Gongalo Cavaco

Unveiling a putative hairy-microtubules protein
Interaction in early Drosophila development

UAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE MEDICINA E CIENCIAS BIOMEDICAS

2024



Gongalo Cavaco

Unveliling a putative hairy-microtubules protein

Interaction in early Drosophila development

Mestrado de Ciéncias Biomédicas- Mecanismos de Doencas
Trabalho orientado por
Rui Silva PhD

Raquel Andrade PhD

UAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE MEDICINA E CIENCIAS BIOMEDICAS



Unveliling a putative hairy-microtubules protein

Interaction in early Drosophila development

Declaracéo autoral

Eu, Goncalo José Teixeira Cavaco, declaro a autoria do presente trabalho, sendo este original e
ndo publicado. Toda a literatura consultada e listada que se encontra presente na bibliografia,
assim como a informacéo retirada da supramencionada literatura, é creditada aos autores da

mesma



Copyright © Gongalo Cavaco

A Universidade do Algarve reserva para si o direito, em conformidade com o disposto no
Cadigo do Direito de Autor e dos Direitos Conexos, de arquivar, reproduzir e publicar a obra,
independentemente do meio utilizado, bem como de a divulgar atraves de repositorios
cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo para fins meramente educacionais ou de
investigacdo e ndo comerciais, conquanto seja dado o devido crédito ao autor e editor

respetivos.



“A alma é tingida com a cor dos seus pensamentos”.

Marco Aureélio - Meditacdes



Dedicatoria

Esta tese é dedicada ao meu pai, Jorge Cavaco, e ao meu av0, José Cavaco, que sempre me
apoiaram e me incentivaram a almejar mais alto, mas que pelas peripécias da vida j& ndo estao
entre nos para celebrar o final de mais um feito que sempre desejaram ver. Dedico também esta
tese aos meus orientadores, Rui Silva e Raquel Andrade, por toda a sabedoria, compreenséo,
paciéncia e disponibilidade que demonstraram ao longo deste projeto, apoiando-me para la do
necessario e incentivando-me a manter o foco e a ndo desistir. A vocés, um abraco e um

obrigado do fundo do coragéo.



Agradecimentos

Quero agradecer antes de mais aos meus orientadores, Rui Silva e Raquel Andrade, pela
disponibilidade, sabedoria, espirito critico e por me ajudarem a chegar aonde me encontro hoje.
Sem vocés para me guiarem ao longo deste projeto eu ndo teria chegado tdo longe. Quero
também agradecer aos meus amigos e colegas André Jesus, Nisia Martins, Ana Modesto e Inés
Militdo. Sem voceés e a capacidade que demonstraram para me ouvir, aconselhar, ajudar e dar
animo para continuar eu nao teria conseguido terminar esta tese tdo facilmente. Quero também
agradecer a minha irmd, Soraia Cavaco, que sempre esteve presente na elaboracgdo desta tese e
que me suportou sempre, mesmo sem ter conhecimento sobre o tema. A ti minha irmé, so te
tenho a agradecer por seres como és. Por fim, quero agradecer a minha familia e amigos por

todo o apoio que me deram e que continuam a dar. O vosso apoio foi indispensavel.

Vi



Abstract

Animal development requires careful spatiotemporal positional information. Such information
allows development of the different organs and tissues in the correct order and position during
subsequent steps of differentiation. In Drosophila this is achieved through segmentation which
divides the embryo in 14 segments: 3 segments make up the head with its antennae and mouth

parts, 3 segments make up the thorax and 8 the abdomen.

In Drosophila early embryogenesis, the embryo undergoes 13 rounds of rapid, synchronized
nuclear division without cytokinesis, leading to the formation of a syncytial blastoderm with
more than 6000 nuclei in a shared cytoplasm. The molecular events leading to larvae body
segmentation are initiated by maternally derived signals and propagated by a genetic cascade
of more than 30 different genes, culminating in the establishment of segment-specific gene
expression patterns. To this purpose, the protein of that gene can only execute its function when
it is in the correct position in the shared cytoplasm. This is achieved by selective silencing and
active transport of the mRNA to the correct position, a process that normally requires the
recognition of cis-acting elements, formation of ribonucleoproteins and Dynein-mediated
transport along microtubules. In several cases, protein localization remains normal in conditions
in which RNA localization is abrogated, implying additional mechanisms for segment

individualization.

hairy is a Drosophila pair-rule gene that regulates the development of alternate segments in the
Drosophila embryo, and its mRNA location is achieved through dynein-mediated transport of
RNA particles. Previous results from our lab found an interaction between chicken hairyl and
microtubule proteins in a yeast two-hybrid screen. We hypothesize that microtubule interaction

of the hairy protein is conserved in Drosophila and plays a role in segment individualization.

The aim of this master proposal is to investigate the interaction between hairy protein and
microtubules in Drosophila. This will be performed using different genetic, biochemical and
cell biology approaches. Namely, (1) in vivo imaging of hairy protein localization during
successive stages of Drosophila embryo development, using a transgenic reporter line
containing a fluorescent hairy fusion reporter; (2) sample preparation for mass-spectroscopy
identification of hairy protein interactors; (3) in toto immunohistochemical detection of
candidate hairy protein interactors; (4) in vivo imaging of hairy protein localization after

microtubule depolymerization during early stages of development.
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Resumo

O desenvolvimento animal requer informacbes espaco temporais cuidadosas. Essas
informacdes permitem o desenvolvimento dos diferentes érgéos e tecidos na ordem e posi¢édo
corretas durante as etapas subsequentes de diferenciacdo. Em Drosophila, isso é alcancado
através da segmentacdo, que divide o embrido em 14 segmentos: 3 segmentos formam a cabeca

com as suas antenas e partes bucais, 3 segmentos formam o térax e 8 o abdémen.

Durante a embriogénese inicial de Drosophila, o embrido passa por 13 rondas de divisdo
nuclear rapida e sincronizada sem citocinese, levando a formagdo de uma blastoderme sincicial
com mais de 6000 ndcleos num citoplasma partilnado. Os eventos moleculares que levam a
segmentacdo do corpo da larva sdo iniciados por sinais de origem materna e propagados por
uma cascata genética composta por mais de 30 genes diferentes, culminando no
estabelecimento de padrdes de expressdo génica especificos para cada segmento. Para este fim,
a proteina desse gene sO podera executar a sua funcdo corretamente localizada no citoplasma.
Isto € conseguido através do silenciamento seletivo e do transporte ativo do mRNA para a
posi¢do correta, um processo que normalmente requer o reconhecimento de elementos cis-
regulatorios, formacdo de ribonucleoproteinas e transporte mediado por dineina ao longo dos
microtUbulos. Em varios casos, a localizacdo da proteina permanece normal em condicdes nas
quais a localizacdo do RNA ¢ abrogada, implicando mecanismos adicionais para a

individualizagdo dos segmentos.

hairy € um gene pair-rule de Drosophila que regula o desenvolvimento de segmentos
alternados no embrido de Drosophila, e a localizacdo do seu mRNA ¢é alcancada através do
transporte mediado por dineina de particulas de RNA. Resultados anteriores do nosso
laboratério encontraram uma interacdo entre a hairyl de galinha e proteinas de microttbulos
num ensaio de two-hybrid em levedura. NOs hipotetizamos que a interacdo com microtibulos
da proteina hairy é conservada em Drosophila e desempenha um papel na individualizacdo dos

segmentos.

O objetivo desta proposta de mestrado é investigar a interacdo entre a proteina hairy e o0s
microtibulos em Drosophila. Isto sera realizado utilizando diferentes abordagens genéticas,
bioquimicas e de biologia celular. Nomeadamente, (1) imagem in vivo da localizagdo da
proteina hairy durante sucessivas etapas do desenvolvimento do embrido de Drosophila, usando

uma linha transgénica contendo um reporter de fuséo fluorescente de hairy; (2) preparacéo de



amostras para identificacdo de interatores da proteina hairy por espectrometria de massa; (3)
detecdo imunohistoquimica in toto de interatores candidatos da proteina hairy; (4) imagem in
vivo da localizacdo da proteina hairy apds a despolimerizacdo de microtubulos durante as
primeiras fases de desenvolvimento

Palavras-chave: hairy, microtdbulos, gene pair-rule, embriogénese, Drosophila
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|. Introducao

1.1 Desenvolvimento embrionario em mamiferos

A fase embrionéria é o periodo entre a fecundag&o e o desenvolvimento de todas as estruturas
anatémicas que estardo presentes no organismo apds nascimento. Esta é caracterizada por uma
rapida divisdo celular em que o ovo fecundado, que inicialmente é s6 uma célula nucleada, sofre
uma rapida sucessao de divisées que culminam na formacdo de um aglomerado de células,
denominado de mérula. Esta mérula, que ao longo de todo o seu desenvolvimento, tem-se
deslocado ao longo de todo o trato reprodutor feminino, termina a sua deslocagdo quando se
encontra no Utero, onde este vai-se fixar. E durante esta fixacdo que este comeca a desenvolver
todas as estruturas que vao promover um desenvolvimento completo do embrido: o embrido em
si, 0 saco vitelino, cérion e a placenta, assim como estruturas associadas que sdo necessarias

para a manutencao de um ambiente estavel, como o corddo umbilical e a cavidade amniotica.

Esta embriogénese pode ser dividida em quatro fases principais: fertilizacdo, clivagem,
gastrulacio e organogénese’. Por fertilizacio compreende-se a fusdo dos gametas, sendo essa
fusdo o mecanismo indutor do inicio de todo o desenvolvimento embrionario. A clivagem, que
corresponde ao periodo entre a fecundacdo e a gastrulacdo, é caracterizada por uma rapida
divisdo mitética, que dependendo do modelo pode ser total (mitose celular) ou sé nuclear®. E
também durante a clivagem que uma maior prevaléncia da expressdo de RNAs maternais
acumulados pré-fecundagéo é observada?. No final deste rapido desenvolvimento e replicacdo
celular, ocorre a gastrulacdo. E durante a gastrulacio que a relocalizacao celular leva a formagéo
das trés camadas germinativas, conhecidas como ectoderme, mesoderme e endoderme. Seré a
partir destas trés camadas que as diferentes estruturas corporais se desenvolverdol. Com o
término da gastrulacao é observada uma progressiva diferenciacao tecidular baseada na camada
de origem, sendo através dessa diferenciacdo que a organogénese ocorre, com base no tecido
de origem. O objetivo desta diferenciagdo é a criacdo de todas as estruturas necessarias para o

correto desenvolvimento posterior do organismo?®.



1.2 Fertilizacdo em mamiferos

Em mamiferos, a embriogénese inicia-se quando acontece a fertilizacao, através da fusdo do
prondcleo materno e o prondcleo paterno. Este acontecimento, apesar de necessitar de ambas
fontes de material genético, é maioritariamente controlado por mecanismos ja previamente
presentes no dvulo pré fertilizado. Estes mecanismos servem para maximizar a capacidade
replicativa do embrido numa etapa inicial, usando como recurso reservas internas de nutrientes,
assim como de RNA de diversos fatores envolvidos no controlo da expresséo genica inicial.
Exteriormente, esta também possui mecanismos que Ihe possibilitam a correta permeabilizacdo
e acesso do gameta masculino, controlando a entrada deste. Este controlo € feito pela camada
mais externa do dvulo, denominada de zona pellcida®. Este processo de reconhecimento é
conseguido, primeiro pela emissdo de sinais termotaxicos e quimiotaxicos para atracdo do
esperma, seguido do reconhecimento do embrido por interagdo com as glicoproteinas presentes

na zona peltcida®.

Esta zona, controlada por RNA de origem materna, tem como funcdo reconhecer a
compatibilidade do espermatozoide, assim como restringir 0 acesso a outros espermatozoides
pos fertilizacdo. Esta zona é constituida por duas camadas, a mais interna, denominada de
corona radiata, corresponde a camada de células adjacentes a parede do 6vulo. A camada mais
externa, denominada de cumulos, corresponde a camada mais externa de células que protegem
e envolvem o dvulo, como observado na Figura 1. Estas células que englobam estas camadas
sdo células foliculares cuja fungdo prévia a ovulagdo é a do nutrir o odcito, assim como
providenciar uma reserva de RNAs necessarios para que haja um correto desenvolver do
embrido no periodo pés fecundacdo. No periodo pds ovulatério, tém como principal funcéo o
reconhecimento do esperma, promover a integracdo do seu material genético no odcito e
posteriormente prevenir a polispermia. Tal reconhecimento é dado através da presenca de
marcadores especificos de superficie celulares que sdo especificos a espécie. Quando um
espermatozoide da mesma espécie reconhece 0s marcadores apresentados na membrana destas
células, é iniciado o processo de fecundagéo. Este € caracterizado pelo reconhecimento positivo
do odcito e células foliculares da mesma espécie, seguido de uma degradacao gradual destas
células por via de degradacdo enzimatica por exocitose de vesiculas acrossomais presentes no
espermatozoide. Esta gradual degradacdo das células foliculares permite a aproximagéo do

espermatozoide da membrana do odcito. Quando este entra em contacto com a membrana



celular, da-se a fusdo das membranas celulares de ambas células, seguida da fusdo dos

pronticleos e inicio do desenvolvimento embrionario®.

Simultaneamente a fuséo e inicio do desenvolvimento embrionario, o embrido necessita de
impedir que ocorra polispermia. Em mamiferos, isto € conseguido de duas formas distintas: um
bloqueio répido, através da alteracdo do potencial de membrana aquando da fusdo dos gametas;
e por um bloqueio mais lento, marcado pela libertacdo de granulos corticais que causam uma
alteracdo gradual dos recetores de esperma na zona pellcida, incapacitando-os de conectar
outros espermatozoides®. A constituicio destes granulos é ainda pouco conhecida, mas sabe-se
que uma das proteinas mais importantes neles contidas é ovastacinal. A ovastacina atua
imediatamente apds fertilizacdo, sendo libertada na superficie. Esta proteina atua em trés
complexos da zona pellcida: ZP1, ZP2 e ZP3, sendo a ZP1 e a ZP3 predominantes na superficie
da zona peldcida, enquanto a ZP2 é um recetor de reconhecimento de espermatozoide. Esta
enzima atua nos complexos ZP1 e ZP3 através da hidrolisacdo da zona N-terminal da regido
repetitiva de Prolina-Glutamina presentes nestes complexos, causando um cross-linking destes
complexos. Este cross-linking causa um aumento da rigidez da zona pellcida, o que torna a
entrada espermatozoides extra improvavel®. Por outra via, a ovastacina atua no complexo ZP2,

clivando-o. Esta clivagem impede a posterior acoplagem de outros espermatozoides’.

Outra proteina cuja alteracdo também causa um bloqueio da polispermia é a proteina Juno. Esta
proteina, que inicialmente esta envolvida na correta acoplagem do espermatozoide e que facilita
a sua gradual integracdo no odcito, estd presente na membrana do o6cito. Quando se da a
fertilizacdo, € observado que ha uma rapida remocdo da mesma da superficie. Esta remocéo
ocorre durante até uma hora apos fertilizacdo e tem como funcéo a limitacdo da ligacdo de

outros espermatozoides que possam causar uma perda de viabilidade por via de polispermia®.



Figura 1 - Processo de fertilizagdo em vertebrados.
A fertilizagdo ocorre pela interagdo entre a gonada
masculina e feminina e envolve a gradual degradacédo
da zona pellcida (zona laranja) por via da degradacdo
enzimatica por via de enzimas acumuladas nas
vesiculas acrossomais (verde-claro). Estas sdo
libertadas e degradam a zona peldcida, permitindo o
contacto do esperma com a superficie celular (verde-

escuro) e levando a fusdo membranar.

A ocorréncia da fertilizacdo induz também a ativacdo de todos os mecanismos indutores do
desenvolvimento embrionario. No entanto, para esta ativacdo ocorrer de forma uniforme, é
necessario um mecanismo que cause essa ativacdo. Este mecanismo € possivel através da

propagacao de uma onda de célcio.

O célcio é um dos sinalizadores mais comummente encontrado no organismo, estando presente
em varias vias de sinalizacdo. No odcito, este mecanismo encontra-se suspenso até a
fecundacdo, sendo toda a atividade deste basal. Num embrido de mamifero, esta onda de
ativacdo por via de célcio ocorre num muito breve espaco de tempo® e afeta todo o embrio.

Esta é causada por uma libertacdo gradual, mas rapida, de calcio armazenado.

O inicio da sua propagacdo ocorre pela interacdo do espermatozoide com a membrana do
odcito. A interacdo destes dois gametas, quando se d& a ancoragem do espermatozoide a
membrana do odcito, causa a reativacdo de vias de sinalizacdo que usam calcio como
sinalizador, sendo este o indutor da libertacdo de célcio armazenado. Esta onda propaga-se
consequentemente do ponto de entrada do espermatozoide para toda a restante superficie do

odcito e ocorre durante um periodo prolongado. A sua libertacdo ndo é, no entanto, espontanea.

A libertacdo de calcio ocorre como consequéncia dos mecanismos da fusdo dos gametas. O
espermatozoide, ao se integrar gradualmente, liberta fatores que permitem a ativacao da via de
libertacdo de célcio. Um dos alvos desses fatores é a tirosina cinase. Esta enzima ativa a

fosfolipase C, outra enzima que cliva fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, ou PIP2 em diacilglicerol



e inositol trifosfato, ou IP3. Este IP3 interage com recetores de IP3 presentes no reticulo
endoplasmaético, levando a rdpida libertagdo de célcio presente neste. Esta libertacdo de célcio,
associado a consequente alcalinizacdo do embrido, causa a rapida alteracdo da polaridade da

membranal.

Simultaneamente, a maior concentracdo de calcio causa a gradual fusdo dos granulos corticais
com a membrana, contribuindo para condensagio da membrana e zona peltcida®®. O aumento
gradual deste também causa mudangas na regulacéo interna do odcito. A maior concentragdo
de célcio causa uma gradual inativacdo dos bloqueadores mitoéticos, assim como uma gradual

ativacdo dos mecanismos de sintese de DNAL

Todos 0s mecanismos presentes no recém-formado embrido servem um Unico propdésito de
negar a disrupcdo da fusdo dos gametas, pela presenca de material genético de um terceiro
dador. A presenca de um terceiro gameta torna o embrido inviavel*'. A correta fusdo nuclear
inicia-se com a fusdo dos gametas. O esperma, apds conseguir penetrar a zona pelucida, entra
em contacto com a membrana do odcito e da-se a fusdo das membranas. Esta fusdo é potenciada
por duas proteinas, presentes no gameta masculino e feminino. Estas sdo as proteinas izumo e
juno, respectivamente!?. A interacdo destas proteinas causa a acumulagio e organizagio de
proteinas transmembranares CD9, sendo que a acumulacéo deste responsavel pela aproximacao
e posterior fusdo das membranas*?. Com a gradual acumulagio de CD9 e progressiva fusdo das
membranas e integracdo do pronucleo no citoplasma do odcito, o grande passo seguinte é a
fusdo dos dois pronucleos, de forma a continuar a divisao mitdtica em que o o6cito se encontra

bloqueado.

Apesar de ser observado noutros modelos, esta fusdo ndo ocorre diretamente em mamiferos.
Em mamiferos, o processo de fusdo comecga com o recrutamento de microttbulos que interligam
os dois pronucleos e que os gradualmente aproximam. Estes microtdbulos ndo sdo, na sua
totalidade, originados no odcito. Estes sdo originados em centromeros presentes no
espermatozoide que séo integrados no citoplasma do odcito quando se da a fusdo e integracao
dos gametas. Estes, através do uso de reservas do odcito, desenvolvem microtdbulos que
conectam e gradualmente aproximam os nucleos, sendo esta aproximacdo equidistante e
ocorrendo no centro da célula. Quando préximos, os pronucleos masculino e feminino
desassociam-se, permitindo a mistura do material genético. Com esta fuséo o processo meidtico
termina e da-se a formac&o e ativacio do embrido, com o término da meiose!. Em mamiferos,

este processo ocorre mais lentamente que noutros tipos de animais, sendo que o processo desde



a entrada do espermatozoide no odcito até ao término da segunda meiose ocorre num espago de

tempo de doze horas.

1.3 Clivagem e diferenciacdo em mamiferos

Com a ocorréncia de uma fertilizagéo e ativagdo bem-sucedida do embriéo, este comeca o seu
desenvolvimento. o seu desenvolvimento inicia-se com a clivagem. Esta clivagem, que ocorre
entre o inicio da ativacdo do embrido e a sua implantacdo, é caracterizada por sucessivas
divisdes mitéticas continuas que levam a criacdo de uma estrutura celular denominada de
blastocisto. A forma como ocorrem estas divisdes é altamente controlada. Na segunda divisdo
mitotica apos a fertilizacdo, as duas células ja presentes vao-se dividir e estabelecer os padrbes
axiais que vao orientar a estrutura do blastocisto: uma célula vai-se dividir horizontalmente e
estabelecer o eixo meridional e a outro vai-se dividir verticalmente e estabelecer o eixo
equatorial. A esta organizacdo da-se o nome de clivagem rotacional'®. Estas células continuam
a dividir-se individualmente, sendo que inicialmente o processo é predominantemente
suportado por proteinas e RNAs de origem materna que permitem a divisdo continuada, sem
interferéncia de material genético embrionario. No ser humano, a transi¢ao do controlo maternal
para zigotica ocorre geralmente quando se observa a existéncia de oito células, que corresponde
ao terceiro dia pos-fertilizacdo. E durante esta etapa do desenvolvimento que os RNAs
maternais deixam de ser traduzidos e o zigoto inicia a expressdo génica*. Apds esta etapa, a
blastula continua a dividir-se enquanto se desloca até eventualmente se instalar no utero. E
também durante esta deslocacdo e durante as sucessivas divisdes que se da a compactacdo. Este
evento ocorre com o estabelecimento dos eixos e resulta num agrupado de células
consecutivamente mais compactadas, estruturalmente agregadas por uma forte adesdo
fomentada por proteinas como E-caderinas. Esta adesdo é mais exacerbada nas células da

camada externa, sendo a camada interna menos compactada’®.

As divisdes celulares sucessivas levam a formacgéo de um agrupado de dezasseis celulas, onde
ja se observa diferenciacéo estrutural das células presentes. Estas células, a que a sua estrutura
ja € denominada de morula, apresentam fungbes diferenciadas. As células no interior do
blastocisto ddo origem a camada celular interna, um precursor do embrido em si; enquanto a
camada externa d& origem ao trofoblasto, sendo esta a estrutura acessoria que permite a fixacao

e desenvolvimento estrutural das estruturas que irdo suportar o desenvolvimento do embrizo®®.



