qual pré-figura o esqueleto do estilépode, zeugdpode e autépode (Fig.
14 B, B"). No estddio HH25, os transcritos Dpr2 concentram-se nos elementos pré-
cartilaginosos em forma de gancho mencionado anteriormente. Além disso, no autépode
podem ser vistas as condensacdes para formacao dos ossos metacarpais III, IV e V (Fig. 14
E, E*). Anterior ao metacarpo III, outro dominio de expressdo pode ser observado na regidao
presuntiva precursora dos metacarpos I e II conforme previamente descrito para Sox9
(Koyama et al., 1995). Expressdo fraca de transcritos Dpr2 pode ser vista ao redor dos
elementos dsseos do zeugdpode (rddio/ulna e fibula/tibia) no estddio HH28. Proeminente
expressdo de Dpr2 € vista nas regides que englobam a regido precursora dos 0ssSos
metacarpos I e II, assim como na extremidade dos digitos III, IV e V (Fig. 14 H, H").
Interessantemente, essa expressdo localiza-se nos locais de condensa¢do do mesénquima

para formacdo dos primérdios digitos vestigiais [ e V de aves. De acordo com Welten et al.,
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(2005) estes digitos ndo chegam a atingir o estiddio de pré-cartilagem, o que resulta no
padrdo tipico dos digitos encontrados nos autépodes de aves, nos quais os digitos I e V
estdo ausentes nas asas e o digito V ndo é formado nos pés. Distribuicdo intensa de
transcritos nas articulacdes interfalangeanas e também na extremidade dos digitos € vista no
estddio HH30 (Fig. 14 K, K"). Ainda neste estddio € evidente a expressdo de Dpr2 nos
locais de desenvolvimento dos digitos vestigiais [ e V no MA e V no MP. Este padrdo de
expressdo se assemelha aquele descrito por Welten et al., (2005) para Sox9. Nos ultimos
estadios analisados (HH32 e 34), chama atencdo a presenca marcante de transcritos Dpr2
nas regides de articulacdo interfalangeana e na extremidade dos digitos (Fig. 14 N, N°, Q,
Q).

Ap6s criteriosa andlise dos resultados descritos acima suspeitamos que o padrao de
expressdo de Dprl e Dpr2 nos membros de embrides de galinha nos estddios HH24 a
HH34 estivesse relacionado com o desenvolvimento de estruturas cartilaginosas do
membro. Visto que Sox9 é um marcador estritamente relacionado com o desenvolvimento
de cartilagem, realizamos HIS para o marcador Sox9 nos mesmos estddios que haviam sido
realizadas para Dprl e 2 e comparamos os resultados.

O padrao de expressao de Sox9 nos membros de galinha progride de uma maneira
segmentada e estd estritamente relacionado com o mesénquima pré-condrogénico. No
primeiro estddio analisado (HH24), transcritos Sox9 sdo encontrados em trés dominios
distintos no MP: dois destes sdao longitudinais e marcam a posi¢do das cartilagens do
zeugopode, precursoras da tibia (T) e fibula (Fb), enquanto o terceiro dominio em forma de
arco, o arco digital (Ad) marca a posi¢do das cartilagens do autépode, que irdo gerar os
ossos dos pés de galinha. Para 0 MA apenas os dominios de expressao longitudinais podem
ser vistos, que correspondem aos elementos precursores do radio (R) e da ulna (Ul) (Fig. 14
C*, C). Durante o proximo estadio analisado (HH25), continuamos observando, no MP, o
dominio de expressdo do estilopode e o dominio digital, no entanto, estes estdo mais
desenvolvidos e o dominio digital deixou de ser uma faixa continua. Para o MA
observamos um dominio de expressdao com forma de Y com um arco incompleto em sua
extremidade (Fig. 14 F, F). Para membros de embrides no estddio HH28 ¢ possivel