A diferenciacdo destas células, que ddo origem ao trofoblasto, parece estar associada a uma
diminuicdo da expressdo dos genes Oct4 e Nanog, fatores de transcricdo normalmente
associados a manutencéo da pluripoténcia celular, tendo sido observado que as células presentes
na camada mais externa do blastocisto possuem uma menor expressao destes fatores de
pluripoténcial’. Estes fatores sdo regulados pela presenca da expressdo do gene homeobox cdx-
217, Cdx-2 esta mais presente apicalmente, o que causa um gradiente de diferenciagdo celular,
com maior impacto nas areas mais afastadas do centro de massa celular'’. As células na parte
interior, pelo contrario, continuam a expressar Oct4 e Nanog. Essa massa celular interna, ira

originar o embrifo e todas as estruturas associadas ao seu desenvolvimento?®,

Durante a movimentacao do blastocisto em direcdo ao local de nidacdo o embrido continua a
dividir-se, dando-se simultaneamente alteracdes estruturais no embrido. A principal alteracdo
observada nesta etapa € a cavitacdo. O processo de cavitacdo € processo pelo qual se dad um
alargamento do embrido, através da acumulacao de fluido no espaco interno do embrido. Este
fluido é produzido pela acdo de células pertencentes ao trofoblasto, através de movimentagéo
osmotica causada pela introducdo de sédio e potassio através de bombas de Na*/K*-ATPase
para o espaco intercelular que demarca os dois tipos celulares. As cavitagOes, inicialmente
pequenas, comecam a expandir gracas a continuada introducao de iGes no espac¢o, causando um
aumento de volume. Quando duas cavita¢cdes de volumes diferentes entram em contacto, da-se
a unido de ambas, sendo o volume da cavitacdo menor transferido para a cavitacdo maior por
via de diferencas de pressdo. Este processo é regulado por um mecanismo de feedback positivo
em que uma maior pressdo sobre as células do trofoblasto sinaliza uma maior entrada de iGes o

que promove a expansdo do volume embrionario, como observado na Figura 2 °.

As células do trofoblasto sdo as mais visadas, uma vez que 0 aumento de pressao e volume
causam o alongamento destas células. Ao serem expostas a uma maior forca ténsil, estas
recrutam um ndmero maior de proteinas de ancoragem, levando ao aumento da capacidade de
ligacdo entre si. Quando atingindo o volume suportado maximo, o embrido sera constituido

por trés partes bem definidas: trofoblasto, massa celular interna ou embrioblasto e blastocélio.
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Figura 2 - Desenvolvimento embrionario durante a fase de clivagem. A mdrula (figura a esquerda) é a estrutura
resultante das primeiras divisdes celulares sucessivas que ocorrem logo ap6s a fertilizacdo e é a partir desta
estrutura que o embrido se desenvolve de forma mais complexa. Associado a este desenvolvimento, da-se a
cavitacdo: um aumento do volume interno do embrido (figura no centro), pela introdugdo de fluidos e pela
formagdo e associag&o de cavidades internas. Esta estrutura transiente culmina na formacéo do blastocisto (figura
adireita). O blastocisto é constituido pelo trofoblasto (células a laranja) que permite a conexao do embrido a parede
uterina; massa celular interna (células a vermelho) que dardo origem aos tecidos embrionarios e o blastocélio
(cavidade a amarelo) que é formado pela acumulag&o de fluido e que mantém o embrido em desenvolvimento num

ambiente controlado.

1.4 Requlacado da implantacdo

Durante o periodo de desenvolvimento do embrido a camada pellcida, que até este ponto tinha
como funcéo a protecdo e manutencdo primeiramente do odcito e depois do embrido, ainda se
encontra presente. Com o deslocar gradual do embrido ao longo do oviduto, a zona pellcida
passa a ser responsavel pela prevengdo da nidacdo do embrido neste trato, ao ndo permitir a
interacdo entre o embrido e marcadores de membrana que permitem o reconhecimento e
nidacdo do embrido®. A sua permanéncia ap6s a passagem pelo oviduto €, no entanto,

incompativel com um desenvolvimento viavel do embrido.

Para que tal ndo ocorra, 0 embrido precisa de se desagregar da zona pellcida. Este
acontecimento, denominado de eclosao, é o processo pelo qual o embrido se desagrega e fica
capacitado para interagir e se fixar na parede uterina, sendo a sua ocorréncia no final da sua
deslocacdo pelo oviduto e entrada no utero. Esta ocorre pela degradacéo inicial de parte da
membrana da zona pellcida, permitindo que o embrido escape desta. A degradacdo ocorre
maioritariamente em duas localizages distintas do embrido, comuns a todos os mamiferos com

gestacdo intrauterina.

Estas ocorrem maioritariamente no polo embrionario (Figura 3), mais préximo da localizagdo

da massa celular interna, ou no polo abembrionario, localizada na extremidade oposta a camada



embrionaria?l. Esta degradacdo causa um gradual fragilizar da integridade estrutural da
membrana, permitindo que o embrido se consiga extrair da mesma. A degradacdo ocorre por
via proteolitica, promovida por via interna e externa. Destas destacam-se o ISP1 e ISP2, ou
Implantation Serine Proteinase, que sdo genes que codificam proteases que atuam ativamente
na degradacdo da membrana. O ISP1 é um gene embrionario expresso por celulas do trofoblasto
e da camada endometrial que codificam a protease estripsina. Esta protease, semelhante a
protease tripsina, atua por degradacdo proteica das proteinas presentes na zona pelicida. O
outro gene envolvido na degradacdo da zona pellcida é o ISP2, que codifica outra protease
denominada de lisina e cuja sua expressdo encontra-se predominantemente na membrana

endometrial?.

A acdo promovida por estas enzimas é preponderante para a eclosdo do embrido. Esta eclosdo
ocorre pela gradual fragilizacdo da membrana que, associada ao continuo aumento do volume
do embrido por via da cavitacdo, causa uma maior tensdo na area afetada, culminando no
rompimento da membrana nesse ponto e na possibilidade do embrido se separar. Esta separacao
é gradual e culmina na completa dissociacdo entre embrido e a membrana da zona peldcida.
Com a completa dissociacdo, o embrido fica capacitado de interagir com a membrana
endometrial e se estabelecer nesta, culminando na nidagéo deste.

A nidacdo é processo pelo qual o embrido interage, penetra e fixa-se na camada endotelial,
culminando no desenvolvimento de estruturas anexas e do embrido que permitem 0 Seu
desenvolvimento. Esta marca a passagem entre o periodo pré-implementacdo e o inicio do
periodo pds-implementacgéo e ocorre no ser humano entre o0 sexto e o sétimo dia pos fertilizacao.
Para gque este processo ocorra, 0 embrido necessita de poder ser reconhecido pela membrana
endométrica, assim como a membrana endométrica necessita de estar capacitada para
reconhecer, interiorizar e facilitar o desenvolvimento de estruturas de suporte ao
desenvolvimento do embrido. Para que haja o reconhecimento do embrido por parte da

membrana endométrica, este necessita de estar ativado.



Figura 3 - Ecloséo do embrido. Na fase final da deslocacéo do embrido para o local onde este nidard, € necessario
gue este se separe da zona pelicida que o envolve, caso contréario a nidagdo ndo serd bem sucedida. Legenda:

massa celular interna (vermelho), trofoblasto (laranja), blastocélio (amarelo) membrana pellcida (castanho).

A ativacdo do embrido ocorre durante o terceiro dia pos fertilizacdo, quando este é composto
por 4 a 8 células e € caracterizado pela transi¢ao da expressao Unica de RNA de origem materna
para expressdo enddgena por parte do material genético embrionério. Apesar de ativo, s6 apds
a eclosdo deste da membrana pellcida € que é possivel para o embrido expressar fatores que
Ihe permitem reconhecer a membrana onde se ird implementar. Este reconhecimento é dado
através da interacdo direta do embrido com a matriz extracelular formada pelas da camada
endometrial. Estas células, que durante o desenrolar do ciclo reprodutor estdo expostas a fatores
hormonais como estrogénio e progesterona. Esta exposi¢cdo causa o seu desenvolvimento mais
acelerado e promove a formacdo de uma matriz extracelular capaz de facilitar a fixacéo,
integracdo e desenvolvimento embrionario. A matriz formada é composta por diferentes tipos
de lamininas e colagénio, assim como de caderinas, fibronectinas, acido hialurénico, recetores
de sulfato de heparano e diversas glicoproteinas®?. S0 estes fatores que permitem o

reconhecimento da membrana por parte do embrido.

O reconhecimento ocorre por via de sinalizacdo que é igualmente expressa pelo embrido e pela
superficie onde este se ira integrar. O reconhecimento ocorre € através de quimiotaxia®*. Esta

interacdo promove a aproximacao do embrido ao local onde este se ird integrar.

Quando esta integracdo se inicia, tanto o embrido como a zona da membrana endometrial
circundante a sua localizagdo sofrem alteracdes. O embrido ir& eventualmente nidar numa area
do endometrio onde este apresente as condigdes necessarias para a retencdo do mesmo, sendo

esta caracterizada por um relevo mais cavitoso onde o embrido possa ser retido e comegar a
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integrar-se. Esta integracdo realiza-se pela inicial interacdo entre as células da camada
endometrial, que se apresentam decidualizadas, e as células do trofoblasto embrionéario, que
através da interacdo entre glicoproteinas presentes na superficie celular das células constituintes
do trofoblasto, assim como da matriz extracelular das células da camada endometrial, causam
a agregacao inicial entre estas duas estruturas. Esta agregacao causa de igual forma causa uma
resposta por parte das células do trofoblasto que promovem o aumento da sinalizagdo que causa

uma maior libertagdo de fatores de aderéncia por parte das células da camada endometrial®>.

Estes fatores ajudam a coordenar todo o processo de gradual aproximacdo. Fatores como
heparin-binding EGF-like growth factor (HBEGF), trofinina e integrinas contribuem para a
uma aproximacédo estavel de ambas estruturas. A HBEGF contribui por interacdo com 0s
recetores de sulfato de heparano e EGF presentes na membrana da trofectoderme do blastocisto.
Sera através desta gradual interacdo que estruturas assessorias como a placenta sio formadas?®.
A aproximagdo destas estruturas tem como fungdo permitir a invaséo e estabelecimento do
embrido no tecido endometrial. Esta ocorre com o estabelecimento do sinciciotrofoblasto
primordial, que facilita a fixacdo do blastocisto. O sinciciotrofoblasto primordial € a estrutura
resultante da integracdo do embrido na parede endometrial, cuja funcdo é o controlo das trocas

gasosas e de nutrientes entre o embrido e organismo materno.

A fixacdo ocorre por fases, sendo que é iniciada pelo contacto entre a trofoderme e a membrana
endometrial, com a proliferacdo de trofoblastos para o espaco entre as estruturas. A localizagédo
desta proliferacdo ndo €, no entanto, aleatéria. Esta ocorre no polo embrionéario, causando a
gradual implantacdo da camada celular interna no tecido de suporte circundante. A proliferacdo
trofoblastica leva a diferenciacdo gradual destas, que passam a denominar-se citotrofoblastos.
Estes citotrofoblastos realizam simultaneamente duas a¢Ges: continuam a invadir a membrana

endotelial e realizam uma gradual fusdo celular.

Este ultimo processo leva a gradual formacéo de uma célula de maior dimenséo que se apresenta
multinucleada. Estas sucessivas fusdes levam a formacédo de uma estrutura multinucleada que
engloba todas as células anteriormente fundidas e que passa a denominar-se de
sinciciotrofoblasto. E este sinciciotrofoblasto que permite a permanente fixagdo do embri&o a
membrana endometrial. De igual modo, é através desta gradual fixacdo as camadas mais
internas do endomeétrio que se da o estabelecimento de todas as estruturas primitivas que levarao
a formacdo dos Orgdos anexos envolvidos no correto desenvolvimento embrionario e

posteriormente fetal. E através desta agregacio e estabelecimento do embrido que se da o
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desenvolver da via materna de suplementacgéo, inicialmente por via de secrecdo glandular, que

posteriormente é substituida por suplementacédo vascular.

1.5 Endoderme primitiva

Com o estabelecimento do embrido na membrana endometrial e o inicio do desenvolvimento
das estruturas anexas que permitem o correto desenvolvimento embrionario, a massa celular
interna também comeca a desenvolver-se. Esta comeca por inicialmente dividir e formar duas
camadas celulares distintas. Estas podem ser subdivididas conforme a sua proximidade para
com o polo embrionario a trofoderme ai localizada. A camada celular mais proxima da
trofoderme é denominada de epiblasto, enquanto a camada superficial reveste toda a superficie
da camada celular interna é denominada de endoderme primitiva. E através do desenvolvimento
desta endoderme primitiva que se ira desenvolver a camada endodermal do saco vitelino, assim
como parte do tecido que leva a formagdo do trato digestivo. Por outro lado, o epiblasto é a
camada celular cujo desenvolvimento leva a formacdo de todas as camadas embrionarias

envolvidas no desenvolvimento embrionario?’.

1.6 Gastrulacao

E durante a gastrulacdo que o embrifo comeca a sofrer alteracio estruturais que v&o permitir a
correta formacdo de todas as estruturas necessarias para a correta formacao de um organismo.
Esta ocorre pela diferenciagéo tecidular do epiblasto, que se diferencia inicialmente no folheto
primitivo e que da origem as trés camadas germinativas, sendo estas a endoderme, mesoderme

e ectoderme.

A gastrulacdo inicia-se com o estabelecimento da transicdo epitélio-mesenquimal. Esta €
demarcada pela propagagdo da massa celular para a zona anterior do embrido. Nesta
propagacao, as células presentes a superficie comecam a migrar para o interior do embrido,
estabelecendo a posicdo onde se formardo as trés camadas germinativas. Esta migracdo é
realizada através do recém-formado sulco primitivo ira ocupar duas areas distintas. Um dos
grupos de células que migram através do sulco primitivo invadem e ocupam parte do tecido do

hipoblasto, levando ao estabelecimento da endoderme. Simultaneamente, outro grupo de
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células invade de igual forma invade o epiblasto, estabelecendo-se entre a zona apical e a recém-

formada endoderme. Este conjunto de células d& origem a mesoderme.

Com o estabelecimento da endoderme e mesoderme, a camada celular que inicialmente
pertencia ao epiblasto ira diferenciar-se e dar origem a ectoderme?®. Esta capacidade migratéria
ocorre por acdo contraria a estabelecida estrutura inicial do epiblasto. O epiblasto, cujas células
sdo mantidas de forma organizada através da expressao de caderinas, sofre alteragdes estruturais
com o inicio da expressdo de fatores que favorecem a migracdo celular, como fatores de
crescimento fibroblasticos, também denominados de Fibroblast Growth Factor (FGF)!. A
expressdo de FGF causa uma inibicdo da expressdo de caderina, 0 que promove a

movimentacao e migracdo celular.

Quando estabelecidas na localizacdo que dara origem a cada uma das trés camadas
germinativas, a sua diferenciacdo € facultada pela diferente acdo de genes especificos as células
presentes na sua camada. Enquanto ocorrem estas movimentacdes celulares para o interior do
epiblasto, na extremidade posterior do sulco primitivo da-se o estabelecimento do né primitivo.
Este n6 é composto por um aglomerado de células ciliadas, presente no polo basal e que sdo a

origem da notocorda.

Com o estabelecimento das trés camadas germinativas, da-se também o estabelecimento dos

eixos axiais que orientam a posterior expressdo embrionaria.

1.6.1 Estabelecimento de eixos axiais: Antero-Posterior

Durante esta etapa inicial, o primeiro eixo a ser estabelecido é o eixo antero-posterior. Este
eixo, que vai delimitar o posicionamento estrutural inicial do embrido em desenvolvimento,
possui dois polos delimitadores: o n6 primitivo, que delimita a extensdo maxima do sulco
primitivo e serd onde a notocorda se ird desenvolver; e a endoderme visceral anterior,

posicionada no polo anterior do embri&o.

O estabelecimento destas estruturas iniciais (né primitivo e endoderme visceral anterior) ird
permitir o correto posicionamento das estruturas a se desenvolver e que vao estar presentes no
organismo adulto. Estas duas posi¢des ndo apresentam o mesmo tipo de expressdo. Um dos
fatores envolvidos na regulacdo geral do eixo € a proteina fibroblast growth factor 8 (FGF8).

Esta é expressa mais intensivamente na zona posterior do embrido, apesar de inicialmente a sua
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concentracdo ser uniforme. Isto ocorre, pois, esta proteina que também esta envolvida na
coordenacdo de movimentos celulares durante a formacéo das trés camadas germinativas, é
gradualmente degradada pelo meio celular onde se encontra. Com o crescimento e alongamento
que o embrido sofre, a resultante zona posterior tem uma concentragdo maior desta proteina
visto que foi formada mais tarde. Simultaneamente, ha a regulacéo de outros fatores envolvidos
na formacéo do eixo. Em todo o tecido h&4 uma dindmica regulacdo de fatores envolvidos na
regulacao e especificacdo celular, como Nodal, Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Wnt ou
acido retinoico e antagonistas destes fatores. A sua expressdo ou inibicdo é coordenada pela
maior ou menor presenca de fatores que promovem ou previnem a expressao. Esta regulacéo,
tal como acontece com o previamente mencionado FGF8, é conseguida pela posi¢cdo no

embrido em que a expressao ocorre.

A expressdao € mais intensa na zona mais posterior (e por consequéncia mais recente) do
embrido. Na extremidade anterior, ndo expressdo destes fatores, sendo que aumenta
gradualmente o qudo mais afastado desse ponto se é observado. De igual forma, o eixo antero-
posterior € igualmente regulado mais diretamente pela acdo de um conjunto de genes
denominado de HomeoBox genes, ou Hox. Este € um conjunto de trinta e nove genes cuja agdo
coordena a formacdo mais refinada de estruturas como o esqueleto e vértebras apds a
somitogénese. A sua a¢do € dinamica, ja que a ativacdo destes genes é gradual e ocorre por acao

da ativacio dos genes envolvidos na regulacio do segmento anterior®.

1.6.2 Estabelecimento de eixos axiais: Esquerda-Direita

Tal como estabelecimento do eixo antero-posterior é importante para a determinacao espacial
das futuras estruturas embrionarias localizadas entre o polo anterior (que da origem a cabeca)
e o polo posterior (onde se localiza a cauda), € igualmente necessaria a coordenacdo da
localizag@o onde as estruturas se localizam num plano longitudinal. Este plano, que coordena
onde as diferentes estruturas e érgdos se vao desenvolver lateralmente, € importante para a

correta localizag&o de 6rgéos.

Este eixo € estabelecido, tal como o eixo antero-posterior, através de um gradiente de diferentes
fatores. No entanto, contrario aos outros gradientes j& mencionados, este é obtido por acdo
mecanica. Este gradiente é proporcionado pela diferente concentracdo de fatores como Nodal

ou proteinas associadas ao mesmo. Nodal € observado em concentracdes maiores no lado
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esquerdo do embrido face ao lado oposto®. Isto é conseguido por agdo mecénica. Esta acéo
mecanica é facilitada pela existéncia de células ciliadas especializadas para a movimentacao de
fluidos. Estas células, denominadas de células de Crown, apresentam cilios que sdo capazes de

gerar movimentacdo do meio circundante atravées da sua motilidade.

Este tipo de movimentacgdo causa a deslocagéo do fluido circundante para o lado esquerdo do
embrido. Desta forma, toda a producdo local de Nodal é transferida para o lado esquerdo,
causando um gradiente por acumulacao. No entanto, a sua movimentacao nao é intrinseca. Estas
células apresentam inicialmente cilios sem qualquer capacidade de motilidade, uma vez que
esta € inibida pela acéo de Cerberus. Estas células s&o, no entanto, sensiveis ao meio onde se

localizam?.

Um dos fatores que causa alteracdes na expressdo génica destas células é, paradoxalmente, a
aplicacdo de forcas mecanicas que causem movimentacao ciliar. Este tipo de forca, como ocorre
com a movimentacdo de fluido, causa a ativacdo de Pkd2 ciliar que atraves de interacdo e
sinalizacdo acaba por causar a supressdo da expressdao de Cerberus. A inibicdo da expressdo
desta proteina causa por sua vez a capacitacdo da célula de reconhecer Nodal, podendo ser
ativada por esta. Com a ativacdo da via promovida por Nodal, esta passa a ser expressa por
estas células por via de ativacdo autdcrina. Isto permite que a concentracdo de Nodal seja
superior no lado esquerdo do embrido, assim como a movimentacdo ciliar causa o maior
acumular da proteina no lado esquerdo. Esta acumulacéo apresenta consequéncias. A principal
consequéncia desta movimentacdo e acumulacdo de Nodal € o estabelecimento de uma
assimetria na expressao génica. Uma das consequéncias diretas da expressdo de Nodal é a
ativacdo de Pitx. A ativacdo de Pitx esta envolvida no desenvolvimento de 6rgdos cuja simetria
ndo é observada, como o figado, coracdo, pulmdes ou intestino. Este também estd envolvido no
processo de organogénese e desenvolvimento de outras estruturas corporais, como membros,

cranio, cérebro e rede nervosa que cobre toda a area facial 3.

1.7 Organogénese

A organogénese é consequéncia das alteragdes na expressdo e organizacdo celulares. Esta é
causada pela principal reorganizacdo que o embrido em desenvolvimento sofre durante o
estadio inicial do seu desenvolvimento, que corresponde ao estabelecimento das trés camadas

germinativas. Estas camadas, denominadas de endoderme, mesoderme e ectoderme, sdo o
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resultado da migracdo das células pertencentes ao epiblasto atraves do sulco primitivo. A
localizacdo para onde estas células migram é baseada no tipo e localizagdo de estimulo a que

estdo sujeitas durante este processo migratorio.

Quando cessa a migracao celular e os eixos axiais sdo estabelecidos, as células pertencentes a
estas camadas de tecido embrionério iniciam o seu processo de diferenciacdo que potencia a
formacgdo de todos os Orgdos e estruturas necessarias para o correto desenvolvimento do
organismo. Esta diferenciacao é potenciada pela exposi¢do das células correspondentes a cada
uma das trés camadas germinativas a fatores especificos que Ihes permitem desenvolver o tipo
de tecido adequado. Canonicamente, a endoderme, mesoderme e ectoderme sao 0s pontos de

origem para a formacéo de todas as estruturas corporais.

Destas, é observado que € a partir da endoderme que os 6rgaos pertences ao trato digestivo e
respiratorio sdo formados. De igual modo, é a partir da mesoderme que 0s precursores do
esqueleto os - somitos - sdo originados. E também através desta camada que 0 coragio, vasos
sanguineos, tecido sanguineo e rins sdo igualmente originados. Por sua vez, é através da

diferenciacéo da ectoderme que todo sistema nervoso e a pele séo originados.

1.7.1 Desenvolvimento da endoderme

1.7.1.1 Desenvolvimento estrutural do trato digestivo

A endoderme é o folheto de células embrionérias cuja diferenciacdo da origem a todos os
tecidos constituintes de ambos tratos digestivo e respiratério. A origem deste tecido esta
intimamente conectada com a expressdo prévia de fatores durante o estabelecimento das
camadas germinativas e durante o estabelecimento do eixo antero-posterior. A expressao

diferenciada € causada pela sua exposicao a Nodal.

Este causa a expressdo de fatores diferenciados, conforme a sua posi¢do. No polo anterior a
maior expressdo de Nodal causa a expressdo de fatores como Hhex, Sox2 ou Foxa2. Por sua
vez, a menor expressdo de Nodal no polo posterior causa a expresséo de diferentes genes Hox,
como os genes Cdx1, Cdx2 e Cdx4. Esta expressao € importante, uma vez que a maior expressao
de Hhex, Sox2 ou Foxa2 causa a diferenciacdo das células deste polo nas celulas

correspondentes as dos tecidos do trato gastrico superior, enquanto a expressdo de genes Hox
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no polo posterior causa a diferenciagdo destas células em tecidos correspondentes ao trato

gastrico médio, assim como o estabelecimento da zona de transicdo entre estes®,

Com a inducdo da diferenciacdo, as celulas presentes na endoderme comecam a sofrer
alteracdes tanto na sua expressdao como na sua distribuicdo estrutural. A primeira alteracdo
observada no desenvolvimento deste tecido é o estabelecimento do tubo digestivo primordial.
Durante este desenvolvimento, sdo inicialmente formadas duas cavidades, uma em cada
extremidade do tubo. Estdo sdo denominadas de portal intestinal anterior e portal intestinal
caudal. Estas desenvolvem-se expandindo e cavitando. A expansédo deste tecido culmina na

conexao entre ambas cavidades, formando o tubo primitivo®,

1.7.1.2 Desenvolvimento estrutural do trato respiratorio

O trato respiratério ndo tem a sua origem numa diferenciacéo especializada de células do tecido
embrionario, mas sim como a readaptacdo de células ja diferenciadas para tecido do trato
gastrico. A origem da formacao deste tecido esta na fase inicial do desenvolvimento do tubo
primitivo, com a formacdo dos portais intestinais anterior e caudal. No portal anterior, a sua
génese e desenvolvimento leva a formacao dos tecidos e da estrutura da faringe. Esta estrutura
é inicialmente constituida por quatro pares de cavidades distintas, denominadas de cavidades
faringeas, separadas por quatro estruturas que as conectam denominadas de arcos faringeos.
Cada um destes pares de cavidades faringeas esta envolvido na formacdo de estruturas

associadas a cavidade faringea.

Destes, o primeiro par de cavidades faringeas dara origem as estruturas do ouvido médio, assim
como as trompas de Eustaquio. O segundo par de cavidades faringeas da origem as paredes das
amigdalas. O terceiro par da origem ao timo. Este 6rgdo, que ndo pertence aos tratos
desenvolvidos a partir da endoderme, esta envolvido no desenvolvimento, maturacao e selecao
de linfocitos T. De igual forma, também € através do desenvolvimento e diferenciacdo deste
par que se da o desenvolvimento de um par de glandulas paratiroides. O quarto par esta

envolvido na formacéo dos restantes pares de glandulas paratiroides.

O desenvolvimento do trato respiratdrio préprio é iniciado nesta mesma estrutura. Na superficie
basal desta estrutura, entre o quarto par de cavidades faringeas, o sulco laringeotraqueal é

formado. Este sulco desenvolve-se ventralmente, estendendo-se nessa direcdo. Este
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eventualmente divide-se, criando uma bifurcacdo que leva a origem da membrana mais interna
da laringe, traqueia, brénquios e alvéolos. Estas duas ultimas estruturas fazem parte do botéo
pulmonar. O pulméo ¢é formado mais tardiamente, sendo o seu desenvolvimento iniciado apos

o estabelecimento do botdo pulmonar43°,

1.7.1.3 Especificacdo tecidular

O tecido da endoderme anterior, cuja diferenciacdo no trato digestivo superior leva a formacao
do esofago, estbmago, figado, pancreas e complexo hepatobiliar, tem a sua diferenciagédo nestes
tecidos causada pela agé@o de diferentes fatores. Um dos principais fatores que influenciam a
diferenciacdo celular é FGF. A diferente concentragdo de FGF a que as células podem ser
expostas causa a diferente diferenciacdo destas. A localizacdo onde a expressdo de FGF €
moderada causa a producdo de Albumina pelas células precursoras de tecidos hepaticos.
Comparativamente, a exposic¢do a baixas concentragdes de FGF causa a expressao de pdx1 que
induz a diferenciacdo de células precursoras de tecido pancreatico e da porcao inicial do

intestino®,

Simultaneamente, a exposicdo a fatores como BMP causa igualmente uma diferenciacdo da
expressdo celular, sendo esta correlaciona a concentracio a que a célula é exposta®. outro fator
envolvido no correto desenvolvimento do trato digestivo é o 4acido retindico. No
desenvolvimento do trato digestivo, este encontra-se expresso nas extremidades do tubo, onde
as cavidades intestinais anterior e posterior se encontram em formagdo. Este também é

importante no correto desenvolvimento de figado, assim como o estdmago e pancreas.

1.7.2 Especificacdo tecidular do figado

Depois das células pertencentes a endoderme se diferenciarem em células do tecido hepatico,
estas formam a membrana hepética. Esta membrana, que por sinalizagcdo continuada de fatores
de transcricdo, altera-se. Esta altera-se estruturalmente, passando a apresentar-se como um
epitélio colunar. Simultaneamente, rearranjos celulares na base deste epitélio causam a
transicdo e instalacdo de células precursoras de hepatocitos, levando a formacdo do botéo
hepatico.
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Estas alteragOes, tanto da estrutura epitelial como do estabelecimento das células do bot&o
hepético, sdo altamente reguladas por fatores de transcricéo. Estes fatores, como Hhex, Gata4/6,
Hnf6/Onecutl e Onecut2, assim como BMP, Wnt e HGF, sdo importantes para a correta
localizacdo e expressdo celulares. Destes, a continuada expressao de BMP, Wnt e HGF,
associada a expressdo de fatores de transcricdo especificos ao figado, causam o
desenvolvimento mais intenso do botdo hepéatico, assim como da sua diferenciagdo.
Similarmente, os hepatoblastos que durante o seu desenvolvimento se sdo expostos a uma maior

atividade de Notch diferenciam-se em tecidos ndo hepaticos, mas biliares®?.

1.7.3 Especificacdo tecidular do pancreas

O tecido do qual o pancreas €é originado ndo apresenta uma s6 origem. Este 6rgdo é originado
por duas vias germinativas diferentes. Estas vias sdo o botdo dorsal e o botdo ventral, que séo
originados em ambos os lados da parte distal do trato digestivo em desenvolvimento. Este é
constituido por células de diferentes origens, mas que podem ser separadas pela sua funcéo.
Parte das células que perfazem este 6rgdo estdo caracteristicamente envolvidas no processo
digestivo, sendo células exdcrinas que produzem fatores envolvidos na digestdo ou células
envolvidas na transferéncia e transporte destes fatores. De igual forma, também ha a presenca
de células cuja funcdo € de regulacdo hormonal e metabodlica. Os botdes do qual este 6rgao é

originado estdo sujeitos a exposicéo de diferentes fatores de diferenciacéo’.

O botdo ventral, que dara origem as porcdes ventrais do pancreas, é originado na regido dorsal
do trato digestivo em desenvolvimento. O inicio do desenvolvimento pancreético ocorre pela
acao da notocorda que, pelo estabelecimento das zonas de diferente expressao baseadas na
intensidade de sinalizacdo realizada por esta, causam a diferente expressdo de fatores de
diferenciacdo. Estas diferencas sdo observaveis através dos mecanismos de desenvolvimento
de cada um dos botdes germinativos. O botdo germinativo ventral tem o seu desenvolvimento
despoletado pela auséncia local de concentracGes elevadas de FGF de origem cardiaca ou
venosa. Por contraste, o desenvolvimento do botdo germinativo dorsal é influenciado pela

presenca e acao de fatores de origem venosa®.

A origem e desenvolvimento de cada um destes botGes embrionarios tera consequéncias no
destino que os seus constituintes celulares terdo. As células originadas do botdo ventral, menos

afetado por fatores de crescimento providenciados por tecido mesodérmico que da origem ao

19



complexo venoso, possuem maior propensdo para se diferenciarem em células acinicas ou
ductais, sendo estas responsaveis pela coleta e transporte enzimas e sucos gastricos envolvidos
na digestdo. As células originadas do botdo germinativo dorsal também sdo capazes de se
diferenciar em células acinicas e ductais. No entanto, devido a exposi¢ao mais intensa a fatores
de origem mesodérmica, como FGF10, ha células cuja diferenciacdo adquire um cariz mais

enddcrino?.

Estes precursores dao por sua vez origem a todas as células enddcrinas presentes no pancreas
adulto. A sua diferenciacdo é fomentada pela presenca de neurogenina3, ou Ngn3. Estes
progenitores diferenciam-se posteriormente em duas populagdes celulares diferentes, sendo
estas as de progenitores de células B e 6 e nos progenitores de células o/PP. As células e o
originadas, assim como os as células a e y (também denominadas de células produtoras de
polipéptidos pancreéticos ou PP) sdos as células que irdo habitar os ilhéus de Langerhans. A
diferenciacdo destes dois tipos celulares é realizada pela exposicdo destes progenitores a
diferentes fatores. As células que derivam em células B ¢ & sdo assim ativadas pela expressao
de Pax4, enquanto as células a PP sdo ativadas pela expressdo de Arx, ou Aristaless related
homeobox. Os precursores de células f ¢ 6 derivam nestas células pela expressao de MafA. As
células que expressam MafA diferenciam-se e originam células B, enquanto as que ndo

expressam MafA originam células &*.

1.8 Desenvolvimento da mesoderme

1.8.1 Segmentacdo embrionaria

A mesoderme embrionéria é a camada embrionaria da qual todo o esqueleto é originado. E
também desta camada que o sistema circulatério, musculatura esquelética e lisa, assim como
tecido conetor, cartilagem, tecido enddcrino, aparelho reprodutor, tecido sanguineo e 0s rins
sdo originados. Esta camada germinativa esta presente entre a endoderme e ectoderme
embrionaria e a sua formacéo ocorre pela migracdo celular para a zona intermédia do embrido
em gastrulagdo. Quando esta se encontra estabelecida e se d& o inicio da gastrulacdo e
organogénese, esta mesoderme comeca a diferenciar-se ao mesmo tempo que o estabelecimento
de outras estruturas ocorre. As duas mais intimamente ligadas a este desenvolvimento é a

notocorda e a formacdo do tubo neural pelo desenvolvimento da ectoderme. Esta mesoderme
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ird diferenciar-se de maneira diferente, conforme a sua posi¢éo para com a notocorda e o tubo
neural. A mesoderme pode ser dividida em: mesoderme paraxial, mesoderme lateral,

mesoderme intermédia e mesoderme axial.

A mesoderme paraxial é a mesoderme mais proxima do tubo neural. E através desta mesoderme
que os sOmitos se irdo desenvolver. E também deste tecido mesodérmico que a cabeca

embrionaria se ird desenvolver.

A mesoderme lateral é a camada da mesoderme responsavel pelo desenvolvimento de todo o
sistema de aporte de sangue do organismo, sendo através do desenvolvimento deste que vasos
sanguineos, assim como do coracdo. E desta camada que se irdo também desenvolver 0s 0ss0s

que suportam os membros, assim como a pélvis.

A mesoderme intermédia é a camada da mesoderme localizada entre a mesoderme paraxial e
lateral e estd envolvida no desenvolvimento do rim. Esta também é responsavel pelo

desenvolvimento das gonadas.

A mesoderme axial é o tecido do qual é originada a notocorda. Esta estrutura, localizada no
centro do embrido e que o divide longitudinalmente o embrido, é responsavel pela coordenacédo

do desenvolvimento do tecido circundante, tanto estrutural como génica®'.

1.8.1.1 Desenvolvimento da mesoderme paraxial

A mesoderme paraxial é a camada da mesoderme que é estabelecida em maior proximidade do
tubo neural em desenvolvimento. Esta desenvolve-se em sincronia com o tubo neural e esta
bilateralmente presente a este. O seu desenvolvimento é demarcado pela formacdo dos
agrupados celulares que irdo dar origem aos precursores do esqueleto axial, conhecidos como

somitos.

Este tecido, porém, ndo tem uma igual expressdo em toda a sua extensdo. A formacdo de
somitos € controlada por um gradiente de fatores, sendo 0s mais preponderantes neste tecido o0s
gradientes de BMPs e Noguina. O gradiente é obtido pelo desenvolvimento e deslocacdo da
notocorda, uma vez que esta é incitadora da expressdo de BMPs. E também é através do
estabelecimento deste gradiente, assim como da acao de outros fatores associados ao gradiente,

gue a mesoderme pré-somitica (MPS) é estabelecida. Destes outros fatores envolvidos na
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coordenacdo do gradiente os que a sua acdo é indispensavel para o correto estabelecimento da
MPS s&o os fatores Brachyury e TBX6 3¢3°,

Outro fator também envolvido na regulacdo indireta do controlo € o fator Mesogeninal, que
atua por regulacédo da expressdo de TBX6. Esta regulacdo causa o gradual estabelecimento da
correta disposi¢do celular pela exposicdo dos diferentes estimulos aplicados, levando ao

desenvolvimento das estruturas originadas nesta camada

1.8.1.2 Sbmitogénese

A somitogénese é o culminar do gradual estabelecimento da mesoderme paraxial, que ao se
estabelecer passa a ser a MPS. Esta mesoderme pre-somitica ird desenvolver-se e levar ao
estabelecimento de aglomerados uniformes de células chamados de sémitos. Estes somitos sdo
originados em intervalos de tempo bem definidos e s&o desenvolvidos em sincronicidade, uma
vez que estdo sempre presentes em igual nimero em ambos os lados do embrido e ao longo do

eixo antero-posterior.

O numero de somitos que o embrido possui € determinado pela espécie deste e o seu
desenvolvimento esta associado ao estabelecimento das estruturas axiais da qual o esqueleto se
ird formar. A formacdo destes somitos também néo é apresentada de forma aleatéria. O seu
estabelecimento organizado pela gradual ativacdo e repressdo de genes que ditam o local de
formacédo de cada somito. Estes genes sao conhecidos como genes Hox. O nimero de genes
expressos é diferente entre espécies, sendo no ser humano constituido por trinta e nove genes,
e que sdo atribuidos a cada um dos complexos ao qual estes influenciam. Estes sdo contados do

polo anterior para o polo posterior.

A expressdo dos genes Hox também néo é uniforme, apresentando diferencas na origem da sua
expressao. 0s genes presentes na area mais anterior do plano embrionario apresentam a sua
expressdo originada no sentido 3°, enquanto os genes HOX cuja expressao € mais posterior
apresentam a sua expressdo no sentido 5°. Estes podem ser agrupados em complexos
denominados de complexos paralogos — agrupados em que os complexos Hox sdo formados

por duplicagdo cromossomal.
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Estes complexos resultam numa expresséo gradual, onde a ativagdo e expressao do gene Hox
presente no complexo de acdo anterior causa a gradual ativagdo e expressdo do gene Hox

envolvido na regulacéo e expressao do gene Hox presente no complexo seguinte deste.

Esta expressdo continua leva a um desenvolvimento sincronizado com o desenvolvimento
gradual da mesoderme pré-somitica, isto é, ao longo do desenvolvimento da MPSa expressao
de genes Hox deixa ja premeditada a area de expressao onde os somitos se irdo formar no final
do estabelecimento desta. A este desenvolvimento sincrono é dado o nome de reldgio de genes
Hox “°. Este reldgio é observado no desencadear da ativacdo génica, onde os quatro primeiros
genes Hox constituintes do primeiro paradlogo sdo ativados e expressos, seguidos dos

aglomerados de Hox8/9 e Hox10. Estes por fim ativam a expressdo dos Hox11 e Hox12.

A expressdo realizada ao longo do eixo por estes diferentes genes Hox ndo é dindmica, uma vez
que as células diferenciadas que estdo localizadas em cada uma das zonas de diferente expressdo
de Hox continuardo a manter uma expressdo semelhante a qual as células que as originaram
tiveram. Isto permite que continue a haver uma expressdo de Hox, o que afeta posteriormente
0 desenvolvimento tecidular. Com o padrdo de expressdo estabelecido, MPS passa a

desenvolver as estruturas que dao origem ao esqueleto axial, denominados de sémitos.

Estes sémitos séo originados com o estabelecimento de agrupados de células na mesoderme,
denominados de somitomeros. Estes somitdmeros sdo estabelecidos pela interacdo da
populacdo celular da mesoderme com as células que migram e estabelecem-se paralelamente
ao tubo neural, também em formacéo. A sua derivacao, de somitdbmeros para sémitos, ocorre
gradual e ciclicamente, comecando apicalmente como estabelecimento do primeiro sémito no

polo anterior, marcando o local onde a cabeca se ira formar.

1.8.1.2.1 Formacao de sémitos

Como mencionado anteriormente, os somitos sdo formados pela particdo de agrupados de
células presentes na camada da mesoderme, denominados de somitdmeros. Estes somitomeros
sofrem uma reorganizacdo baseada na especificagédo tecidular pela agdo de reguladores que
coordenam a extensdo e localizacdo dos somitdmeros em transi¢cdo. No entanto, a origem e a
forma como esta coordenacdo e regulacdo é realizada ainda é debatida, mas uma das mais

aceites hipoteses que explica esta transicao € através de mecanismo biomolecular que atua por
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periocidade de expressao de fatores conhecido como reldgio de segmentacao. Nos vertebrados,
a posicao espacial e temporal dos somitos é controlada pela acdo de genes como lunatic fringe
(Ifng), hairyl/hesl e mesol/mesp2cuja expressdo € um dos principais marcadores da posi¢éo

do somito*!.

Outro fator envolvido no estabelecimento de sémitos é o FGF8. Como referido este apresenta
um gradiente de expressdo, com aumento de intensidade no sentido antero-posterior. A
alteracdo da concentracdo de FGF8 é um dos coordenadores da formacéo de sémitos, ja que €
observado que a concentragdo elevada de FGF8 causa a manutencdo das células num estado
mais indiferenciado, enquanto nas &reas onde a sua expressdo é mais diminuida a estas sofrem
as alteracdes que leva, a formacdo de somitos. A zona de transi¢do entre a manutencao de um
estado de maior desorganizacdo celular e o de uma maior organizacdo celular associada a

formagc&o de somitos é denominada de frente de determinagéo .

A formacao dos sémitos é controlada pela acdo de genes como hairyl/hesl ou Ifng, cuja
expressdo é dinamica e periddica. A sua expressao é controlada pela via que ativa a sua
expressdo, denominada de Notch. Esta via controla a formagéo do somito pela acéo inicial de
fatores que induzem a sinalizacéo da via. Esta via, ap0s ser ativada, leva a expressao de hairyl
e Ifng. Estes dois fatores, envolvidos na diferenciacdo celular, tém a sua expressdo regulada
pela acdo de fatores externos a célula, mas € principalmente controlada por feedback negativo.
E a acdo conjunta de todos estes fatores, desde a ativagio externa da via Notch, a expressio e
feedback negativo da expressdo de hairyl/hesl e Ifng, que causa uma expressdo periddica em
qgue ha a presenca destes fatores. Este periodo entre o inicio e a cessacdo da expressdo € o
periodo em que se da a formacdo de um sémito. O intervalo de tempo presente entre a formacéo

de cada somito é caracteristico da espécie em que é observado®2.

1.8.2 Desenvolvimento da mesoderme lateral

A mesoderme lateral, que constitui todo o tecido da mesoderme que envolve a mesoderme
paraxial, é a camada da mesoderme que estd envolvida no desenvolvimento de todas as
estruturas envolvidas no desenvolvimento do sistema circulatério. Este sistema € o primeiro a
ser totalmente formado e esta envolvido desde os estadios mais precoces do desenvolvimento
no transporte de oxigénio e nutrientes necessarios paro o correto desenvolvimento do

organismo cada vez mais complexo, assim como da eliminacdo dos produtos de excregédo
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produzidos pelo metabolismo embrionario. O coracéo é o 6rgdo central envolvido no correto
funcionamento deste sistema e € o primeiro 6rgdo funcional a desenvolver-se no organismo. Os
outros 0rgdos e estruturas associados ao sistema circulatério, como vasos sanguineos e tecido
sanguineo, sao formados em simultaneo ao coracao, estando funcionais de forma mais precoce

do que as restantes estruturas corporais.

1.8.2.1 Desenvolvimento cardiaco

O coracdo, sendo o d6rgdo central é vital para o estabelecimento do correto funcionamento do
sistema circulatério, é um dos primeiros 6rgaos a ter o seu desenvolvimento total realizado,
sendo este alcancado muito antes dos tecidos envolvidos no desenvolvimento de outros 6rgaos

atingirem um estado de desenvolvimento semelhante.

O desenvolvimento deste é iniciado pela diferenciacdo de células precursoras da mesoderme
lateral. Estes precursores sdo influenciados pela expressdo de fatores como TBX5 que causam
uma selecdo destes para formar tecido cardiaco. Este fator, associado a fatores de expressao
mais local como BMPs, FGF ou ativadores da via Wnt, causa a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo internas que levam a ativacdo de genes envolvidos na formacdo de sarcoOmeros,
envolvidos no desenvolvimento muscular cardiaco. Isto permite delimitar a localizacdo das

células afetadas, levando ao estabelecimento do coracéo no local correto.