identificar o dominio digital como zonas incontinuas de grande expressao (Fig. 14 I, I').
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Presenca de transcritos apenas na extremidade dos digitos e nas regides de articulagdo dos
membros sdo caracteristicas dos estddios HH30 e HH32 (Fig. 14 L, L°, O, O"). Finalmente,
no ultimo estddio analisado, a expressdo de Sox9 é bastante evidente na extremidade dos
digitos e regides de articulagdo (R, R").
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Figura 14: Padrao de expressao dos genes Dprl e Dpr2 em membros de embrides de galinha nos estadios
HH24 a HH34. Vista dorsal, a parte distal dos membros estd posicionada a direita. As sondas utilizadas estdo
indicadas no topo da figura e os respectivos estddios estdo indicados a esquerda. Abreviacdes: Mc: metacarpo,
Mtf: metatarsofalangeana, Al: articulago interfalangeana, Um: dimero, R: rddio, Ul: ulna, Ad: arco digital, T:

tibia, Fb: fibula, F: fémur.

Os dominios de expressdo de Dprl e Dpr2 possuem similaridade com os de Sox9,
com destaque para a extremidade dos digitos e as regides de formagao de articulagdo. HIS
em cortes de parafina foram realizadas em MP de embrides de galinha no estidio HH30
para confirmar o padrdo de expressdo de Dprl e compara-lo com os marcadores Sox9 e Scx
(Figura 15). Como resultado, observamos que Dprl é expresso ao redor das regides de
condensacdo de cartilagem hialina (pericondrio) e ao redor dos tenddes flexores em
desenvolvimento (Fig. 15 A, a, a’). Nenhuma expressdao de Dprl pode ser vista nas regides
de cartilagem hialina, ao contrdrio do que € observado para Sox9 que se expressa no nuicleo
cartilaginoso dos digitos em formacdo (Fig. 15 B, b). A sonda especifica para Scx
identificou transcritos nos tenddes flexores e extensores do membro (Fig. 15 C).

Estes dados sugerem um possivel envolvimento de Dprl na formagdo de

articulacdes e tenddes embora ndo possa ser excluida a sua participacdo na formacdo de
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outras estruturas/tecidos dos membros. Portanto, anélises adicionais serdo necessdrias para
que possam ser feitas conclusdes sobre o papel exato de Dprl no desenvolvimento dos
membros de galinha. A HIS em corte de parafina para Dpr2 ndo mostrou resultados que

permitissem comparag¢do com os resultados descritos abaixo.

Dprl

Sox9

Figura 15: Comparacio do padrio de expressao de Dprl com Sox9 e Scx em MP de embriao de galinha
no estadio HH30. WISH com vista dorsal, a parte distal dos membros estd posicionada a direita de cada
painel (A, B). ISH em cortes transversais de parafina (a, a’, b e C). Os planos de corte estdo indicados por
linhas brancas pontilhadas na figura original. A, a, a': transcritos Dprl estdo localizados ao redor das Cc, ao
redor dos tenddes flexores relacionados aos digitos 2 (T2), 3 (T3) e quatro (T4), no tenddo extensor
relacionado ao digito 3 (F3), ao redor dos tenddes extensores e flexores e nas Mtf. B: a expressdo de Sox9 é
vista nas Mtf e no blastema dos digitos. C: transcritos Scx sdo vistos nos tenddes extensores e flexores. As

sondas utilizadas estéo indicadas no topo da figura.

Os primers confeccionados para a producdo de sonda especifica para os genes
Wntl4 de camundongo e galinha e Scx de camundongo ndo sdo especificos e,
consequentemente ndo amplificaram o fragmento durante a primeira PCR. Devido a falta
de tempo hdébil, ndo foi possivel estabelecer comparagdo entre a expressdao dos genes Dpr

com estes marcadores.
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6. Discussao

4.1 Os genes Dpr sdo expressos em tecidos/estruturas onde ocorre intensa sinalizagdo Wnt

e TGF-

O desenvolvimento embriondrio é controlado por uma série de processos basicos,
que incluem a regulacdo do crescimento, da polaridade celular, das taxas de apoptose e da
diferenciacdo celular. Os processos do desenvolvimento necessitam de uma interacdo
reciproca entre epitélio e o mesénquima adjacente. Tal interagdo € frequentemente mediada
pelas vias de sinalizacdio Wnt, Fgf e TGF-f. Perturbagcdes nestes processos causam
anomalias no desenvolvimento embriondrio. Parte destas anomalias é ocasionada por falhas
no cross-talk (conversa cruzada) entre as principais vias de sinalizacdo (Miyagawa et al.,
2009). Até o momento, ndo entendemos com clareza o funcionamento do cross-talk entre
as vias de sinalizacdo durante o desenvolvimento embriondrio.

As proteinas Dpr foram identificadas como moduladores das vias de sinalizagdo
Wnt e TGF-B. Neste contexto, ainda ndo hd consenso sobre a modulagdo positiva ou
negativa de Dprl e Dpr3 durante a sinalizacdio Wnt. Com relacdo a Dpr2, sabemos que este
regula positivamente a sinalizagdo Wnt ndo candnica e negativamente a sinalizacdo TGF-f3
(Brott e Sokol, 2005a). Apesar de sua importancia para o desenvolvimento embrionério dos
vertebrados e para a manutencdo da homeostase na vida pds-natal, pouco se sabe sobre o
padrao de expressdo e a importancia dos genes da familia Dpr durante a ontogé€nese tardia
de embrides de camundongo e sobre o padrdo de expressdo dos genes Dpr durante o
desenvolvimento dos membros em embrides de galinha e camundongo. Com o intuito de
contribuir para o entendimento do papel bioldgico dos genes Dpr durante os processos do
desenvolvimento, nossa abordagem foi estabelecer os dominios chave de expressao de tais
genes ao longo do desenvolvimento embriondrio tardio de camundongo e ao longo da
ontogénese dos membros em embrides de camundongo e galinha.

Como resultado, encontramos sobreposi¢cdo dos dominios de expressdo para o0s
genes Dpr durante a ontogénese de embrides de camundongo nos estddios analisados.
Nossos experimentos revelaram seis dominios-chave de expressdo desses genes durante a

embriogénese: somitos, tubérculo genital, membros, focinho, encéfalo e hérnia umbilical
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fisiolégica. Nos somitos, a expressdo € mantida apenas caudalmente a medida que os
embrides se desenvolvem. Tendo em vista que os genes Dpr tiveram origem comum a
partir de um unico gene ancestral antes dos dois eventos de duplicacdo gendmica completos
ocorridos na linhagem dos vertebrados (Alvares et al., 2009), é possivel que Dprl, Dpr2 e
Dpr3 de camundongo possuam, também, fungdes moleculares comuns durante o
desenvolvimento embriondrio de camundongo, e por isso, compartilhem os mesmos locais
de expressao.

Os dominios de expressao dos genes Dpr em embrides de camundongo sdo sitios
conhecidos de sinalizacdo Wnt e TGF-f. Por exemplo, a sinalizacio Wnt é responsével
pelo controle da segmentacdo e padronizacdo dos somitos (Bryson-Richardson e Currie,
2008; Buckingham e Montarras, 2008; Ozbudak e Pourquie, 2008). Ademais, os sinais Wnt
sdo importantes para o desenvolvimento dos membros (Towers et al., 2009). Igualmente, a
sinalizacdo Wnt/B-cat desempenha papel chave na formacao do tubérculo genital induzindo
fatores multiplos como Fgf-8 o qual também € expresso nos membros. De maneira
semelhante, sinais TGF-f sdo cruciais para o desenvolvimento dos musculos derivados dos
somitos, sendo a miostatina um dos membros mais estudados desta familia, devido ao seu
papel no controle do crescimento dos musculos esqueléticos (McPherron et al. 1997). No
contexto dos membros, as proteinas TGF-fs, as activinas e as BMPs, todos componentes da
superfamilia TGF-f, sdo expressos em multiplos estdgios do desenvolvimento do membro,
coordenando o processo de condrogénese, a especificacdo dos digitos e o desenvolvimento
dos tenddes (Kawakami et al., 2006). Finalmente, durante o desenvolvimento genital, o
fator inibitério Mulleriano que € também uma proteina TFG-B, estd envolvido na
determinac¢do sexual em mamiferos (Gilbert, 2003).