Estas células, devido a restruturacdo geral do embrido durante esta fase do desenvolvimento,
sofrem de igual forma alteracGes da sua estrutura que causam o estabelecimento de duas
populacdes de células opostas. E a partir destas populagdes celulares que por diviséo celular e
reestruturacgdo se da a formacéo do tubo cardiaco. Este tubo cardiaco ira estabelecer-se no centro
da regido ventral e é constituido por duas camadas distintas de células: uma camada externa,
constituida por células que daréo origem ao miocardio; uma cada interna, composta por células

de cariz epitelial.

A camada externa é a camada que sera responsavel pelo desenvolvimento da parte muscular do
Orgdo, enquanto a camada interna é responsavel pela correta difuséo de fluido para dentro e fora
do coracdo em desenvolvimento. Este comeca por desenvolver inicialmente uma camara com
duas entradas, sendo a abertura anterior conhecida como polo arterial e a abertura posterior
conhecida por polo venoso. Esta estrutura inicial é também composta por duas regides com

funcoes distintas.
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A primeira regido cardiaca é responsavel pela formacédo estrutural de todo o coracéo, estando
ativamente envolvido no estabelecimento de toda a estrutura do 6rgdo, assim como do
estabelecimento dos ventriculos cardiacos. No entanto, como a capacidade proliferativa destas
células presentes na primeira regido cardiaca € limitada, esta atua sobretudo no

desenvolvimento do ventriculo esquerdo.

A segunda regido cardiaca é estabelecida posteriormente ao estabelecimento da primeira regido
e as células que a constituem apresentam maior potencial proliferativo. Este aumento da
capacidade proliferativa promove a continuagdo do correto desenvolvimento das restantes
partes do coracdo. A sua contribuicdo é observada pelo desenvolvimento das restantes
estruturas, como a formacao das estruturas internas do coracgdo, 0s atrios deste e a maioria de
toda a estrutura do ventriculo direito™*. Estas células também estfo envolvidas na formagio da

base do que seré a aorta.

Com o estabelecimento dos precursores celulares que estdo envolvidos na formacéao do coracao,
é iniciado o processo de formacao das estruturas internas deste. Este é coordenado pela diferente
expressdo de fatores de crescimento e diferenciacdo. O controlo é realizado pela agdo de vias
de sinalizacdo BMP e Notch, capazes de realizar uma regulacdo da expressao de diferentes
genes da familia T-box. Sera também a diferente interacdo entre os genes da familia T-box que

irdo causar as diferentes formacdes estruturais presentes.

1.8.2.2 Genes envolvidos da formacdao cardiaca

A formacdo do coracdo, ap6s o estabelecimento das populagtes celulares que dardo origem a
este 6rgdo, sdao controladas pela acdo de vias de BMP e Notch. Estas causam uma expressao
dindmica de fatores da familia T-box, como apresentado anteriormente. A formacgdo das
almofadas cardiacas, que dardo origem as valvulas cardiacas, sdo reguladas pela expressao de
fatores de repressdo TBX2 e TBX3. Estes dois fatores ndo sé estdo envolvidos no
desenvolvimento das almofadas cardicas, como inibem a expressdo de fatores envolvidos na

formagé&o de cardiomidcitos, levando a sua inexpressao nos atrios auriculares.

Os fatores TBX20 e TBX5 estdo envolvidos na restricdo da expressdo de TBX2 e TBX3 fora
da zona de transicao auriculoventricular, levando a sua expressao s6 nessa zona de transi¢ao

entre camaras. Os fatores TBX20 e TBX5 também competem com fatores TBX2 e TBX3 pela
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interacdo com fatores envolvidos na miogénese cardiaca, levando a uma padronizagdo gradual
da expressdo e diferente padronizacdo celular estabelecida. Isto causard a formacdo das

diferentes estruturas, incluindo as fundamentais cAmaras ventriculares e auriculares*.

1.8.2.2.1 Desenvolvimento do septo cardiaco

Simultaneamente ao desenvolvimento destas cAmaras, da-se o desenvolvimento inicial do septo
que as ira separar. O septo é formado pela fusdo de diferentes tecidos iniciais envolvidos na
predeterminacdo da zona em formacéo. Estas partes provém da delimitacdo daquilo que serdo
os ventriculos, auriculas e é&trios coronarios. Este é inicialmente formado durante o
estabelecimento das cémaras corondrias, aquando da reorganizacdo da segunda regido

coronaria.

Este é constituido por duas partes, sendo elas de cariz muscular e membranar, onde o septo de
cariz membranar esta envolvido no estabelecimento daquilo que seré a zona de transicéo entre
as cavidades auriculares e ventriculares. Esta zona, apesar de ter uma grande presenca de células
de origem cardiomiocitica, apresenta também uma populacdo de células originadas na crista
neural, que migram para e se estabelecem ao longo do septo. Estas células sdo as progenitoras
das células de Purkinje que irdo coordenar as contracOes cardiacas do coragdo desenvolvido®.
Com o estabelecimento das cdmaras coronarias, 0 septo € estabelecido e passa a separar
parcialmente o fluxo sanguineo entre estas, sendo sé a sua separacdo total apds o nascimento

do organismo.

1.8.2.3 Desenvolvimento do sistema vascular

O sistema vascular é o sistema composto por toda a rede de vasos capacitados de aporte de
sangue e cuja fungéo é a de facilitar a distribui¢do de nutrientes, oxigenio ou fatores hormonais,
necessarios & manutencdo do correto funcionamento do organismo, assim como a excre¢do de
produtos resultantes da atividade celular. Este sistema, em conjunto com a atividade cardiaca,
é responsavel pelo correto desenvolvimento do embrido, uma vez que facilita a difuséo e

excrecdo de produtos deste organismo cada vez mais complexo.
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O seu desenvolvimento, tal como o coragdo, é dos primeiros a ocorrer, ocorrendo em simultaneo
com o0 aparecimento dos primeiros precursores coronarios. A origem dos precursores das
células que fardo parte dos vasos €, tal como as células precursoras de tecidos envolvidos na
génese cardiaca, a mesoderme lateral. Estas células, através de especializacdo causada pelos

gradientes previamente estabelecidos, irdo desenvolver-se em duas linhagens distintas.

A distingdo apresentada pela diferenciacdo destas células é causada por inibicdo mutua dos
fatores a que estas estdo expostas. As duas linhagens dardo origem as células progenitoras de
masculo liso, presente nas posteriores paredes dos vasos formados, e hemangioblastos, que
dardo origem aos progenitores de células hematopoiéticas*. A sua diferenciagdo distinta é
causada pela diferente exposicdo a fatores que determinam qual origem celular irdo formar.
Nesse sentido, a formacao de células precursoras de progenitores hematopoiéticos e de células
progenitoras de musculo liso sdo alcancadas pela atividade de Notch a que estas células séo

expostas.

A via Notch, assim como as vias de BMP e Wnt, é responsavel pela diferenciacdo em células
de cariz muscular. No entanto, quando a sinalizacdo por esta via € menos intensa, as células
progenitoras estabelecidas durante o estabelecimento da mesoderme irdo diferenciar-se de
maneira diferente, passando a expressar fatores que dardo origem a progenitores
hematopoiéticos. Esta diferenca causada pela maior ou menor exposicdo a Notch é causada

pelos fatores que ambas linhas celulares passam a expressar.

A exposicdo a uma maior atividade de Notch causa a continuacdo da expressdo celular de
dHand (marcador de inespecificidade celular presente nos precursores de ambas as linhas) causa
a eventual diferenciacdo celular para células progenitoras de musculo liso. Contrariamente as
células cuja exposicdo a Notch é elevada, as células em que a exposicdo a Notch é diminuida
sofrem alteracdes na sua expressdo. A maior diferenca na expressdo é a alteracdo da expressado
celular de dHand, que deixa de ser expresso e no seu lugar passa a haver uma maior expressao
de Scl. Como a expressdo de dHand e Scl € mutuamente inibitoria, irdo causar um gradual

estabelecimento das zonas onde cada um destes marcadores ird atuar®.

Depois de estabelecidas as duas populacbes celulares, as células que dardo origem a
progenitores hematopoiéticos irdo igualmente subdividir-se em ambos tipos de celulas

hematopoiéticas ou células progenitoras de endotélio vascular.

1.8.2.3.1 Desenvolvimento vascular
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Com o estabelecimento da linha germinativa envolvida no estabelecimento estrutural dos vasos
sanguineos, € iniciada a sua formacdo. Esta é caracterizada por alteracdes na morfologia celular,
onde as células de cariz endotelial vascular e as células de musculo liso interagem e levam a
formacéo do vaso. Estas alteracdes sdo iniciadas com a formacao das células endoteliais. Estas
celulas, inicialmente encontradas num estado desorganizado, comegam a agrupar-se a formar o
lumen da rede de vasos sanguineos em formac&o. Este processo de formagéo da rede vascular
ndo necessita de acdo cardiaca para ser realizada, sendo esta s posteriormente necessaria para
a especificacdo do vaso como arterial ou venoso. Este processo de vasculariza¢do termina com

a correta irrigacdo de todos os tecidos embrionarios pela via vascular®.

1.8.2.3.2 Desenvolvimento do tecido sanguineo

Simultaneamente a formacao do tecido cardiaco, assim como do estabelecimento e expansdo
da rede venosa, da-se o estabelecimento de populac@es celulares envolvidas na produgdo de
células constituintes do tecido sanguineo. Estas populacdes de células progenitoras de células
sanguineas sao igualmente formadas pela diferenciacdo de hemangioblastos, mas em células

hematopoiéticas.

Na formacdo de células com capacidade hematopoiética, estes precursores iniciam uma
migracdo celular, em que durante dada migracdo tendem a aglomerar-se. A sucessiva
aglomeracéo destas células causard o estabelecimento de uma ilha de producdo sanguinea.
Dependendo do estimulo a que uma célula desta populacdo seja exposta, esta pode diferenciar-
se em duas linhagens distintas: uma linhagem de células hematopoiéticas totalmente
estabelecida, cuja sua Unica funcdo é a de produzir eritrdcitos; e uma linhagem de células
endoteliais, responsavel pela formacao dos vasos sanguineos. Esta selecdo de destinos celulares
a que as células suscetiveis sdo expostas € causada pela expressdo de genes envolvidos na

formacdo de hemoglobina que ditam o seu destino celular?’.

Com o estabelecimento de uma rede vascular, as células originadas por estas células
hematopoieticas serdo transportadas por via do sistema circulatorio ja funcional, contribuindo

para o seu correto funcionamento.

1.8.3 Desenvolvimento da mesoderme intermédia

29



A mesoderme intermédia é a porcdo da mesoderme confinada entre a mesoderme paraxial e
lateral e é responsdvel pela formacdo do rim. esta porcdo, apesar de ndo ter o seu
desenvolvimento ndo dependente da acdo direta de outras por¢cdes da mesoderme, € fortemente
influenciada pela expressao apresentada pela mesoderme paraxial. Esta tem a sua regulacéo de
expressdo base estabelecida pelo gradiente de BMP que, em coordenacdo direta com a
sinalizacéo realizada no contexto do desenvolvimento da mesoderme paraxial, causam o correto
ativar do desenvolvimento e diferenciacdo dos percursores celulares que dardo origem aos

constituintes do rim.

Nos vertebrados, o rim tem a sua génese na populacao de células presente entre a mesoderme
somitica e mesoderme lateral do embrido. Durante este periodo em que se estdo a formar os
somitos, a conjugacdo de fatores de expressdo presentes em ambas porcdes leva ao
estabelecimento da expressao de fatores de transcricdo Pax2, Pax8, Lhx1 (também conhecido
como Lim1), assim como dos fatores Osrl e Gata3*®.

A acdo destes fatores induz as células presentes nesta camada a diferenciarem-se, a
diferenciacéo é iniciada pela expressdo de Pax2 e Pax8, que induz a diferenciac&o inicial destas
células em células pronéfricas. Estas células, precursoras das células dos ductos nefriticos, sdo
incapazes de realizar fungdo renal em estadios mais precoces de desenvolvimento. Durante esta
etapa de diferenciacdo, Lhx1 é ativado e a sua acdo induz a diferenciacdo das células
pronéfricas, convertendo-as em células do ducto nefritico®®. Estas células pertencentes ao
epitélio do ducto nefritico, assim como do restante tecido que dard origem aos outros

componentes do rim, denominado de cordao nefrogénico.

1.8.3.1 Formacéo do rim — Pronefrinio

Com a formacdo da origem tecidular do ducto nefritico, este inicia o seu desenvolvimento. A
expansdo deste é realizado pela expansdo da extremidade caudal, onde esta presente uma frente
de células progenitoras com capacidade migratoria. Em contraste, as células deste ducto
localizadas mais no sentido rostral perdem essa capacidade migratoria, estabelecendo-se

localmente.

Durante esta proliferacdo, a expressao de fatores de transcricdo também se apresenta dinamica.

As células da frente de proliferacdo, com maior capacidade migratéria, Gata3 esta envolvido
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no estabelecimento da capacidade migratoria celular, sendo a sua expressdo responsavel por
dita capacidade migratoria, como a manutencdo de um estadio de indiferenciacdo mais
prolongado. Simultaneamente, a expressdo de Lhx1 esta envolvida no alongamento caudal do
ducto. Estes dois fatores interagem entre si, causando um feedback positivo que mantém uma

expressdo mutua de ambos na extremidade caudal do tecido®.

A transicao celular durante a formacao do ducto nefritico, da frente caudal mais expansiva para
a frente rostal mais estabelecida, é conseguida pela expressao de Osrl. Este fator tem um
gradiente de expressdo em que apresenta maior intensidade no sentido rosto-caudal. E
observado que as células da mesoderme intermédia, mais aproximadamente estabelecida no
lado rostal, apresentam uma maior expressdo de Osrl. A expressao de Osrl diminui, quanto
mais proximo a populacdo celular se encontra do polo caudal, sendo gradualmente substituida
pela expressdo de genes T-box*8. O término da expanséo do ducto renal é o evento em que se a

transicao do estadio inicial do desenvolvimento renal intermédio.

1.8.3.2 Formacao do rim — Mesonefrinio

O desenvolvimento do ducto nefritico, da qual o rim sera originado, causa a ativacao de fatores
de transcri¢do que causam uma alteracdo de tecidos adjacentes a este. Um dos fatores ativados,
Wnt9b, é um fator cuja acao causa o estabelecimento de estruturas nefriticas mais estabelecidas,
denominadas de tabulos mesonefriticos. A génese destes tabulos é coordenada em simultaneo
pela acdo direta das células do ducto, assim como da a¢do indireta da mesoderme somitica, que
ajuda a coordenar a disposicdo na qual estes tubulos se irdo encontrar. O seu desenvolvimento

também esté dependente da sua localizacgéo.

Tubulos que se localizem na porgdo mais rostal sdo influenciados pela presenca de fatores de
transcri¢cdo, como Wilms Tumor protein 1 (Wt1) e Homeobox protein Six1 (Six1). Estes fatores,
em conjugacdo com os fatores associados a posic¢do distal do tecido em desenvolvimento,
causam a fusdo dos tubulos nefriticos ao ducto nefritico central, que ocorre de forma gradual
no plano rosto-caudal. A fusdo gradual destes microtubulos néo serd, no entanto, completa, uma

vez que esta associada ao estado de desenvolvimento do ducto nefritico central.

Quando o ducto nefritico termina o seu desenvolvimento, os tubulos presentes no plano mais

caudal néo se irdo conectar e serdo gradualmente degenerados. Diferencialmente, num embrido
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feminino este ducto e tlbulos associados fazem parte de um sistema separado do sistema
reprodutor, enquanto em embrides masculinos estes irdo se associar ao sistema reprodutor em

desenvolvimento*®0,

1.8.3.3 Formacao do rim — metanefrinio

Com o estabelecimento daquilo que ¢ a estrutura central do rim, este comeca a diferenciar-se
em tecidos mais especializados que estardo presentes no 6rgdo quando totalmente formado. A
estrutura ja presente, composta pelo ducto nefritico e todos os tubulos associados, sofre
alteracOes estruturais. Estas alteragdes estruturais serdo responsaveis pelo desenvolvimento dos

ureteres.

Estas alteracdes sdo induzidas pela atividade das populacdes de células estaminais de tecido
nefritico presentes. Estas células estaminais serdo importantes no desenvolvimento completo
do rim, uma vez que estéo envolvidas na formacao de ureteres, a associacao destes ao sistema

nefrotico central e no estabelecimento das populagdes de nefronios associadas.

1.8.3.4 Formacao do botdo uretérico

O bot&o uretérico é formado durante a partir de populacdes de células estaminais presentes na
mesoderme intermédia localizadas no mesmo plano do local de formacéo do botdo membranar.
Esta populacao celular, com caracteristicas diferentes das apresentadas pela populacdo celular
constituinte do mesonefrinio, sofrem uma migracgéo e estabelecem-se lateralmente aos tubulos
nefridios formados, levando ao estabelecimento das futuras populac@es de células que dardo
origem aos nefrénios presentes. Esta populacdo também estd envolvida na coordenacdo da

sinalizacéo para a formacéo do botdo uretérico.

A formacdo do botdo uretérico ocorre pela presenca de fatores de sinalizacdo Gdnf (glial-
derived neurotrophic factor) e FGF10 que, ao interagirem com recetores presentes nas células
do ducto nefritico central, causam o crescimento de um aglomerado de células que dara origem

ao botdo uretérico.

32



Com o desenvolvimento do tecido originado do bot&o, o tecido mesenquimal estabelecido
comecard por se condensar ao redor deste, permitindo o estabelecimento dos progenitores
celulares na posicdo adequada. Destes progenitores, 0os que dardo origem a nefrénios irdo
estabelecer-se adjacentemente ao epitélio celular em desenvolvimento, enquanto as células que
formardo a camada intersticial irdo estabelecer-se em associagdo a estes precursores

nefréticos®?.

E através desta interacdo entre as células presentes no botdo urético e as células que através do
desenvolvimento deste se estabelecem ao longo da estrutura formada que se d& o
estabelecimento da rede de canais que ird conectar-se as estruturas nefrdticas em
desenvolvimento®. Aos locais onde o estabelecimento das células nefréticas ocorrera da-se o
nome de capsulas de Bowman. Sera nestas capsulas e no ducto nefrético associado que se dara
a filtrac&o e regulacdo realizada a nivel renal, assim como a sua coleta para posterior excregao.
A etapa final do desenvolvimento renal ocorre pelo aumento da complexidade deste sistema,

culminando na formagéo do érgdo caracteristicamente conhecido.

1.8.4 Desenvolvimento da mesoderme axial

A mesoderme axial € a porcdo da mesoderme localizada no centro do embrido em
desenvolvimento, estando abaixo do local de formacdo da crista neural e com as porcoes da
mesoderme intermedidria, lateral e paraxial nas suas laterais. Esta porcdo da mesoderme esta
envolvida no desenvolvimento da notocorda, que € o centro de toda a regulacdo de expressdo e
estabelecimento de gradientes que coordenam a expressdo de todos os fatores envolvidos no

correto estabelecimento das trés camadas germinativas.

Contrariamente ao apresentado noutros tipos de linhagens celulares, a existéncia desta
populacdo celular é transiente, existindo como indutor principal para o desenvolvimento da
crista neural e 0 estabelecimento dos padrfes anteriormente descritos. Esta populacao de células
tem a peculiaridade de apresentarem vesiculas com elevada pressao hidrostatica, o que causa a
criagdo por parte destas células de uma estrutura solida na qual as restantes estruturas podem
desenvolver-se. Com o desenvolvimento do embrido e a criacéo de estruturas mais complexas,
a maioria das células presentes na notocorda sofrem apoptose e sdo eliminadas, mas uma

pequena por¢ao destas subsiste e dardo origem ao niicleo esponjoso dos discos intervertebrais?.
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1.8.4.1 Formacado da notocorda

A notocorda é um tecido cuja origem esta no organizador dorsal, presente no embrido durante
as fases iniciais da gastrulacdo. Durante os estadios iniciais da gastrulacdo, este organizador
dorsal sofre alteragdes que culminam na formagdo da estrutura inicial do processo de

desenvolvimento da notocorda, denominado como cordomesoderme.

Esta cordomesoderme faz parte do tecido mesodérmico, mas sofre alteracfes na expressao e
morfologia que a permitem distinguir-se mais cedo do restante tecido. As alteracdes sofridas
por esta populacdo de células causam uma alteracdo da disposi¢do celular, havendo uma maior
intercalacdo entre si, assim como uma convergéncia neste ponto central do eixo dorsal. Este
aglomerado de células ird estabelecer uma linha continua em que toda a notocorda sera formada.
Com estabelecimento desta populacdo, assim como com o desenvolvimento geral do embri&o,
estas células sdo alteradas, adquirindo uma densa matriz extracelular, assim como um maior
volume intracelular. Estas diferentes alteracdes causam o estabelecimento de uma estrutura
celular rigida, que culmina na formacéo de uma estrutura tridimensional cilindrica que permite
a correta disposicdo estrutural do embri&o®. No entanto, este processo nao ¢ direto, mas sim
ocorrendo por fases. Como indicado anteriormente, a notocorda tem a sua origem na
aglomeracdo celular na linha central do embrido, estendendo-se desde o polo rostal e
acompanhando o desenvolvimento até ao limiar da zona proliferativa caudal, onde ainda ocorre

a gastrulacdo e por consequéncia a notocorda estd em desenvolvimento.

A estrutura transitiva entre o aglomerado menos organizado e o aglomerado estruturalmente
organizado destas células da-se o nome de placa da notocorda. Ao formar-se, esta placa comeca
por adquirir uma forma céncava, adequando-se a estrutura do tubo neural que se formara em
conexdo a esta. Em estadios de desenvolvimento mais tardio, a placa continua a desenvolver a
sua concavidade, penetrando cada vez mais na camada ventral. Através desta forma, a placa da
notocorda adquire a forma de parabola invertida. Isto implica que inicialmente a placa
desenvolve-se como uma estrutura de suporte do tubo neural, com uma forma que se adequa a
sua morfologia, mas que posteriormente desenvolve-se e adquire uma forma

correspondentemente inversa®®.

Em estadios de desenvolvimento mais avancado, esta placa da notocorda continua a

desenvolver-se, sendo as suas extremidades o ponto da extensdo. Estas extremidades, ao
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desenvolver-se, irdo ser expostas as mesmas forgas que exercem o efeito que dé a curvatura a
restante estrutura. Esta curvatura culminara no eventual contacto entre as extremidades que,
quando ocorrer, marcara a transi¢do para o estabelecimento da notocorda definitiva. Quando
formada a notocorda definitiva, esta ira desagregar-se da camada germinativa da endoderme e

estabelecer-se totalmente em associagdo com a mesoderme.