O tubérculo genital e os membros exibem similaridades em seu desenvolvimento,
ambos passam por crescimento intenso antes da diferencia¢do de seus tecidos e, com isso,
sdo estruturas representativas adequadas para analisar interacdoes entre as vias de
sinalizacdo (Miyagawa et al., 2009). Outra similaridade estd no fato de que tanto nos
membros como no tubérculo genital encontramos expressao de Sox9. Nos membros, Sox9
estd diretamente relacionado com condrogénese, e no tubérculo genital, com a

determinacdo sexual (Laudet et al., 1993; Pevny e Lovell-Badge, 1997; Southard-Smith et
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al., 1998; Lefebvre et al., 1998). Até o momento, nenhum trabalho havia mencionado o
envolvimento dos genes Dpr no desenvolvimento do tubérculo genital. Novas abordagens
serdo necessdrias para detalhar o padrao de expressao nessa estrutura e esclarecer a funcao
dos genes Dpr no contexto do desenvolvimento da genitdlia externa em camundongos.

Transcritos Dprl concentram-se nos somitos, na cauda, nos membros, focinho,
tubérculo genital e hérnia umbilical fisioldgica. Suriben er al, (2009) observou
malformacdes gastrointestinais, genitais e encurtamento na cauda em camundongos
nocautes para Dprl e sugeriu que tais anomalias sdo devidas a falhas nos movimentos
morfogenéticos durante o desenvolvimento da linha primitiva em embrides jovens.
Interessantemente, no trabalho mencionado acima, ndo foram encontradas anomalias
durante o desenvolvimento da face nos animais mutantes para Dprl, o que seria esperado
frente a nossos resultados que apresentam forte expressdo de transcritos Dprl durante o
desenvolvimento do focinho em embrides de camundongo. Uma explicagdo provavel para
este fato € a redundancia genética dos genes Dpr que, conforme descrevemos sdo todos
expressos durante o desenvolvimento do focinho, em sitios de expressdo que se sobrepdem
completamente. A funcdo exata destes transcritos permanece por ser elucidada, talvez
quando mutantes duplo ou triplos para os genes mDpr sejam desenvolvidos.

Ao contririo do observado para camundongos nocautes para o gene Dprl que
possuem defeitos congénitos severos € morrem logo apds o nascimento, camundongos
nocautes para Dpr2 desenvolvem-se normalmente e chegam a vida adulta sem nenhum
defeito morfolégico e comportamental. A tUnica caracteristica diferente apresentada por
esses animais € possuir reepitelizacdo acelerada durante ferimentos cutineos como
resultado da resposta exacerbada dos queratindcitos a estimulagdo TGF-f (Meng et al.,
2008). De maneira semelhante ao exposto acima, nés podemos postular que a semelhanca
no padrdo de expressdo dos trés genes Dpr durante o desenvolvimento tenha possibilitado
que Dprl e Dpr3 efetuassem um mecanismo compensatorio durante a auséncia de Dpr2 e,
em razdo disso, malformacdes ndo estejam presentes em camundongos nocautes para o
gene Dpr2.

Durante nossos experimentos observamos que Dpr3 € expresso nos somitos,

focinho, encéfalo, tubérculo genital, hérnia umbilical fisiol6gica e membros. Dentre os trés
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membros da familia Dpr, este é o gene que possui menor descricdo de seu padrdo de
expressdo e menor quantidade de dados na literatura. Sendo assim, nosso trabalho
contribuiu para ampliar o conhecimento sobre os dominios de expressio do gene Dpr3,
tanto no contexto do desenvolvimento embriondrio geral como no desenvolvimento dos
membros. Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que ocorre sobreposi¢cao dos
dominios-chave de expressdao para os genes Dpr nos estddios embriondrios analisados
(TS19 a TS22), o que sugere que os mesmos compartilhem fungdes durante a transdugao de

sinais.

4.2 Os genes Dpr parecem atuar na especificacdo condrogénica, no desenvolvimento dos

elementos cartilaginosos, na formacao de tenddes e articulacdes

Nos ultimos anos, progressos significativos tém sido conquistados e estdo
contribuindo para o entendimento da rede molecular que regula o desenvolvimento dos
membros (Capdevila e Belmonte, 2001; Chen et al., 2004; Kmita et al., 2005; Yamaguchi
et al., 1999; Yang et al., 2006; Zhu et al., 2008). Inesperadamente, ao comparar o padrido
de expressdo dos genes Dpr durante a ontogénese dos membros em embrides de
camundongo e galinha € possivel notar que aves e mamiferos apresentam diferencas
significativas nos seus dominios de expressdo Dpr. Tal fato sugere que algumas das
funcdes dos genes Dpr tenham divergido durante a evolucao no contexto da ontogénese dos
membros. Apenas nos estddios mais tardios do desenvolvimento (HH32-34 e TS23), é
possivel encontrar semelhangas entre o gene Dprl de camundongo e os genes Dprs de
galinha, os quais compartilham expressio nas articulaces falangeanas e
metacarpo/metatarso falangeanas.