O Unico ponto de associacdo que a hotocorda mantera com as outras camadas germinativas que
ndo a mesoderme sera s6 com o tubo neural. Esta s6 apresenta discrepancias nos polos rostal e
caudal, sendo que no polo rostal ndo h& a formacdo da notocorda definitiva, mantendo-se a
placa da notocorda, enquanto no polo caudal esta apresenta um diametro maior e com uma
populacdo de células do que o apresentado no restante embrido. No polo rostal, esta também

apresenta a particularidade de n3o se apresentar associada ao tubo neural®>®,

1.8.5 Desenvolvimento da ectoderme

A ectoderme é a camada germinativa que se estabelece na camada mais superficial dos trés
tecidos germinativos que se desenvolvem durante a gastrulagio. E através do desenvolvimento
desta camada que o sistema nervoso, assim como a pele, séo formados. O seu desenvolvimento
ocorre simultaneamente ao das outras linhas germinativas, sendo que a ectoderme inicia o seu

desenvolvimento pela formacéo da placa neural, que dara origem ao tubo neural.

1.8.4.3 Estabelecimento da placa neural

A placa neural € todo o tecido originado pelo desenvolvimento da ectoderme, apés a
gastrulacédo. Esta engloba todos os tecidos associados ao sistema nervoso em desenvolvimento,
tanto com funcéo direta neste, como no correto desenvolvimento e atividade. Esta placa neural
apresenta duas zonas de expressdo diferente, com a expressdo de fatores associados ao
desenvolvimento neuronal mais presente na zona central da ectoderme em desenvolvimento e

a expressao de fatores envolvidos na formacéo da pele.

Estas células precursoras que estdo na origem da pele localizam-se mais lateralmente,
delimitando a extensao total da placa. Destes dois subtipos de células presentes na placa neural,

as celulas presentes mais internamente e com a expressao de fatores associados a neuronios
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também apresentam uma sub-expressdo que as diferencia, sendo que dardo origem a quatro
tipos de células neuronais: progenitores neuronais, células da crista neural, precursores de
células pigmentares e células envolvidas na formacao dssea e cartilaginea da face e precursores

celulares que daro origem a todos os 6rgos sensoriais presentes na cabeca do organismo >,

O estabelecimento da placa ocorre ainda durante o processo de alongamento do embrido
observado na gastrulacdo. Durante este periodo de desenvolvimento, o tecido que dara origem
a esta estrutura sofre a influéncia de fatores que causardo a ativacao de marcadores especificos
para células do tipo neural. Um dos mais importantes fatores envolvidos na ativagdo de
marcadores indutores de destino neural € Sox2°°. Enquanto a expressao de Sox2 causa a ativacao
de destinos neuronais, outros genes envolvidos na especificacdo de destinos celulares nao
neuronais na ectoderme esta também em curso. Em ambos 0s casos, a localizacdo da expressao
inicial dos fatores determinantes € causada pelo controlo exercido pelo gradiente de FGF e
BMP, envolvidos na formagdo dos eixos embrionarios®. A expressdo mais proeminente de
BMP ¢ responsavel pela inducdo de tecidos germinativos ndo neuronais, enquanto a indugéao

por FGF causa a diferenciacio em tecido neuronal®®.

Esta diferenca de expresséo causa o inicio do desenvolvimento das diferentes estruturas de cariz

neuronal, que coincidem com o desenvolvimento das outras estruturas iniciais do embrido.

1.8.4.4 Desenvolvimento do tubo neural

O tubo neural é a estrutura da qual o sistema nervoso central se ira desenvolver. A formacao
deste € regulado pela presenca de marcadores especificos como genes da familia Sox, e
apresentam uma auséncia da expressdo de fatores envolvidos no desenvolvimento de outros
tecidos da ectoderme. Esta camada inicial de células ira sofrer alteracbes morfologicas que

causardo a sua invaginagéo e o estabelecimento destas sob a forma de uma estrutura tubular.

Esta ocorre de diferentes formas, sendo a sua formacdo correlacionada com o local em que é
formada. Este desenvolvimento ocorre de duas formas diferentes, sendo estas por neurulagédo
primaria e secundaria®’. A neurulagdo primaria é encontrada no polo rostral e a neurulagdo
secundaria ocorre no polo oposto, no polo caudal. Estes dois tipos de neurulagdo tém também
uma zona de transicdo onde nenhum dos tipos de neurulacdo prevalece, tendo esta

caracteristicas de ambos na zona onde é expressa.
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1.8.4.5 Neurulacdo primaria

A neurulacdo primaria é a forma pela qual a placa neural se desenvolve em tubo neural na zona
mais préxima do polo rostral. Esta ocorre por alteracdes morfoldgicas da placa, onde esta forma
0 tubo atraves de enrolamentos e dobras da placa. Esta é iniciada pela movimentagao celular no
polo rostral, onde as células que delimitam a placa sofrem alteracbes e aumentam a sua
extensdo. Este aumento de extensdo causara a formacédo do sulco neural. O sulco neural ira
dividir o embrido, sendo que cada uma das paredes do sulco se ira estender para o centro, onde

eventualmente se irdo fundir e formar o tubo.

O estabelecimento do sulco ocorre pela expansdo das paredes deste, assim como da gradual
formacéo do sulco. Este é formado pelo dobramento das células localizadas no centro da placa
e que formam o ponto médio da dobra®®. As células presentes neste ponto irdo manter um
contacto préximo com a notocorda também em formacéo e irdo desenvolver-se em simultaneo

com a mesma.

Nas regifes mais anteriores ao ponto médio da dobra em ativa formacao, a fossa neural continua
a desenvolver-se ativamente, com a continuada expansao das paredes. Estas, por acdo mecanica,
comecam a aproximar-se e a cobrir a fossa. Esta acdo mecanica € causada pelo estabelecimento
de dois pontos de ancoragem intermédios, que irdo auxiliar a membrana e permitir que esta
comece a dobrar em direcdo ao centro. Estes pontos de ancoragem possuem células epiteliais
cuja forma é diferente da apresentada pelas restantes células, sendo mais constritas, 0 que torna

a estrutura capaz de formar dobras.

Estruturalmente, estas células sdo semelhantes as presentes na base do ponto médio da fossa e
tal como essas as células presentes nas dobras laterais as suas alteracdes estruturais sdo incutidas
pela acdo da notocorda. Esta notocorda influencia a forma destas células através da acdo de
fatores de transcricdo, sendo as células presentes na base do fosso (estabelecidas sob a forma
do ponto médio) influenciadas sobretudo pela acdo de Sonic Hedgehog (SHH), enquanto as
células presentes na dobra lateral sdo influenciadas pelo gradiente de SHH e BMP®°.

Estes fatores promovem a remodelagéo do citoesqueleto celular, afetando a sua forma. Esta
alteracdo de forma ndo é uniforme, ocorrendo gradualmente. Nos locais mais anteriores, a

membrana comeca a expandir até contactar com a membrana do lado oposto. Em mamiferos, o
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tubo neural é formado em simultdneo em diferentes pontos do embrido, mas apresentando-se
sempre como uma unido continuada das paredes. Quando totalmente encerrado, o tubo neural
ird adquirir uma forma cilindrica de estrutura rigida que se ira desagregar do epitélio da

endoderme, mas que manterd uma forte associacao a notocorda.

1.8.4.6 Neurulacdo secundaria

A neurulacdo secundaria é a forma de neurulagcdo mais comummente encontrada no polo caudal
do embrido em desenvolvimento. Contrariamente a neurulacdo primaria, a neurulacao
secundaria é originada pela expansdo gradual de células da ectoderme localizada no polo
caudal, que promovem a formacéo do tubo neural n&o por cavitacdo e formacéo direta deste,

mas pelo processo de formacéo da estrutura e o seu posterior refinamento.

No polo caudal, a frente da notocorda causa a diferenciagdo celular dos precursores da
ectoderme, causando o estabelecimento de um aglomerado celular ndo uniforme. Este
aglomerado celular sofre gradualmente uma condensacdo, causando levando a uma maior
agregacdo celular. Gradualmente, estas células indiferenciadas comecam a sofrer alteracGes

morfolégicas.

As células localizadas mais no exterior comecam a expressar um fendtipo mais epitelial,
enquanto as células localizadas mais no interior ndo sdo imediatamente afetadas. Estas irdo sim
adquirir gradualmente um fenétipo mais cilindrico e uniforme, denominado de corddo medular.
Simultaneamente a formacdo deste corddo, na extremidade caudal, da-se a formacéo da dobra
cordoneural, que é a estrutura resultante da fusdo do botdo germinativo caudal, da notocorda e

da extremidade caudal do tubo neural em formacao.

Apbs formado, o corddo medular sofre alteracbes morfoldgicas, constituidas pela formacéo de
dois limenes no interior desta. Estes dois lUmenes eventualmente irdo unificar-se, criando um
sO limen continuo. Com a fusdo dos dois lumenes num s0, o tubo neural fica estruturalmente

semelhante ao apresentado na neurulagio primaria®,

1.8.4.6 Neurulacao juncional
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A neurulacdo juncional é o processo de neurulagdo intermediario, uma vez que apresenta
caracteristica no seu desenvolvimento semelhantes a ambos métodos de neurulagdo primario e
secundario. Este ocorre na zona de transicao, interligando as zonas em que cada uma esta
presente. Sendo uma regido de transicdo em que as caracteristicas de ambos estdo presentes, as
células neuronais presentes vao apresentar um desenvolvimento do tubo por expansao e
alongamento do tubo, assim como da formacéo deste com a organizacao do corddo medular. A

zona em que cada um sera expresso €, no entanto, diferenciada.

As células caracteristicamente encontradas na neurulacdo priméria vao desenvolver-se
apicalmente, sendo responsaveis pela formagdo apical do tubo neural. Em contraste, as
populacdes presentes no método de neurulacdo secundario sdo mais encontradas na superficie

basal, desenvolvendo-se em maior contacto com a notocorda °’.

Apds a gastrulacdo e a formacéo dos tipos celulares derivados das trés camadas germinativas,
0s 6rgdos originados pela diferenciacdo e correto estabelecimento destas populacdes celulares

vao continuar a desenvolver-se e dar origem ao que sdo os constituintes de um individuo adulto.

1.9 Desenvolvimento de Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster ¢ um dos modelos animais mais usados atualmente para o estudo
da embriogénese animal. Este organismo apresenta diversas vantagens para este estudo, pois
para alem das diferentes ferramentas que permitem diferentes manipulagfes genéticas é animal
oviparo, pelo que o embrido se desenvolve num ovo depositado externamente a progenitora, 0
gue permite um acesso mais facilitado ao embrido. Este organismo apresenta igualmente a
particularidade de diariamente depositar uma elevada quantidade de ovos, expandindo assim a
quantidade de embrides a ser estudados®®.

Como modelo animal, a D. melanogaster apresenta um ciclo de vida com quatro etapas
importantes de desenvolvimento: fase embrionaria, fase larvar, pupa e fase adulta. Estas quatro
fases de desenvolvimento ocorrem num curto espaco de tempo, uma vez que a esperanca média

de vida deste animal é entre 80 e 100 dias®?.

Uma vez que o ciclo de vida deste animal € curto e o acesso ao embrido é facilmente alcangado,

uma das areas de maior impacto onde € utilizado é no estudo da embriogénese
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1.9.1 Embriogénese em Drosophila melanogaster

1.9.1.1 Desenvolvimento pré-fecundacéo

Em D. melanogaster, a embriogénese engloba todos os acontecimentos desde a fecundacéo até
ao final da gastrulacdo e é em parte semelhante a apresentada por outros organismos
multicelulares, sendo caracterizada por uma rapida multiplicagdo nuclear e um constante
controlo da expressao génica. Em D. melanogaster, o periodo de desenvolvimento embrionério

inicial abrange o periodo entre a deposicéo e fertilizacio do ovo e o inicio da segmentagao®.

Neste organismo, a embriogénese inicia-se antes da deposi¢do do ovo, quando este ainda se
encontra confinado no trato reprodutor. O ovo néo fertilizado, que se encontra parado em

metafase I, é retido até se apresentarem as condicdes ideais para a sua deposicao.

Estas podem ser pelo acasalamento da fémea ou quando se apresenta uma pressao bioldgica ou
ambiental para tal ser realizado. Destas situagdes, s6 se ocorrer um acasalamento bem sucedido

é que se da uma correta fecundacao e ativacéo do ovo.

Quando o estimulo provocado pelo acasalamento € dado, 0 ovo comeca a sua deslocacgdo pelo
oviduto. Durante o seu deslocamento, este vai sofrer alteracGes que permitirdo o correto
desenvolvimento deste quando fecundado, assim como serdo feitas salvaguardas que irdo

impedir que este 0 mesmo sofra poliespermia®.

Com o inicio da movimentacdo do ovo ndo fecundado, uma das alteracGes apresentadas € a
reativacdo do ciclo celular do od6cito, que culminara na formacdo de uma célula haploide
capacitada de interagir com o pronudcleo de espermatozoide, também haploide. Como o
apresentado por outros organismos multicelulares com capacidade reprodutiva, isto é realizado

com o intuito de formar uma célula com a correta proporcéo genémica.

1.9.1.2 Desenvolvimento pds-fecundacéo

Com o avancar do ciclo celular para estadios posteriores a metafase I, comeca a ser observada
traducdo de RNA materno, assim como h& também rearranjos estruturais presentes no ovocito.

E durante transferéncia do ovo, do ovario para o Utero, que que ocorre a fecundagio.

40



No entanto, contrariamente ao observado em outros animais, a fecundagdo néo é a responsavel
pela ativacdo do embrido. Isto é devido a ativacdo ocorrer posteriormente por via de fatores de
stress mecanico. Este stress mecanico € causado pelo aumento da pressdo externa, causado pelo
movimento do ovo em constante contacto com as membranas do ducto reprodutor. As paredes
do ducto apresentam uma concentracao elevada de célcio, que devido a pressdo causada pelas
paredes levam a entrada de calcio no ovo por via de canais iénicos mecanossensiveis®®. Como
noutros organismos, entrada de calcio externo no embrido causa uma cascata de ativacdo

membranar, tornando-a impermeavel a entrada de espermatozoides extra.

De forma igual ao como a impermeabilizagdo ocorre pela expansdo da onda de célcio presente
no ponto de ativacdo, a entrada de calcio causa a libertacdo de reservas internas de célcio, o que
causa uma propagacdo ondular em todo o embrido, capaz de também ativar a expressao génica

do embrido . Durante as horas seguintes, o embrido irda comecar o seu desenvolvimento®?,

Logo apés a fertilizacdo e ativacdo bem-sucedida do embrido, este comeca a dividir-se.
Porventura, estas divisdes ndo sdo como as observadas noutros organismos, ja que a divisao é
somente nuclear. Ao ser somente nuclear, o embrido ir4, num estadio inicial, ter todos os
nacleos mitéticos presentes num s6 citoplasma celular. Estas divises mitdticas que
inicialmente ocorrem a cada 10 minutos, acontecem no plano central do embrido e permanecem

sincronas da primeira a décima terceira divis&o®®.

Com o aumento do nimero de nucleos presentes apds a quarta divisdo mitotica da-se a expansao
destes para a regido mais posterior do embrido. Quando este perfaz oito divisbes mitéticas
sincronas, d&-se a migracao nuclear para a superficie da membrana e o estabelecimento de um
agrupado de nucleos que dardo origem a células polares no polo posterior do embri&o®. E
também a partir desta fase que comeca a observar-se a expressdo de fatores envolvidos na
especificacdo axial embrionaria, sendo primeira observada a especificacdo axial antero-

posterior controlada pelos fatores Bicoid-Nanos®.

Com arealizagdo da décima divisdo nuclear, a migracao nuclear cessa, estando todos os nucleos
presentes na superficie do embrido. E também a partir deste ciclo que a express&o de genes gap
e posteriormente genes pair-rule comeca a ser detetavel®®. Apesar de continuar a realizar
divisbes sincronas, todas as divisdes nucleares posteriormente realizadas pelo embrido

comecam a apresentar um intervalo maior entre cada divisao nuclear.

De forma gradual, € entre o décimo e o décimo terceiro ciclo de replicacdo que a transicéo entre

0 controlo génico por via de RNA materno para controlo génico por via autbnoma ao embrido
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é estabelecida’. Com todas as alteracdes que embrido sofreu entre o inicio da divisdo nuclear
até ao final dos ciclos mitdticos sincronos, o embrido passa a ser denominado de blastoderme
sincicial. E na fase final do periodo de divisdo nuclear livre, entre o décimo terceiro e o décimo
quarto ciclos, que a celularizagdo € iniciada’. E também durante este periodo que a expressio
de genes pair-rule ja é mais predominante, com uma localizac&o j& definida e sob a forma de

stock de tamanho e posigdo corretas’?.

Na Gltima divisdo mitética, o processo de celularizacdo é terminado. E por via deste processo
que os nucleos, presentes na superficie da membrana, sdo gradualmente invaginados e
individualizados, formando posteriormente uma monocamada de células que cobrem a

superficie do embrido™.

Este processo marca a transicao entre a fase do embri&o sincicial e a gastrulagéo.

1.9.1.3 Estabelecimento dos eixos embrionarios por acio de genes maternos

O estabelecimento dos eixos, em D. melanogaster, € um processo que apesar de ser realizado
durante o desenvolvimento embrionério, tem a sua génese ainda a formacéo do odcito. Durante
o desenvolvimento do odcito, este é sujeito a acdo das células de suporte que lhe fornece
reservas nutricionais e RNA. Destes RNAS, 0s principais para o estabelecimento dos eixos séo
RNA mensageiro (MRNA) de Bicoid, Hunchback, Nanos, caudal, oskar, Toll, Dorsal e

Gurken’s.

1.9.1.4 Estabelecimento dos fatores envolvidos no eixo antero-posterior

Como referido, contrariamente ao observado em animais vertebrados, o estabelecimento inicial
dos componentes que fazem parte do eixo antero-posterior em D. melanogaster ocorre durante
o desenvolvimento do odcito, antes da fertilizacdo deste. Neste organismo, € criado durante a
oogénese um gradiente inicial de mMRNAs indispensaveis para o estabelecimento deste eixo
antero-posterior. Os mMRNAs mais importantes para o estabelecimento deste eixo séo Bicoid,

Gurken e oskar.
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Expressdo de Bicoid

A expressdo de Bicoid é obtida através da traducdo de mRNA presente no embrido. Este mMRNA
é depositado no odcito durante a fase de maturagdo’. A localizagdo do mRNA n#o é estatica.
Inicialmente, quando o0 mRNA ainda esta a ser transferido para o odcito, a sua disposigédo é
uniforme, s6 adquirindo a sua disposi¢cdo no embrido apo6s a sua transferéncia para o polo
anterior. Esta transferéncia s € conseguida pela acdo de outro interveniente no estabelecimento
dos eixos, sendo esta realizada pela acdo de Gurken. Apds ser localizado no polo anterior, este
comeca a ser traduzido durante o sétimo ciclo de replicagdo nuclear, aumentando o ritmo nos

ciclos seguintes®,

Expressdo de Gurken

Gurken é um fator cujo papel no estabelecimento dos eixos embrionarios ndo € pela sua acéo
direta no controlo de expressao posterior, mas sim pelo seu controlo nos estadios mais precoces
da transferéncia de mMRNA para a posicao adequada deste. Isto é conseguido pela acéo realizada
por Gurken. A expressdao de Gurken € responsavel pela ativacdo de Torpedo, o recetor deste
presente nas células foliculares que estdo associadas ao odcito em formacdo. Ao ativar Torpedo,
este ira facilitar a diferenciacdo destas células de suporte e causara a ativacdo da proteina
quinase A, dentro do odcito™. Isto causara um alinhamento microtubular, onde a face crescente
destes fica direcionada para o polo posterior’®. Esta disposicdo tera como consequéncia o
transporte de proteinas associadas a face decrescente para o polo anterior, assim como 0
transporte de proteinas associadas ao lado crescente para o polo posterior. Uma destas proteinas
associadas ao transporte para o polo anterior, através da interacdo com estes microttbulos, é
Bicoid.

Expressao de Oskar

Oskar € um dos intervenientes mais importantes no estabelecimento do eixo antero-posterior,
ao auxiliar na organizacédo da disposi¢do dos mRNAs. Tal como Bicoid, a producdo de mRNA
de Oskar ocorre através das células de suporte do odcito, que transferem esse mMRNA para o
odcito. No odcito, este e transportado para o polo posterior, através da interacdo com 0s
microtubulos. A expressao deste fator € responsavel também pela estabilizagdo e formacéo de

microtGbulos, permitindo uma organizagdo gradualmente mais estabelecida’’. Apesar de
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também apresentar funcdes no estabelecimento do eixo posterior, o seu principal contributo é
através do facilitamento do estabelecimento de outros fatores a serem traduzidos

posteriormente.

Expressdo de Nanos

Nanos € um dos fatores mais importantes no estabelecimento do polo anterior no eixo em
formacéo. Porém, o estabelecimento deste é diferente do apresentado, uma vez que é realizado
em duas alturas. Uma ocorre durante um periodo mais precoce da oogénese, em que este é
acumulado de forma desorganizada no odécito; e outra ocorre hum periodo mais avancado da
oogénese. Nesta segunda transferéncia em que temos a gradual transferéncia deste para o polo
posterior’®. A segunda transferéncia também apresenta uma velocidade e especificidade menor
do que a de outros fatores associados a mesma localizacdo, como Oskar. No entanto, tal
ineficiéncia tem como consequéncia a formacgédo de um gradiente mais desenvolvido de Nanos.
Este, atraves da sua interacdo com Oskar, ficara retido no polo posterior, sendo sé a sua

expressao iniciada com a ativacdo do ovo pos-fecundado.

1.9.2 Formacéo do eixo antero-posterior

Com a fecundac¢éo do odcito e a ativacdo do ovo, este comeca o processo de replicacdo nuclear
continua. No entanto, para assegurar que o correto posicionamento da expressao de fatores
envolvidos na gastrulacdo e segmentacdo, € necessario que o embrido tenha estabelecido um
correto padrdo para a expressao. Este é conseguido através do estabelecimento do gradiente

antero-posterior.

O gradiente é obtido através da traducdo de mRNA dos genes maternais envolvidos no
gradiente. Estes mMRNAs, armazenados nos polos do embrido e que se encontram retidos veem
a sua traducdo iniciada durante a divisdo sincrona. Este é criado pela interacdo de Bicoid e
Nanos. Apesar de existirem mais interatores, estes dois fatores sdo os que apresentam principal
funcdo. Bicoid é responsavel pela pelo estabelecimento de toda a expressao génica na zona
anterior, atuando nos nucleos que se apresentam na proximidade e igualmente inibindo a acao
de marcadores presentes no polo posterior, nomeadamente de diferenciacdo Caudal” (Figura

4). De igual modo, no polo posterior, a presenca de Nanos é responsavel pela inibicdo da
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expressdo de Hunchback®. Esta inibicdo é importante, uma vez que promove o correto
estabelecimento estrutural do embrido. Tanto Bicoid como Hunchback estdo envolvidos na
ativacio da expressio de genes envolvidos no desenvolvimento da cabeca e do torax®:,
enquanto Nanos e Caudal estdo envolvidos no desenvolvimento do restante abdémen e das
células germinais que dardo origem ao sistema reprodutor®2. Quando estabelecido o gradiente
de Bicoid e Nanos, estes irdo influenciar a expressdo de genes ao longo deste, levando a
diferente expressdo de genes envolvidos na segmentacdo. A expressdo destes genes ocorrera
apos a transicdo da expressao génica por parte das reservas maternas para a expressao endogena,
sendo coordenada pelos genes gap. Bicoid estd envolvido na expressao destes genes, ao ser um
dos coordenadores do local onde seréo expressos.

Figura 4 - Estabelecimento do eixo antero-posterior pela interagdo de Bicoid e Nanos. A expressao destes dois
genes é responsavel pela formacdo do gradiente de expressdo ativado por este. Legenda: bicoid (rosa), nanos

(verde).

1.9.3 Estabelecimento da expressao de genes gap

Os genes gap sdo genes cuja expressao estd associada ao estabelecimento do padrdo de
expressao envolvido na segmentacdo embrionaria. A sua expressdo, que ocorre durante a fase
sincicial, é resultado da transi¢do da expressdo de fatores maternais para a ativacdo da expressao
dos fatores intrinsecos, nas Gltimas divisdes pré-gastrulacdo®. A expressio destes é definida e
dependente da posi¢do do embrido. Em D. melanogaster, sdo nove os genes gap envolvidos na
segmentacéo. Estes sdo Kruppel®, Giant,® Knirps®, Hunchback®, Tailless®*, Orthodenticle®®,
Buttonhead®, Empty spiracles®” e Huckebein®. Destes genes gap, Hunchback, Kruppel,

Knirps, Giant e Tailless sdo os principais intervenientes no estabelecimento de genes gap. O
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indutor de todo o mecanismo é Bicoid, que é responsavel pelo controlo da expressdo na metade
anterior, enquanto na metade posterior estes sdo expressos pela interagdo com os restantes genes
gap. A expressdo de genes gap sera sincrona e complementar, sendo cada um responsavel pelo
controlo dos genes pair-rule e de cada uma das estruturas desenvolvidas durante a gastrulacéo.
Destes genes gap, Bicoid é o principal coordenador, pois é através da expressdo deste que a

localizacéo dos restantes é estabelecida.

1.9.3.1 Estabelecimento da expressao de genes gap ha metade anterior — Hunchback

Hunchback (Figura 5) € o primeiro gene gap a ser expresso. Este gene tem a sua expressao
associada ao gradiente de Bicoid estabelecido. Isto implica que a expressdo de Hunchback ¢
mais intensa no polo anterior e diminuindo gradualmente no sentido do polo posterior, deixando
a sua expressao de ser observada na zona central do embrido. Este é um dos responsaveis pela

coordenagao dos genes envolvidos na correta formagéo da cabeca.

Figura 5 - Expressao embrionaria de Hunchback ao longo do eixo antero-posterior.

Este coordena a expressdo a sua propria expressdo, assim como a dos genes gap Kruppel,
Knirps, e a posterior expressdo do gene pair-rule Eve®. Hunchback é capaz de inibir a
expressao de Knirps e Kruppel, mas a expressdo de Kruppel é mais dindmica, dependendo da

quantidade de Hunchback presente.

1.9.3.2 Estabelecimento da expressao de genes gap na metade anterior — Knirps

Como mencionado, Knirps (Figura 6) € um dos genes gap cuja expressao € auxiliada pela
expressao de Bicoid e inibida pela concentracdo de Hunchback presente. Este € igualmente um
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inibidor da expressdo de Hunchback, sendo a intensidade da expressdo desta resultante das

concentragdes presentes.

Figura 6 - Expressao embrionaria de Knirps ao longo do eixo antero-posterior.

1.9.3.3 Estabelecimento da expressao de genes gap ha metade anterior — Kruppel

Kruppel (Figura 7) é um gene gap cuja expressao € controlada pela diferenca de concentracdo
deste e de outros genes gap, assim como do gene maternal Bicoid. Este interatua também com

Giant, blogueando a sua expresséao.

F

Figura 7 - Expressao embrionaria de Kruppel ao longo do eixo antero-posterior.

1.9.3.4 Estabelecimento da expressao de genes gap na metade anterior — Giant

Giant (Figura 8) € um dos genes gap cuja expressdo € observada ao longo da extensédo do
embrido. Este ¢ ativado pela expressao de ambos Bicoid e Caudal, assim como é inibido pela

acao de Kruppel e Tailless.
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Figura 8 - Expressdo embrionaria de Giant ao longo do eixo antero-posterior.

Isto levard a formacdo de zonas de expressdao de genes gap bem definidas, resultando numa
correta expressdo e localizacdo posterior dos genes pair-rule. Esta expressdo pode ser
observada na Figura 9.

hb

hkb

: t
bed

50 % egg length 0

Figura 9 - Gréfico da expressdo dos genes gap, ao longo da extensdo antero-posterior do embrido. Legenda:
Hunchback (hb), Bicoid (bcd), Kruppel (Kr), Knirps (Kni), giant (gt), tailless (tll), huckbein (hkb). Grafico retirado
de Pankratz et al, Trends in Genetics (1990).

1.9.4 Estabelecimento da expressao de genes pair-rule

Os genes pair-rule iniciam a sua expressao durante a fase final do desenvolvimento pré-
gastrulacdo, ocorrendo entre o décima terceira e décima quarta divisdo sincrona nuclear. Estes
marcam o inicio da segmentacédo, sendo os responsaveis pelo estabelecimento dos marcadores
envolvidos no correto desenvolvimento segmentario durante a gastrulagdo. A ativacao de genes
pair-rule ocorre em duas fases: ativacdo dos genes pair-rule primarios, através da ativacao por
parte do padrdo preestabelecido pelos genes gap; e ativacdo dos genes pair-rule secundarios,

cuja ativacdo é realizada pela acio dos pair-rule primarios ja pré-estabelecidos®.
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1.9.4.1 Estabelecimento dos genes pair-rule primarios

Os genes pair-rule primarios sdo os primeiros genes envolvidos no processo de segmentacéo.
A sua expressdo é iniciada com o estabelecimento das zonas de expressdo dos genes gap, que
através da sobreposicdo das suas zonas de expressdo promovem 0 correto posicionamento da
expressao génica. Desta ativacdo da expressdo, sete genes pair-rule serdo expressos. Estes sdo
hairy, even-skipped, runt, fushi tarazu, odd-skipped, paired e sloppy-paired®*°. Destes, hairy,
even-skipped e runt sdo considerados genes pair-rule priméarios, uma vez que a sua expressao
é iniciada antes da expresséao de fushi tarazu, odd-skipped, paired e sloppy-paired. A expressao
destes sera distribuida ao longo de sete linhas de expressdo complementares e a localizagdo de
cada um sera estabelecida pela interacdo mutua e pela ativacdo promovida pelos seus
precursores (Figura 10). Da interacdo com 0s genes gap envolvidos no estabelecimento dos
locais de expressdo, Hunchback, assim como de Bicoid, estdo envolvidos na ativagdo da
expressdo destes®?. No entanto, a expressdo de Knirps, Kruppel e Giant, esta envolvida na
repressio ativa destes genes®®. Destes genes pair-rule primarios, hairy e even-skipped sdo os
genes cuja ativacdo e expressdo esta mais intimamente ligada ao padrdo preestabelecido, sendo
0s restantes também regulados por estes, mas também sofrendo autorregulacdo. A expressao
associada a cada um dos genes é, como ocorre com 0s genes gap, intercalada. Cada segmento
é repetido em intervalos entre sete e oito nicleos de distdncia, sendo estas refinadas
posteriormente pela acdo do fator engrailed e dos genes pair-rule odd-skipped e sloppy-paired,
que intercalam a expressdo apresentada nestes por colunas de um a dois ndcleos de diametro
destas. Estes fatores estdo envolvidos na manutencdo do correto estabelecimento dos fatores

expressos, salvaguardando a polaridade dos segmentos embrionarios em formagao®.
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Figura 10 - Distribuicdo das bandas de expressédo de hairy, fushi tarazu e even-skipped durante a fase final
da celularizacgdo e inicio da gastrulagdo. A expressdo de cada um destes genes pair-rule segue um modelo de
padronizacéo especifico, onde hairy (laranja) inibe a expressao de fushi tarazu (verde), mas tem a sua expressao
compativel com a expressao de even-skipped (magenta). Esta coordenagdo da expressao ocorre ao longo de todo
0 eixo antero-posterior e culmina na formacéo de sete bandas de expresséo para cada um dos genes envolvidos.
Entre a expressdo destes trés fatores, hd também uma curta banda de células em que ndo € apresentada a expressdo
de nenhum dos fatores (azul). Imagem retirada de Carroll et al, . Genes & Development (1988).

1.9.4.1.1 Interacdo entre genes pair-rule primarios e estabelecimento segmentar

O estabelecimento do padrdo de expressdo caracteristico da acdo dos genes pair-rule ndo é
constante, mas varia conforme o estado de desenvolvimento embrionario. No periodo pré-
gastrulacéo, os primeiros genes a serem expressos sao even-skipped e hairy. Estes genes, sendo

0S primeiros a serem expressos, irdo auxiliar na coordenacao da expressao de outros genes.

Hairy esta envolvido no controlo da expressdo dos restantes genes pair-rule, sendo capaz de
inibir a expressdo de fushi tarazu, runt e odd-skipped®®*. Even-skipped também atua na
coordenacdo dos restantes genes pair-rule, reprimindo também a expressdo de fushi tarazu,
runt e odd-skipped®-®+*°, Na obstante, tanto even-skipped, como hairy, também veem a sua

expressédo influenciada pela expressao de outros genes pair-rule. Estes dois genes séo capazes
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de coordenar a sua expressao através de repressdo mutua. No entanto, 0 grau com que 0S

diferentes genes pair-rule interagem é diferente.

Os genes hairy e even-skipped tém a sua expressdo dinamica, bloqueando-se mutuamente e
nunca tendo sobreposicdo de expressdo. Estes bloqueiam também fushi tarazu, runt e odd-
skipped, servindo como limitadores das zonas de expressdo destes genes. Destes, runt é também
controlado por odd-skipped, mas este controlo ndo € completo (Figura 11), uma vez que runt
tem também expressdo parcial quando em contacto com fushi tarazu, odd-skipped e even-
skipped. De igual modo, fushi tarazu e odd-skipped também tém também expresséo intercalada

com hairy®:,

Este estabelecimento inicial ird continuar durante as fases seguintes do desenvolvimento, sendo
o0 gradiente mais organizado durante a gastrulacéo e culminando com o correto estabelecimento

dos segmentos no final desta.

Genes gap ’

hairy | runt Even-skipped

Fushi tarazu Sloppy paired Odd skipped paired

Figura 11 - Representacdo esquematica da repressao realizada entre genes gap, genes pair-rule primarios e
genes pair-rule secundarios antes da gastrulacdo. Durante o estabelecimento dos padrbes de expressdo dos
genes pair-rule, a posi¢do inicial onde os genes pair-rule primarios serdo expressos & predeterminada pela
coordenacdo entre o equilibrio de fatores potenciadores e inibidores da expressdo destes, fomentada pela pelos
genes gap. Estes induzem a expressdo inicial de hairy, runt e even-skipped. A expressao destes genes pair-rule
primarios ird coordenar a localizagdo onde 0s genes pair-rule secundarios irdo ser expressos, igualmente através

da inducdo e inibicdo precisa dos genes pair-rule secundarios.
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1.9.5 Gastrulacao

1.9.5.1 Estabelecimento das camadas germinativas

Com o término da celularizacdo e o estabelecimento posicional dos genes pair-rule, associado

a completa transicdo na origem da expressao génica do embrido, este transita para a gastrulagéo.

A gastrulacdo é o processo pelo qual a blastoderme sincicial se desenvolve, levando ao
desenvolvimento dos trés tecidos germinativos que ddo origem a todos os restantes tecidos do
organismo. Estes tecidos apresentam-se bem definidos espacialmente. Como noutros

organismos multicelulares, estes sdo a ectoderme, mesoderme e a endoderme (Figura 12).

A ectoderme primordial ocupa diferentes areas do embrido, sendo encontrada nas regides dorso

lateral e ventral, delimitando a area de agdo que as outras camadas germinativas ocupam®.

A mesoderme apresenta-se predominantemente na zona ventral do embrido, ocupando cerca de

80% da extenso total e 20% da superficie circunferencial do embri&o®’.

A endoderme estd presente predominantemente em duas zonas do embrido, sendo uma
encontrada anteriormente a mesoderme estabelecida e a outra encontrada posteriormente a
mesoderme. Da endoderme presente nestas duas localizagbes, a endoderme presente numa
posicao anterior a area constituida por mesoderme esta localizada na zona ventral, enquanto a
endoderme localizada na zona posterior a mesoderme engloba toda a area circundante do polo

posterior®’.

Figura 12 - Representacdo esquematica das camadas germinativas num embrido de D. melanogaster durante
a gastrulacdo. Durante as fases iniciais da gastrulacdo, da-se o estabelecimento das camadas germinativas
(endoderme, mesoderme e ectoderme) que serdo responsaveis pela formagdo de todos os tipos de tecidos presentes
no organismo adulto. Em D. melanogaster, a endoderme (amarelo) é encontrada nas extremidades embrionérias,
a mesoderme (vermelho) é encontrada de forma dispersa ao longo de toda a zona ventral e a ectoderme (verde)
ocupa grande parte da area dorsal do embrido. Este é tambhém constituido por outras camadas extra. Este apresenta

também a amnioserosa (castanho-escuro), uma camada de tecido extraembrionario envolvida no suporte e
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coordenacdo das alteracGes morfoldgicas do embrido; a mesectoderme (castanho-claro), uma zona de transicao
entre a mesoderme e a endoderme que apresenta caracteristicas presentes em ambas camadas; e as zonas de

formagdo do tubo digestivo (azul), que marcam o local onde o tubo digestivo se ira formar.

1.9.5.2 Desenvolvimento estrutural durante a gastrulacéo

O desenvolvimento embrionario, no inicio do processo de gastrulacdo, esta associado a
restruturacdo do embrido, através da reorganizacdo celular das células recém-formadas. A
gastrulacdo é iniciada com inicial migracdo celular, que causa a formacéo de sulcos transientes.
O primeiro a se desenvolver é o sulco cefélico. Este sulco tem origem no polo anterior do
embrido e desenvolvesse-se ao longo da metade anterior do mesmo®. Simultaneamente a
formacéo do sulco cefalico, sdo estabelecidos os sulcos dorsais transversais, também presentes
na metade anterior e em proximidade do polo. Apesar de desconhecida a sua funcao especifica,
devido a proximidade apresentada para com a futura localizagdo dos segmentos que d&o origem
a cabeca e térax, € argumentado que esta pode ter como funcdo a coordenacdo do

desenvolvimento inicial destas estruturas, dando a marcagio para estas duas areas®.

Estes sulcos formados na metade anterior sdo 0s primeiros a serem originados, pelo que
apresentam um maior desenvolvimento face ao apresentado pelos sulcos posteriormente criados
na metade posterior. Esta formacdo mais precoce esta associada a acdo do gene pair-rule

paired®.

Com o estabelecimento dos sulcos anteriores, a zona ventral comeca a sofrer invaginacdes que
culminardo na formacao do sulco ventral. Este sulco € de grande importancia, uma vez que ird
permitir a migracdo das células da mesoderme em formagcéo para o interior do embri&o®.
Simultaneamente a formacdo do sulco ventral, no centro da metade posterior comeca a ser
observada uma invaginacdo que culminara na migracdo da populacdo celular que constituira a
formagé&o do trato digestivo. No final desta reorganizacdo e com a invaginacdo da mesoderme

da-se a extensdo antero-posterior do embriao®.
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1.9.5.2.1 Desenvolvimento do sulco cefalico

O sulco cefalico € uma das primeiras alteracdes observadas durante o inicio do processo de
gastrulacdo. Este é formado em proximidade do polo anterior e tem a sua formagdo com o
estabelecimento de uma fissura que circunda todo o polo anterior do embrido, incitada pela
expressao e interacao entre Bicoid, Hunchback, e 0s genes gap expressos na parte anterior do
embrido, paired e even-skipped. Esta interacdo génica causa a ativacdo das células iniciadoras,
que por via dessa interagdo génica comegam um processo gradual de invaginacao, formando o

sulco®.

A localizacédo deste sulco é coincidentemente presente na zona que demarca as areas que dardo

origem a cabega e torso!®®,

1.9.5.2.2 Desenvolvimento dos sulcos dorsais transversais

Também durante a fase inicial da gastrulacdo, um fenémeno semelhante ao apresentado na
formagdo do sulco cefélico ocorre na zona dorsal. Contrariamente ao comummente observado,
a formacdo ocorre no sentido posterior-anterior, com o estabelecimento de dois sulcos ventrais.
Estes sulcos sdo transientes, desaparecendo no final da gastrulacdo, com a expansao celular. A
formacdo dos sulcos dorsais estd associada com a interacdo dos diferentes padrdes genéticos
apresentados na formacao dos eixos embrionarios. Destes padrdes, 0 gene pair-rule runt é o
principal organizador, tendo as suas bandas de expressdo localizacdo complementar com a
localizacdo dos sulcos dorsais'®?. Quando se da o estabelecimento dos sulcos no sentido

transversal, estes iniciam uma expansdo lateral.

A expansdo lateral é consequéncia da reorganizacdo e expansdo celular, através da alteracédo
das juncOes que permitem a aderéncia celular®. A alteragdo das junc@es € realizada através da
interacdo destas com a microtabulos, que por via da acdo de fatores como Patronin e
Proteinase-activated receptor (Parl), levam ao controlo dos microtubulos e causam a alteracéo

das células apicais. Esta alteragdo causa o gradual aprofundamento do sulco®,
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1.9.5.2.3 Formacao do sulco ventral

O sulco ventral € uma das principais alteracdes estruturais presentes no embrido. Este sulco,
formado nos estadios iniciais da gastrulagdo, estendendo-se ao longo da zona ventral. O inicio
da formacao do sulco ventral ocorre nos estadios finais da celularizagéo da blastoderme ventral
e é caracterizada por uma gradual alteracdo das caracteristicas das células presentes. Estas
células, das quais estdo presentes células que dardo origem a tecido mesodérmico, comecam a

sofrer alteragdes estruturais que as tornam gradualmente mais planares.

O estabelecimento desta populacdo celular de caracteristicas planares causara a gradual
contri¢do das células presentes no centro, causando a sua invaginagdo. Esta invaginacéo sera
gradual, com as células circundantes a gradualmente se deslocarem para a posi¢do ocupada
pelas células que invaginaram. Isto causara uma movimentacao de massa celular para o interior
do embrido, levando ao estabelecimento de uma estrutura tubular que estara na origem da

formacéo da mesoderme.

1.9.5.2.4 Extensdo antero-posterior

Durante a gastrulacdo, o embrido em desenvolvimento sofre um aumento gradual da populacédo
celular. Este aumento populacional, associado a acdo estabelecida pelos genes envolvidos na

padronizacdo ira ser o indutor para a principal para as movimentagdes observadas.

A extensdo celular antero-posterior é o resultado dessas movimentagdes. Esta comeca a ocorrer
simultaneamente a formagao do sulco ventral. A banda de células da extensdo antero-posterior
é composta por células de diferentes origens germinativas: estas incluem as células presentes
no sulco ventral, assim como as células da ectoderme ventral, dorsal e lateral. Esta estende-se
ao longo de toda a superficie ventral, estando confinada entre o sulco cefalico até ao polo
posterior do embrido. A extensdo do embrido ocorre durante dois periodos distintos: um periodo
de divisdo e movimentagéo rapido, onde se da uma acelerada expansao da banda germinativa;
e uma fase mais lenta, onde o embrido consolida o as células envolvidas na expansdo mais

acelerada e permite que o embrio atinja a sua propor¢do maximat®,

55



A movimentagdo celular ocorre através de dois movimentos simultaneos (Figura 13), em que
h& uma expansédo da populagdo de células ao longo do eixo dorsoventral e uma movimentacdo
simultanea antero-posterior. Esta dupla movimentacdo causa a ocorréncia de uma

movimentacao ciclica, em que se da a expansao do embrido.

.
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Figura 13 — Movimentacéo das populaces celulares durante a gastrulagdo em D. melanogaster. Durante a
gastrulacdo, o embrido de D. melanogaster desenvolve-se rapidamente, sofrendo alteracfes morfologicas. A
alteragdo mais importante envolve um movimento migratorio celular, sendo que hd uma movimentacdo no sentido
dorsoventral associado a um movimento no sentido antero-posterior. Imagem retirada de Gheisari et al,

Mechanisms of Development (2020).

1.9.6 Estabelecimento das camadas germinativas

Com o culminar dos movimentos celulares obtidos durante a gastrulacdo, sdo estabelecidas as
camadas germinativas necessarias para o desenvolvimento correto de todos os tecidos presentes
no organismo. Como esta presente noutros tipos de organismos multicelulares, as trés camadas

germinativas sdo a ectoderme, mesoderme e endoderme.

A ectoderme embrionaria é estabelecida durante a gastrulagdo, com o estabelecimento dos
sulcos ventral e cefalico. O tipo de tecido que sera originado por esta camada germinativa
depende da localizacdo onde esta seja encontrada. Ao longo do eixo dorsoventral e localizado
entre as duas zonas de mesoderme primitiva estdo localizadas a mesectoderme, a

neuroectoderme e ectoderme lateral'®®.