Os genes Dpr, durante o desenvolvimento dos membros em embrides de galinha,
parecem ter expressdo relacionada ao desenvolvimento dos moldes de cartilagem, tenddes e
articulacdes. O desenvolvimento do esqueleto apendicular segue uma sequéncia altamente
regulada de eventos que iniciam com a condensagdo de células precursoras esqueléticas e
sua subsequente diferenciacdo em condrocitos (Kornak e Mundlos, 2003). A condrogénese,

um processo obrigatdrio na formac¢do endocondral do osso, tem inicio com o recrutamento
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de células condrogénicas mesenquimais para condensacdo, seguida pela diferenciacdo
destas em condrdcitos, que irdo produzir proteinas da matriz extracelular cartilagem-
especifica (MEC), incluindo coldgeno tipo Il e o proteoglicano agrecan (Akiyama et al.
2002; Akiyama et al. 2004). Durante a formacdo dos elementos cartilaginosos do esqueleto,
Dprl parece ser expresso principalmente no pericondrio, ou seja, ao redor dos agregados de
condrdcitos durante o desenvolvimento dos membros em embrides de galinha. Estas células
tétm sido descritas como sendo responsdveis por sinalizarem para os condrdcitos
subjacentes e receberem sinais provenientes dos mesmos. Este mecanismo de inducdo
reciproca permitiria definir com precisdo que células irdo formar condrécitos ou
osteoblastos (Kronenberg, 2007). Em contraste, Dpr2 € expresso nas fases iniciais da
condrogénese, em células mesodérmicas precursoras comecam a se agregar para formar os
moldes de cartilagem. Interessantemente, em galinha o gene Dpr2 parece ser um marcador
para células condrogénicas tdo ou mais precoce do que Sox9. Este fator transcricional
regula diretamente o gene do coldgeno tipo II (Col2al), a principal proteina presente na
matrix extracelular de cartilagem, sendo considerado um dos marcadores mais precoces de
conversdo das células mesodérmicas do botdo do membro ao destino condrogénico (Bell et
al., 1997).

Os tenddes, assim como a cartilagem presente no membro, sdo estruturas derivadas
da placa mesodérmica lateral (Kardon, 1998). Apesar de possuirem origens embriondrias
distintas, a morfogénese dos musculos e tenddes ocorre em estreita associacdo. A
morfogénese dos tenddes é o aspecto menos entendido do desenvolvimento musculo-
esquelético (Kardon, 1998). Até o momento, poucas proteinas foram relacionadas com o
desenvolvimento de tenddo em vertebrados: Scx, Mohawk (Mkx) e, recentemente, o0s
fatores de transcricdo EGR (Lejard et al., 2010). Nossos resultados indicam que Dprl pode
ser um novo marcador para desenvolvimento embriondrio de tendao.

O desenvolvimento das articulagdes sinoviais € foco de intensa pesquisa devido ao
fato de que estas sdo essenciais para a funcao do esqueleto e qualidade de vida (Kayoama et
al., 2007). A primeira evidéncia clara do desenvolvimento das articulacdes € o
aparecimento da interzona (Holder, 1977). A interzona consiste de células mesenquimais

achatadas fortemente associadas que provéem uma demarcacdo clara dos elementos

62



cartilaginosos adjacentes. E evidente a marcacio dos genes Dprs de galinha e de Dprl de
camundongo nas regides de interzona que, posteriormente, dardo origem as articulacdes
metatarsais e interfalangeais. Estes resultados sugerem um papel especifico dos genes Dpr
durante o desenvolvimento das articulagdes em galinha e camundongo. Além dos genes
Dpr, a via de sinalizagdo Wnt e as moléculas BMP t€m sido relacionadas com a ontogénese
das articulacdes sinoviais (Hartmann e Tabin, 2001; Wolfman et al., 1997).