A mesectoderme é a camada da ectoderme que separa a mesoderme ventral da ectoderme
lateral. Esta € uma zona de transicéo, tendo caracteristicas de ambos tecidos. Quando € iniciada
a internalizacdo da mesoderme, a mesectoderme forma a zona central do embrido, uma vez que
acompanha o0 movimento da mesoderme, e estabelece-se na zona de transicdo entre a
mesoderme e a neuroectoderme. Com a gradual internalizacdo, a mesectoderme ira

desenvolver-se e dar origem as células da glia, assim como do sistema nervoso central®°,
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A neuroectoderme é a porcdo de células da ectoderme envolvida no estabelecimento da
populagéo celular envolvida na formacéo de neuroblastos, assim como de toda a rede nervosa
do sistema nervoso periférico. Esta é estabelecida durante o processo de invaginacdo da
mesectoderme e da mesoderme, ficando estabelecida na periferia do sulco ventral. Esta ird
comecar a desenvolver-se com o estabelecimento segmentar e o desenvolvimento de cada um

deles.

A ectoderme lateral € a porcdo da ectoderme cuja funcdo estd associada ao correto
desenvolvimento estrutural do embrido, uma vez que a sua extensdo permite o correto
posicionamento e expansao das restantes camadas, assim como a correta invaginagéo celular
no sulco ventral*?’, Esta, através de uma forte forca de ades3o celular, permite uma constante
manutencdo da compressdo celular. Esta forca aplicada mantém as células circundantes
organizadas, facilitando a movimentacdo celular e causando o dobramento e invaginacao

celular na periferia do sulco ventral.

O estabelecimento e desenvolvimento da mesoderme € um dos processos mais importantes
decorrentes da gastrulagdo. Durante o desenvolvimento da mesoderme, esta sofre alteracoes
epitélio-mesenquimais que promovem a sua extensdo e expansao, assim como promovem a sua

invaginac&o através dos diversos sulcos embrionarios formados?1%,

As células que perfazem a mesoderme primitiva, presentes na zona ventral, vém a sua expressao
afetada pela acdo do fator Dorsal. Este promove a expressao de Snail e Twist. S através da
expressdo mutua destes fatores é que o tecido mesodérmico adquire as suas caracteristicas®.
Snail é importante pois atua como um repressor de transcricdo que delimita a expressdo génica
para a mesoderme primitiva. Twist atua de forma mais generalizada, sendo um indutor para a

expressdo génica geral posterior da mesoderme.*°8,

A expressdo de Snail é importante para a repressdo da expressao de neuralized, assim como em
acdo conjunta com Twist estes ativam a expressdo de Mist, recetores da proteina G e a proteina
transmembranar T48. Estas proteinas possuem todas fungdes envolvidas no controlo do
citoesqueleto, através do controlo de microtibulos e das jun¢Bes que permitem a agregacao
celular. Isto sera importante, uma vez que é atraves deste restrito controlo que serdo possiveis

a locomog&o celular e a invaginagdo das mesmas®10°,
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1.9.6.3 Estabelecimento da endoderme

Tal como as restantes camadas, a endoderme é estabelecida durante a gastrulacdo. Esta
estabelece-se anteriormente e posteriormente a mesoderme ventral, assim em toda a extensao

circundante do polo posterior.

Tal como ocorre com a ectoderme e mesoderme, durante a gastrulacdo a endoderme sofre
invaginagOes graduais. A invaginacdo desta camada germinativa ocorre em duas zonas
distintas, sendo uma na zona anterior do embrido e a outra na zona central do embrido. A
invaginacdo que ocorre a esta camada germinativa estd na origem da formacdo do tubo

digestivo.

A endoderme primitiva tem a sua gradual translocacdo para os locais onde se ird estabelecer
durante a fase de extensdo do embrido. Esta translocacdo €, como ocorre com a mesoderme,
resultado da expressdo de certos fatores que promovem a alteracdo da estrutura celular e
permitem que haja a movimentagédo destas. Na endoderme posterior, sdo Huckebein e Tailless
0s responsaveis pela promocéo da expressdo de Fog!'®. Este fator esta envolvido no controlo
da funcdo associada a miosina. No entanto, contrariamente ao que ocorre na propagacao da
mesoderme, Fog é capaz de causar a ativa¢do de miosina, sendo esta capaz de propagar a sua
ativacdo sem a necessidade de expressao génica constante. Isto implica que a expressédo de Snail

e Twist!10111,

O estabelecimento das trés camadas € o indutor para o correto posicionamento estrutural
embrionario, que ocorre pela predeterminada expressao local adequada dos genes envolvidos
na segmentacao polar.

1.10 Segmentacao

O processo de segmentacdo é um processo que pode ser separado em trés etapas principais:
estabelecimento de genes maternais e gap, genes pair-rule e genes de segmentacéo polar. Este
processo ocorre através da transicdo do uso de material genético materno para uma expressao
propria do organismo, causando uma gradual organizacdo do local onde estes genes
organizadores se localizam. Esta ¢ estabelecida pela continuada expresséo de diferentes fatores
que gradualmente véo especificando o local onde cada tipo de genes sera expresso. Como ja
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indicado, a fase inicial da segmentacdo é regulada pela expressdo de genes gap. Estes genes
ativam numa fase mais tardia a expressao dos genes pair-rule, cuja expressao ocorre no final
do periodo pré-gastrulacdo e continuam durante a mesma, regulando a expressdo dos genes de

polaridade segmentar.

1.10.1 Genes gap

Como ja mencionado, 0s genes gap tém a sua expressdo iniciada na fase final da fase de divisdo
nuclear antes da celularizacdo ocorrer, entre o décimo terceiro e décimo quarto ciclos de
replicacdo. Nesta etapa inicial da segmentacdo, 0s genes gap sao ativados através da expressdo
pré-estabelecida por parte dos genes maternais. O local de expressdo de cada um dos genes gap
é também inicialmente estabelecido ndo s pelo local onde a expressdo de genes maternais 0s
promove, mas pela acdo mutua de repressdo que apresentam. A expressao de cada gene gap
ocorre por via de gradientes de concentracdo, associados a interacdo do gene com outros que
possam causar a sua expressao ou repressao® (Figura 14).

Esta expressdo dindmica acaba por causar o estabelecimento daquilo que é a segmentacédo

inicial, levando a expressao dos genes gap em zonas especificas

59



< Bed
©)

O, T < - ©

—

Figura 14 - Interacgéo entre genes gap no inicio da sua expressao e quando esta ja se encontra estabelecida.
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A expressdo génica dos genes gap é de natureza dindmica, sendo as interagdes realizadas num estadio inicial
baseadas somente em gradientes de origem materna. Em estadios mais tardios onde ja se apresenta uma expressao
mais robusta dos mesmos, estes apresentam uma regulacdo baseada na interacdo estabelecida entre si. Esquema

retirado de Jaeger, Cellular and Molecular Life Sciences (2011).

1.10.2 Genes pair-rule

1.10.2 Genes pair-rule primarios

Os genes pair-rule priméarios sdo ativados durante a Gltima divisdo ciclica do embrido pré-
gastrulacdo, durante a fase de celularizacdo. Nesta fase de transicdo, a expressdo anterior dos
genes gap € o indutor que permite a expressdo mais definida dos genes pair-rule. Estes genes
pair-rule, dos quais a expressdo estd intimamente ligada a expressdo de genes gap séo runt,
even-skipped e hairy. Estes sdo considerados os genes pair-rule primarios, uma vez que a sua
expressao é a primeira a ocorrer. Destes, a expressdo de even-skipped e de hairy é igualmente
a mais pré-determinada, uma vez que a sua expressao € totalmente controlada s pela expressédo
associada aos genes gap, ao invés de runt®. Isto implica que a expressdo génica de genes pair-
rule primarios ocorre como a associada aos genes gap, atraves de expressao ciclica por via de

gradientes de concentragdo. Isto levard a formacéo de sete faixas de expressao para cada um
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dos genes pair-rule primarios. Sera através desta expressao inicial e ao haver o estabelecimento
das faixas que os parassegmentos irdo ser formados. A localizacdo de cada faixa é também bem
definida.

Localizacdo da expressao de even-skipped

A expressédo de even-skipped ocorre ao longo de sete faixas de expressdo que circundam toda a
superficie do embrido e que se estendem ao longo do eixo antero-posterior. A localizagéo destas
faixas é também especificada. Esta ocorre nas zonas em que ha uma expressao mais concentrada
de Hunchback, onde este ativa ou reprime a expressdo de even-skipped através da interacdo
deste com os promotores do gene. A interacdo de Hunchback é também controlada pela
presenca de outros fatores envolvidos no controlo da expressdo, como caudal. A interacéo entre
fatores leva a expressdo diferenciada de even-skipped, que com o acumular proteico sera
regularizado pela interacdo deste com os restantes genes™2. A expressdo de even-skipped é
portanto somente regulada pela posicdo onde a expressdao de Hunchback e outros fatores

associados a induzem.

Localizacdo da expressdo de runt

A expressdo do gene pair-rule primario runt ocorre em dualidade: a sua expressdo é
parcialmente como a de hairy e even-skipped, sendo ativada pela expressdo de Hunchback, mas
a sua expressao é igualmente reprimida pela acdo de Hairy. Runt também tem a sua expressao
realizada ao longo de sete faixas de expressao. As faixas de expressdo de runt sdo encontradas
de forma intercalada com as de Hairy, mas apresentam sobreposic¢ao parcial com as faixas de

expressio de even-skipped**?,

Localizacdo da expressio de Hairy

Hairy é um dos trés genes pair-rule primarios, sendo a sua expressdo somente influenciada pela
acao de genes maternais e genes gap. Como observado nos restantes genes pair-rule primarios,
a expressdo de Hairy est associada a ativacdo da expressdo por via da concentracdo de fatores
como Hunchback, que ativam a expressdo por interacdo com os promotores do gene. Na

obstante, a expressdo deste gene ndo é somente controlada por Hunchback. A expressdo de
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Hairy é simultaneamente controlada pela expressdo do gene materno Bicoid, que promove a
expressdo na metade anterior do embrido. A expressdo dos genes gap Kruppel e Knirps é
igualmente importante, pois contribuem para o correto posicionamento das faixas em

formacao™“.

Correlacdo entre o posicionamento e requlacdo da expressao de Hairy

O posicionamento das bandas de expressdo de Hairy é, como anteriormente observado,
realizado através da intima interacdo entre os nucleos presentes nos locais onde este & expresso
e os fatores que influenciam a expressdo destes. Esta interacao é predominantemente organizada

pela expresséo de Bicoid, Kruppel, Knirps, Hunchback, caudal e Nanos.

Banda 1

A expressdo de Hairy na primeira banda é totalmente regulada pela interagdo dos promotores
com a expressao local de Bicoid e esta envolvida no desenvolvimento da parte do embrido que

da origem a cabeca, uma vez que esta é também regulada por fatores da area dorsoventral®®,

Banda 2

A expressdo de Hairy na banda 2, apesar de presente, ndo é tdo fortemente expressa como as
bandas circundantes. A expressao presente nesta localizacdo é fomentada pela acdo de even-
skipped e de runt, uma vez que a sua acdo permite que haja um refinamento da zona anterior e

posterior a banda®®®.

Banda 3 e banda 4

A terceira e quarta banda de expressao de Hairy aparecem na zona intermediaria do embrido,
estando localizadas na zona de transicdo da expresséo de Bicoid, Hunchback, caudal e Nanos.
Devido a este ambiente em que ndo ha um fator predominantemente mais expresso do que 0s
outros, as bandas sdo produzidas pela acdo doutros fatores do que 0s que marcam o eixo antero-
posterior. Neste local, os fatores cuja expressdo € mais predominante sdo Kruppel e

Knirp8115,117
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Banda 5

A regulacdo que leva a expressao da quinta banda de expressdo de Hairy comeca a apresentar
caracteristicas que a diferem das anteriores. Como esta banda ja se apresenta mais afastada do
polo anterior, a indugéo da expresséo, fomentada pela presencga dos fatores associados a esta
area, deixam de ser estar presentes. Esse facto € comprovado pela variagcdo da expressdo desta
banda. A quinta banda de expressdo Vvé a ativacdo da expressdo através da acdo dos fatores
Kruppel e Knirps, que atuam por promoc¢éo da expressao, mas também pela acdo regulatéria de
Giant, que pela sua interacdo com Kruppel e Knirps, serve de marcador para a delimitacdo da
banda'®®.

Banda 6

A formac&o da sexta banda est4, como ocorre com as bandas anteriores, associada a expressao
genica de fatores envolvidos no estabelecimento do eixo na metade posterior. Por esse motivo,
os fatores que levam a expressdo entre a quinta, a sexta e a sétima banda sdo gradualmente
diferentes. Nesta banda, a expresséo de Kruppel deixa de ser um fator que promove a expresséo,
mas a expressao de Knirps continua a estar presente e a promover a expressao de Hairy. Apesar
de importante, Knirps ndo é o unico fator envolvido na expressao desta banda. A expressdo de
Giant e caudal sdo também importantes para a correta expressdo da faixa, assim como a
expressao de Tailless é importante devido a sua a¢do no estabelecimento do limite posterior da

banda115,118

Banda 7

A sétima banda de expressao de Hairy é a banda cuja expressao ocorre na por¢do mais posterior
do embrido. Como esta banda esta localizada na posi¢ao mais posterior do embrido, o principal
fator envolvido na expresséo deste é caudal. Caudal ndo é, porém, o unico fator envolvido na
expressao da sétima banda. Esta é também influenciada pela expressdo de Bicoid e Kruppel.
Destes trés fatores envolvidos na inducgdo da expressdo, caudal e Bicoid atuam somente como
indutores, enquanto Kruppel apresenta uma acéo dupla. Dependendo da sua concentragéo, este
pode atuar como indutor ou inibidor da expresséo, sendo que atua como repressor quando este

apresenta uma concentragio mais elevada®*®.
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O estabelecimento da expressdo dos trés genes pair-rule primarios é a chave para o
estabelecimento da parassegmentacdo inicial, que ocorre antes do inicio da gastrulacdo. E
também durante esta fase de transicdo, em que o0 embrido entra na fase gastrular, que a expressdo
dos genes pair-rule secundarios ocorre. Estes genes estdo envolvidos na especificacdo mais
detalhada daquilo que serdo os segmentos que se formar&o no final da gastrulacéo e cujo local
de expressao destes genes pair-rule secundérios. O local e a interacdo da expressdo que vao
demonstrar é baseada no padrdo que os trés genes pair-rule primarios formaram, estando a

expressao destes dependente do local de origem.

1.10.3 Genes pair-rule secundérios

A expressdao dos genes pair-rule secundarios é resultado da expressdo anterior e do
estabelecimento das zonas de expressdo dos genes maternais, genes gap, mas principalmente

dos genes que promovem a expressdo destes: 0s genes pair-rule primarios.

Estes genes pair-rule primarios (even-skipped, runt e hairy) sdo os responsaveis pela expressao
daqueles que séo os genes pair-rule secundarios. Estes séo fushi tarazu, odd-skipped, paired,
odd-paired e sloppy-paired®12, A expressdo de genes pair-rule secundarios é responsavel pelo
estabelecimento daquilo que sera a posterior expressdo dos genes de polaridade segmentar,
sendo estes genes 0s responsaveis pela correta posicdo com que o embrido pds-gastrular ira
desenvolver as suas estruturas. Tal como ocorre com 0s genes pair-rule primarios, estes

também se irdo desenvolver sob a forma de sete bandas de expresséo.

A expressdo dos genes pair-rule secundarios estd dependente da acdo promotora de Even-
Skipped, Runt e Hairy. Como ocorre com outros fatores, estes sdo também regulados atraves de

interacOes que promovem ou inibem a sua expresséo.

Expressao de fushi tarazu

A expressao de fushi tarazu e altamente regulada pela expressdo promovida pelos genes pair-
rule primarios. Destes, runt é o gene que promove a expressio de fushi tarazu''®. A expressao
é observada ao longo de toda a extensdo do embrido, mas as bandas de expressao so sdo visiveis
em zonas predeterminadas. Esta predeterminacdo esta relacionada com as zonas onde estéo

estabelecidas a expressdo de Even-Skipped e Hairy. Estes dois fatores estdo envolvidos na
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repressdo ativa de fushi tarazu, contribuindo para a determinagéo das fronteiras anteriores e

posteriores das bandas de expressdo®115121.122,

Fushi Tarazu é também responsavel pela promocéo da expressdo de outros genes pair-rule
secundarios. Este é responsavel pela promocéo a expressdo do gene odd-paired, assim como de
paired. Este também esta envolvido na ativacdo da posterior expressdo de engrailed*?,

Através desta regulagdo, a expressédo de Fushi Tarazu serd encontrada nos locais onde Runt tem
a sua expressdo ativa e sera controlada pela represséo realizada por Hairy e Even-Skipped, com
a expressdo a ocorrer de forma ciclica. E também observado que entre cada um dos segmentos
de expressdo de Fushi Tarazu-Hairy-Even-Skipped ha a formacdo de uma zona celular onde

nenhum dos fatores é prevalente.

Expressdo de odd-skipped

A expressao de odd-skipped, assim como a apresentada por fushi tarazu, € regulada através da
repressdo realizada por Even-Skipped e Hairy. Este também tem como funcionalidade a
repressao da expressédo de engrailed em estadios de desenvolvimento mais tardios. Este atua
dinamicamente com Fushi Tarazu e Even-Skipped, sendo a dindmica entre estes trés elementos
fulcral para o estabelecimento posicional de engrailed. Este atua por repressao, ao reprimir a
expressao de engrailed. Por sua vez, a expressdo de Fushi Tarazu promove a transcricdo de
engrailed. A expressdo de Even-Skipped inibe a transcricdo de odd-skipped. Desta forma, a
expressdo de engrailed € fomentada pela expressdo de Fushi Tarazu, mas é posteriormente
reprimida pela expressdo de Odd-Skipped. Por sua vez, a expressao de Odd-Skipped € reprimida
pela acdo de Even-Skipped. Isto eventualmente causa o controlo da expressdo de engrailed
através da expressdo promovida por Fushi Tarazu, mas que é posteriormente inibida por Odd-
Skipped. Como hé inibicdo por Even-Skipped, da-se a formagao de uma zona onde a expressao
é simultaneamente ativada e a repressdo reprimida, permitindo que seja expresso’>?4, A sua
expressdo é alcancada pela agdo genica previamente estabelecida, ndo sendo influenciada por

nenhum fator em particular.

Expressdo de paired

A expressdo do gene pair-rule paired ocorre com o estabelecimento promovido pela expresséo

dos genes pair-rule primarios. Este também forma inicialmente sete bandas de expressao, sendo
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a sua expressdo independente dos fatores ja presentes’?. Este tem um desenvolvimento
semelhante ao apresentado por genes expressos anteriormente, uma vez que tem um
desenvolvimento gradual, iniciando o seu desenvolvimento a partir da zona central do
embrifo®. Este fator expresso expande gradualmente, expandindo-se para o polo anterior e
posterior!?, Este também esta envolvido no controlo da expressdo de outros genes pair-rule e
de polaridade segmentar. Paired tem a sua expressao regulada pela agéo de Caudal, assim como
por Even-Skipped. Estes genes inibem a expressao de paired, permitindo que a expressao seja
localizada intervaladamente com a expressdo de even-skipped. Simultaneamente, Paired esta

envolvido na expressdo de engrailed®.

Expressdo de sloppy-paired

Sloppy-paired é um dos genes pair-rule secundarios cuja ativacdo da expressdo ndo esta
diretamente associada a nenhum dos genes envolvidos no estabelecimento da
parassegmentacdo. O inicio da sua expressdo ocorre como a associada a Paired, sendo a
expressao iniciada por via da interacdo com o gradiente presente. A sua expressao €, no entanto,
altamente controlada. Sloppy-paired tem a sua expressao controlada por uma variedade de
outros genes pair-rule, sendo a sua expresséo inibida pela acdo de Even-Skipped e Runt, mas
posteriormente este é também inibido por via da repressdo causada por Fushi Tarazu e Odd-
Paired®. Este gene é altamente regulado, uma vez que atua como refinador da expressdo de

outros genes envolvidos no posicionamento segmentar.

Expresséo de odd-paired

A expressdao de Odd-Paired ocorre de forma parcialmente diferente da apresentada pelos
restantes genes pair-rule. Este gene € expresso ndo como um marcador para a correta formagéo
dos segmentos embrionarios, mas sim como um marcador geral que atua como coordenador da
acao dos restantes genes ativos, estando responsavel pela transicdo da expressao que marca a
parassegmentacdo para a segmentacdo em si®t12%, A sua ativagio também nio ocorre na fase de
transcrigdo inicial dos genes pair-rule primarios, assim nem como na fase de transicdo em que
h& o inicio da transcricdo dos genes pair-rule secundarios. A sua expressao ocorre mais
tardiamente, quando estes ja se encontram expressos e com demarcacao definida. Durante a sua

interacdo inicial, a expressdo de odd-paired € regulada pela sua interacdo como 0s outros genes
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envolvidos na padronizacdo. A acdo que Odd-Paired promove é a de refinar as zonas de
interacdo j& previamente estabelecidas entre os padrdes de expressao de genes pair-rule. Odd-
paired atua ao modificar as interacdes ja estabelecidas, tornando-as mais dinamicas. Através
desta acdo, entre o final do estabelecimento dos padrBes de expressdo de genes pair-rule e o
inicio da expressao dos genes envolvidos na segmentacdo, a expressdo de Odd-Paired causa a
alteracdo dos fatores necessarios para a expressdo de odd-skipped. Este, na presenca de Odd-
Paired, vé a sua expressao realizada pela inibicdo de runt, engrailed e sloppy-paired. Por sua
vez, a expressdo de odd-skipped, quando néo esta sob a acdo de Odd-Paired, € silenciado pela

acéo de Hairy e Even-Skipped.

1.10.4 Formacdo das bandas de expressao

A expressdo génica, desde o inicio da ativacdo da maquinaria genética relacionada com a
expressdo dos genes gap até ao estabelecimento final dos genes envolvidos na segmentacao, é
realizada com uma funcéo principal: formar bandas de expressdo que permitem uma gradual
especializacdo da expressdo génica, que culmina na formacdo de sucessivos segmentos que

subdividem o embrido levam a correta posicao das estruturas embrionarias em formacao.