Interessantemente, encontramos evidente expressdao do gene Dpr2 nos territorios de
desenvolvimento dos primérdios dos digitos vestigiais do MA e MP de galinha. Frente a
isso, além deste gene estar envolvido com a morfogénese de elementos do membro
(cartilagem e articulacdes), acreditamos que Dpr2 possa estar envolvido com a
padronizacao dos digitos nos membros de embrides de galinha.

Os resultados das HIS para membros de embrides de camundongo mostram que o0s
trés genes Dpr possuem padrdes de expressdo distintos durante o desenvolvimento dos
membros. Dprl parece estar relacionado com o desenvolvimento de articulagdes enquanto
que Dpr2 possui expressdao difusa nos trés compartimentos (estilépode, zeugdpode e
autépode) ao longo do desenvolvimento do membro. Dpr3, assim como Dpr2, também
possui expressao difusa, entretanto, durante o Ultimo estddio analisado, transcritos Dpr3
parecem estar relacionados com o desenvolvimento dos digitos nos MP.

Apesar de MA e MP dos vertebrados serem estruturas homologas, sua morfologia é
distinta, o que sugere que diferentes mecanismos estejam associados ao desenvolvimento
de cada tipo de membro para proporcionar sua identidade. Os mecanismos de sinalizacao
que proporcionam a morfologia membro-especifica ainda permanecem desconhecidos
(DeLaurier et al., 2006). Os genes Dpr possuem expressdao semelhante, porém nao idéntica
nos MA e MP no decorrer de todos os estddios analisados principalmente em galinha. Este
fato sugere uma atuacdo dos genes Dpr que leva em conta a identidade do membro e nao
somente da espécie. Estudos futuros serdo necessdrios para elucidar os mecanismos que
controlam a expressdo destes genes em diferentes espécies ou em diferentes dominios de

expressao.
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7. Conclusao

Este trabalho determinou detalhadamente a expressao temporal e espacial de todos
os genes da familia Dpr em galinha e camundongo durante o desenvolvimento dos
membros. Além disso, fornecemos a base para uma anélise mais profunda sobre o papel
dos genes Dpr durante o desenvolvimento dos membros e condrogénese. Em todos os
estddios analisados, nossos dados sugerem que os genes Dprs contribuem para o
desenvolvimento dos membros em embrides de camundongo e galinha, porém, ensaios
futuros serdo necessdrios para identificar especificamente os tipos celulares em que hd

expressdo dos genes Dpr.

Este trabalho permite as seguintes conclusdes:

1. Transcritos Dpr sdo expressos em seis dominios chave (somitos, membros, focinho,
tubérculo genital, cauda e hérnia umbilical fisiol6gica) durante o desenvolvimento

embriondrio de camundongo.

2. Nos membros de aves, os principais sitios de expressdao do gene Dprl s@o o mesénquima
dos botdes dos membros (HH24-25), o pericondrio, tenddes e articulacdes em
desenvolvimento (HH28-32). Por sua vez, os dominios de expressdo de Dpr2 sao as células
precursoras condrogénicas dos botdes dos membros (HH24-25), o mesénquima que
coincide com o local de desenvolvimento dos digitos vestigiais [ e V, as extremidades dos

digitos em crescimento (HH28-30) e as articulacoes (HH32-34).

3. Nos membros de camundongo, os principais sitios de expressdo do gene Dprl sdo o
mesénquima proximal do botdo dos membros (TS18-19), o mesénquima no entorno dos
elementos cartilaginosos (TS20-23), as membranas interdigitais (TS20) e as articulagdes
(TS21-23). Os sitios predominantes de expressao de Dpr2 sdo o mesénquima proximal e
medial do botdo dos membros (TS18-19) e o mesénquima préximo aos locais de
desenvolvimento dos elementos cartilaginosos (TS20-23). Por fim, para Dpr3 os dominios
de expressdo sdo o mesénquima do botdo dos membros (TS18-19), o mesénquima que

envolve os moldes de cartilagem (TS20-23) e as articulagdes (TS21).
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