A segmentacdo ocorre durante trés periodos, sendo estes um periodo pré-celularizacdo, onde se
da a expressdo dos genes maternais, seguidos dos genes gap e terminando com o iniciar da
expressdo dos genes pair-rule; fase pés-celularizacdo, durante a gastrulacao e onde a expressao
de genes pair-rule transita para a expressao de genes de polaridade segmentar e uma fase pés-
celularizacdo mais tardia, onde se da o refinamento final da expressdo estabelecida pelos genes
de polaridade segmentar e onde vai ser atribuido a cada segmento a expressao especifica

associada a este?.

A formacéo das bandas de expressao esta intrinsecamente ligada as fases da segmentacgéo, sendo
esta associada ao padréo estabelecido pelos genes pair-rule entre a fase pré-celularizagéo e pos-
celularizagdo. Esta formacéo pode ser também subdividida em trés fases: fase um, em que ha a
transicdo entre a expressao de genes gap para a expressdo de genes pair-rule primarios, que
apresentam uma estrutura bem organizada, e o inicio da expressdo de genes pair-rule
secundarios, que ndo apresentam uma estrutura inicial bem definida; fase dois, onde os genes
pair-rule primarios e secundarios passam a ser expressos de forma mais regular, sendo que as

bandas apresentam periocidade e sobreposicdo entre si; fase trés, onde as bandas de expresséo
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sofrem alteragbes a sua estrutura durante a fase de gastrulagdo, sendo alterada de forma a
dividirem-se em catorze bandas de expressdo. Na fase final da expresséo de genes pair-rule
primarios, a divisdo das bandas de expressao em duas bandas de menor dimensao resulta na

formacao dos catorze segmentos presentes na fase final da segmentac&o'?.

1.10.5 Segmentacdo durante a gastrulacdo

1.10.5.1. Estabelecimento dos genes de polaridade segmentar

A transicdo do embrido pré-gastrular para embrido em gastrulacao é o processo mais importante
no desenvolvimento deste. E através deste processo que por via de alteragdes na composicéo
celular, da morfologia e da expressdo destas células que o embrido desenvolve todas as
estruturas necessarias para a sua viabilidade. Tdo importante quanto a correta formacéao
estrutural é a correta localizagao onde estas formacdes estruturais serdo localizadas. Este correto
posicionamento € obtido previamente pela cascata de interacdes obtido através da interacdo de
genes maternais — genes gap — genes pair-rule primarios — genes pair-rule secundarios. Com o
culminar da expressao destes genes pair-rule secundarios, durante a gastrulacdo um novo grupo
de genes é ativado, sendo este 0s genes de polaridade segmentar. Desta classe de genes, sabe-
se que engrailed 7 e wingless*?” estdo envolvidos no processo inicial da formagdo dos
segmentos embrionarios'?®, enquanto hedgehog'?®, gooseberry*?®, armadillo'?®, cubitus
interruptus®?®, dishivelled® e patched®! estio envolvidos na regulagio estrutural dentro do
territorio que perfaz cada parassegmentos.

A formacdo dos parassegmentos ocorre na transicdo entre a celularizacdo e a gastrulacao,
estabelecidos pela padronizacdo ciclica providenciada pela acdo dos genes pair-rule. Esta

transicdo ocorre, uma vez que a expressdo dos genes pair-rule ¢ transiente!®2,

A transicdo entre o padrdo preestabelecido e os parassegmentos definitivos é obtido pela
expressao inicial dos dois genes principais para este mecanismo, sendo eles engrailed e

wingless.

68



1.10.6 Formacdo dos parassegmentos

A formacdo dos parassegmentos ocorre pela expressao alternada dos genes engrailed e
wingless. Esta expressdo, que ocorre durante o desenrolar da gastrulacdo, € resultado da
necessidade por parte do embrido de adquirir um mecanismo que lhe permita organizar e
posicionar o local onde as estruturas anatomicas se formardo, uma vez que o padréo
preestabelecido pelos genes pair-rule é perturbado pela movimentac&o celular observada®?®, A
expressao de engrailed e wingless, apesar de simultanea, ndo ocorre co-localizada. A expressédo
sera intercalada, sendo essa intercalacdo que leva a formagdo das zonas segmentares. No
contexto do parassegmento em formacdo, engrailed forma o limite posterior do
parassegmento33, enquanto wingless forma o limite anterior do parassegmento®*. A expressao
destes genes envolvidos na segmentacdo é promovida pela expressao de genes pair-rule, assim

como da relagédo que estes genes de polaridade segmentar apresentam entre si.

A formacao do parassegmento ocorre pela expressao inicial de engrailed (Figura 15). Este tem
a sua expressao ativada pela acdo dos genes pair-rule, nomeadamente pela expresséo de even-
skipped e fushi tarazu'®. A expressdo que estes dois genes pair-rule causam nio é co
localizada, mas sim complementar. Isto implica que a expressao de Engrailed é realizada onde

os locais das bandas de expressao de cada um destes dois genes ocorre.
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hairy i runt
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Figura 15 - Esquema da regulacdo dos fatores envolvidos na regulacdo da formagdo de parassegmentos
embriondrios. A formagéo dos parassegmentos € iniciada pela expressdo de engrailed que, por interagdo com
wingless, causa o estabelecimento de catorze parassegmentos que ditardo a posicdo correta da formacdo de

estruturas anatémicas.

Ativacdo da expressao por acdo de Fushi Tarazu

A expressao de engrailed por acdo de Fushi Tarazu € resultado da interacdo direta da proteina
deste com o promotor do gene que codifica a proteina engrailed. A interacdo entre estes fatores
ocorre predominantemente no lado anterior do embrido, visto ser aqui que a expressao de Fushi
Tarazu é mais intensa. Fushi Tarazu atua também de forma diferente da que Even-Skipped
apresenta, sendo responsavel pela expressdo de Engrailed nos locais onde ha parassegmentos

parest??,

Ativacdo da expressdo por acdo de Even-Skipped

Contrariamente a acdo direta apresentada pela expressdo de Fushi Tarazu, que promove a
transcricdo de engrailed por controlo expressional baseado na sua concentracdo local, a
expressdo de engrailed por acdo de Even-Skipped é mais complexa. Estdo ndo ocorre por

interacdo direta, mas pelo controlo deste de outros fatores que ativam e reprimem a expresséo
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de engrailed. Even-Skipped é responsavel pela repressao de fushi tarazu, assim como de odd-
skipped, sloppy-paired, paired e runt. Por sua vez, Paired é capaz de ativar a transcri¢do de
engrailed. Isto implica que a presenca de Engrailed, nos locais onde existe a influéncia de Even-
Skipped, é conseguida pela organizacdo dindmica que este proporciona, ao inibir fatores
envolvidos na repressao da expressdo, mas ao também facilitar a expressdo deste pela ativacao

de fatores envolvidos na transcricdo de engrailed®:13,

Esta dupla ativacao culmina no estabelecimento de catorze zonas cuja expressdo de engrailed
é observada, uma vez que este ira ser expresso a partir das sete bandas de Even-Skipped e das
sete bandas de Fushi Tarazu expressas anteriormente. E com esta expressdo de Engrailed que

a expressdo de wingless se ira iniciar.

Expressao de Wingless

Wingless € outro dos genes de polaridade segmentar que é expresso durante a transi¢do entre a
fase final da celularizacdo celular e o comego da gastrulagdo. A sua expressdo é, por
consequéncia, organizada também pela expressdo dos genes pair-rule even-skipped e fushi
tarazu. Neste caso, a transcricdo de wingless ocorre nos locais onde a expressédo destes genes
ndo estd presente’?®. No entanto, a expressdo de wingless esta associada & expressdo de
engrailed. A expressdo de Engrailed, presente naquilo que serd o limite posterior do
parassegmento, ativa a expressdo de wingless através da expressdo de hedgehog, outro gene
envolvido na formacdo dos parassegmentos. Hedgehog é expresso na forma de gradiente, sendo
este gradiente responsavel pela manutencdo da transcricdo continuada de wingless ao
estabelecer uma relacdo regulatoria continua que mantém a transcricao de wingless (por via da

sua expressao ser mantida por hedgehog ser expresso gracas a engrailed) e engrailed ativas'®'.

1.10.6.1. Consolidacdo dos limites interiores dos parassegmentos

A formac&o dos parassegmentos € consolidada pela expressao dos marcadores que os delimitam
posterior e anteriormente, sendo estes Engrailed e Wingless, respetivamente. Também é ja esta
documentado que a manutencdo da expressdo destes dois fatores, inicialmente independente,
torna-se co-dependente em fases mais tardias do desenvolvimento, sendo marcada pela

formagé&o de um sistema de feedback positivo mantido pela expressao de Hedgehog. No entanto,

71



ndo é sO a expressao de Hedgehog que mantém este sistema no correto funcionamento. A
expressdo deste gene é mantida e permite manter também a expressdo de outros genes de
polaridade segmentar. Uma das formas pelo qual isto ocorre ¢ através do refinamento com que

Hedgehog é capacitado de ativar a expressao de wingless.

Controlo da expressao de Wingless por via da requlacdo de Hedgehog

Como ja observado, a expressdo de Wingless é realizada pela expressdo de Hedgehog, mas esta
expressao também precisa de ser a propria regulada. Tal regulacdo ocorre por via da acédo de
outros genes de polaridade segmentar, como patched e cubitus interruptus. A expresséo inicial
de Hedgehog ocorre inicialmente na mesma zona em que engrailed tem a sua expressao ativada.
E a partir desta zona de maior expressdo que a sua influéncia se alastra para as células da
periferia, levando a expressdo de wingless. No entanto, esta expressdo ndo ocorre por interacao
direta, mas através de um fator intermediario, A esse fator intermediério da-se o nome de
patched®’. Este fator Patched ativa também o fator Cubitus Interruptus. Cubitus Interruptus é
o0 responsavel ndo s6 pela manutencdo da expressdo de Wingless, assim como do controlo da
expressao do proprio patched. A expressao destes fatores dindmicos ocorre sob circunstancias
especificas. A sua expressao é encontrada em células presentes no interior do parassegmento
em formacéo, estando a sua expresséao localizada nas células que ndo apresentam nem expressao
de hedgehog, nem de engrailed. A expressdo aqui também é dindmica, uma vez que a expressao
de Patched causa a inibicdo da expressdo de cubitus interruptus, mas Hedgehog inibe a
capacidade inibitdria de Patched. Isto causa uma regulacdo gradual da expressdo, onde Cubitus
Interruptus ativa a expressdo de wingless, mas a sua expressdo também é regulada tanto de
forma positiva, como negativa, por Patched. Patched é por sua vez regulado por Hedgehog,
que é regulado por Engrailed, tendo a sua expressdo ativada por este, mas a sua capacidade

inibitoria reprimida também por via da expressdo de Engrailed®.

A formacdo dos parassegmentos é a base pelo qual a formacdo dos planos segmentares que
designardo o local onde cada estrutura especifica sera posteriormente formada, durante o
periodo final da gastrulagio e durante as fases posteriores. E também através da formagao dos
parassegmentos e dos posteriores segmentos que o destino celular das células presentes em cada
um é decidido, assim como ha a localizacdo de onde as diferentes alteracGes morfoldgicas seréo

formadas.
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1.11 Gene hairy, um gene pair-rule indispensavel a organizacdo embrionaria

O gene hairy é um gene presente em todos 0s organismos que apresentam uma fase de
organizacdo embrionéria, onde este atua como um dos reguladores da expressdo genica. No
modelo de Drosophila melanogaster, Hairy é expresso durante duas fases do desenvolvimento,
sendo estas durante o desenvolvimento embrionario inicial, onde este atua como um gene pair-
rule envolvido na coordenacdo da formacdo gradual dos parassegmentos, a0 organizar a
expressdo dos fatores envolvidos na formacdo destes. Num periodo mais tardio, Hairy esta
também envolvido na formacdo do sistema nervoso periférico, ao coordenar a formacao de

estruturas associadas a estel®,

Hairy é um gene que codifica uma proteina do tipo hélice-volta-hélice que atua como repressor
de expressdo de outros genes. E através deste mecanismo que a sua expressdo permite que,
durante o desenvolvimento embrionario, as bandas de expressdo deste dos genes que sao

expressos na sua vizinhanca sejam corretamente estabelecidos.

1.11.1 Expressao de Hairy durante o desenvolvimento embrionario

Como ja foi documentado anteriormente, a expressao de Hairy ocorre pela primeira vez durante
a fase final do desenvolvimento do blastocisto sincicial. Durante esta fase, 0os genes gap
anteriormente expressos estabelecem o padrdo que ditara onde hairy e 0s restantes genes pair-
rule serdo expressos3®. Com o iniciar da sua expressdo, este ira gradualmente ocupar sete
bandas de expressao, distribuidas ao longo de toda a superficie embrionaria e no sentido antero-
posterior. A regulacdo deste gene €, durante esta fase, dindmica. Referente a sua expressao,
Hairy tem a capacidade de alterar a expressao de outros genes que se encontrem na sua periferia,

assim como este é capaz de ter a sua expressao alterada.

Na sua capacidade de ser um modelador da expressdo de outros genes, Hairy € sobretudo
importante na modelagdo do gene pair-rule fushi tarazu. Esta modelagdo € a mais importante
durante esta fase do desenvolvimento, uma vez que € através da correta modelacdo da expressao
de Fushi Tarazu que a posterior expressdo génica de elementos envolvidos na segmentacéo
ocorre sem anomalias. Por outro lado, a correta expressao de Fushi Tarazu é tambem regulada

gracas ao correto estabelecimento dos locais de expressao que ditam onde Hairy esta localizado.
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A expressdo de Hairy é controlada primeiramente pelo padrdo formado anteriormente pelos
genes gap, mas é igualmente controlado pela expressdo de outros genes pair-rule que
determinam a localizacdo da sua expressdo. esses genes sdo even-skipped e runt. Estes trés
genes, Hairy, even-skipped e runt, atuam por modelacédo propria e pela modelacao que tém entre
si.

Hairy tem a sua expressdo ativada pela expressao de even-skipped, mas inibida pela expresséo

de runt. Por sua vez, Hairy ativa a expressao de even-skipped e inibe a expressédo de runt. Como

ja afirmado, hairy também esta envolvido na repressdo da expressao de fushi tarazu®*®.

1.11.2 Controlo da expressdo por parte de Hairy

Hairy, sendo um gene que codifica uma proteina com caracteristicas que esta associada a
repressao, é capaz de influenciar a expressdo de outros genes atraves da acéo direta ou indireta
gue tem sobre os seus alvos. Apesar da sua funcdo ser somente repressiva, este é capaz de

indiretamente ativar a expressao de outros genes.

Através do uso destas propriedades, € observado na literatura que uma das formas como este
gene altera a expressdo de genes alvo é através da inibicdo direta que este causa no promotor
do gene'*°. Nestes casos, Hairy é capaz de inibir a expressio do gene alvo, ao ser capaz de
interagir com o promotor em si. Nesse sentido, esta particularidade torna-o um competidor pela

interacdo com o promotor, ndo permitindo que este seja ativado.

Outro mecanismo pelo qual Hairy estd envolvido na repressdo da expressdo é através da
alteracdo da compactacao da cromatina. Neste tipo de regulacdo, a proteina tem a capacidade
de interagir com marcadores que regulam a abertura da cromatina. Ao interagir com 0s
marcadores, quer por metilacdo/desmetilacdo ou por acetilacdo/desacetilacdo, este ird alterar as
propriedades da propria cromatina. Este método de repressao é indireto, uma vez que nao ha
uma repressao direta, mas sim uma repressao dos mecanismos que permitem a interacdo com o

promotor de genes alvo, mantendo estes impossibilitados de terem interagio*.

Outra forma pelo qual Hairy regula a expressdo génica é pela sua interacdo indireta que
promove a expressao de outros fatores. Apesar de ser um fator envolvido na represséo génica,
este também est& envolvido na ativacdo indireta da expressdo génica de outros fatores, como é

0 caso de even-skipped. Este tipo de regulacdo indireta é alcancado através da regulacéo direta
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de outros fatores que estdo envolvidos na inibi¢do da expressdo do fator em si. Um exemplo
deste mecanismo € a interacdo entre os trés genes pair-rule Hairy, even-skipped e runt. Nesta
dindmica, a expressdo de even-skipped é indiretamente promovida pela acdo de Hairy, que ao
ter uma repressdo mutua com runt vai competir com este pela interacdo com even-skipped,

promovendo a sua expressiot3.

| 12 Hipotese e objetivo

Na formulacdo da presente tese, foi estudada a organizacdo e a expressao de genes pair-rule,
assim como foi ponderado qual o mecanismo pelo qual essa organizagéo ocorre. Esta regulagédo
estudada, em particular a regulacdo realizada pelo gene Hairy, é importante pois a expressao
do gene tem de ocorrer num local e tempo especifico. Este controlo € realizado através do uso

de mecanismos de regulacdo transcricional.

A regulacdo transcricional ocorre por diferentes vias, mas ocorre maioritariamente pela agéo de
ribonucleoproteinas, que sao estruturas proteicas que apresentam a capacidade de se agregar a
mRNAs que apresentem sequéncias especificas para a mesmal#?, Este mecanismo permite o
reconhecimento de determinados fatores, permitindo que a sua localizagdo ou expressdo possa
ser alterada.

Um exemplo deste mecanismo é apresentado pelo mecanismo envolvido na formacdo dos
gradientes que regem a formacdo do eixo antero-posterior. Neste mecanismo, 0 mMRNA que
codifica para a formacdo de oskar no polo posterior é alcancado pela afinidade que este
apresenta para com o polo negativo dos microtibulos. A especificidade para o transporte por
via de microtubulos é também regulada por acdo de fatores que regulam a capacidade de
associagdo aos mesmos. Este mecanismo, no qual foi identificado a acdo da ribonucleoproteina
Drosophila Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 1 (dFMR1), é um dos principais
mecanismos pelo qual se d& a regulacdo. Esta proteina atua por agdo direta, ao inibir a expresséo
da proteina de associagdo a microtubulos Putsch, e por ag¢do indireta, ao promover a expressao

de RNAs de interferéncia (RNAI), que inibem a transcricdo do mRNA alvo#,

Através de estudos realizados anteriormente com o intuito de observar possiveis interatores
que interagissem com Hairyl no modelo de Gallus gallus domesticus , foi observada a interacdo
de Hairyl com microtubulos. Isto levantou a presente hipotese, que Hairy apresenta uma fungéo

conservada em D. melanogaster, sendo que a localizagdo da sua expressdo pode ser regulada
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pelos mesmos mecanismos que abrangem outros, ou seja, que a localizagéo da expressao de
Hairy pode ser controlada pelo mesmo tipo de mecanismos que coordenam a expressao de

outros genes com expressao espacial especifica.

Para tal, este trabalho teve como objetivo validar um stock de D. melanogaster que apresenta
um construto genémico contendo Hairy em fusdo com GFP, associado a um promotor
enddgeno. Este stock foi adquirido por intermédio da Bloomington Drosophila Stock center,
um consorcio especializado na criacdo e manutencao de variados tipos de stock diferentes de

Drosophila.
A escolha deste modelo serviu para demonstrar, numa primeira instancia, que:

) Hairy-GFP esté presente numa linha de D. melanogaster recebida no laboratério
i) Hairy-GFP é expresso durante a embriogénese em D. melanogaster
iii) Hairy-GFP comporta-se e forma bandas de expressao semelhantes as descritas para

Hairy enddgeno.

Trabalho posterior ira verificar a existéncia de uma interacdo entre a proteina Hairy e
microtibulos em Drosophila e caraterizar a sua relevancia, tentando assim confirmar que esta

proteina interage com microtubulos.
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11 Materiais e métodos

11.1 Protocolo de cultura e manutencdo de stocks

A manutencdo dos stocks utilizados durante este trabalho foi realizada com temperatura
controlada de 25°C, sob ciclo de exposicao a luz natural. Os diferentes stocks foram mantidos
em frascos de cultura contendo meio suplementado (farinha de milho, levedura, Agar-Agar,
acucar branco, dgua fervida, extrato de malte e niapagina). Os diferentes stocks foram mantidos
em frascos de 23 milimetros diametro x 75 milimetros altura ou 48 milimetros didmetro x 95

milimetros altura, de acordo com quantidade de espécimes que se pretendem obter.

Foram usadas trés linhagens de D. melanogaster (tabela 1), onde cada uma apresentava

caracteristicas relevantes para a realizacéo do trabalho experimental.

Tabela 1 - Stocks de Drosophila melanogaster utilizados durante o trabalho experimental

Nome Genotipo Origem

abreviado

OR Oregon-R (wild type) Colecédo do
laboratorio

Hairy- y[1]w[*];PBac{y[+mDint2]Jw[+mC]=hryEGFP.S}VK0003 | Colecdo do

GFP 7 Laboratorio

His2av- P{His2Av.GFP(S65T)}1 Colecéo do

GFP laboratorio

11.2 Anestesia

Para a elaboragdo dos procedimentos experimentais a serem efetuados, os modelos animais
tiveram de ser previamente selecionados e separados por sexo. Para tal, os modelos a selecionar
foram primeiramente anestesiados através exposicdo ao didxido de carbono (CO.), sendo
depois transferidos para o flypad. O flypad € constituido por uma superficie porosa ligada a um

sistema fornecedor de CO> que emana CO> suficiente para manter os modelos num estado de
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anestesia geral prolongado (Figura 16). Atraves da manutencdo deste nivel de anestesia é-se
possivel selecionar com seguranca os modelos, sem ocorrer a possibilidade de os modelos

poderem escapar.

Figura 16 - Equipamento utilizado para a selecdo, tratamento e anestesia de D. melanogaster. Legenda: 1-Lupa; 2-

Flypad; 3-Palheta de selecdo?; 4- Injetor de CO2 (para garrafas); 5-Controlador de intensidade da luz; 6- Controlador da
administracdo de CO2; 7- Mortudrio dos espécimes; 8- Pedal de administragdo de CO2 para o flypad

11.3 Elaboracédo das placas de Petri revestidas

A elaboracgdo das placas revestidas inicia-se pela elaboracdo do meio de agar. Para tal, e para
um volume total de 500ml, foi inicialmente pesadas 9,8g de Agar granulado da marca NZYTech.
Quando corretamente pesado, este agar é entdo transferido para uma garrafa de 500ml e é-lhe
adicionado 250ml de agua destilada (dH20). A mistura é entdo fervida, até se observar que o
agar se dissolveu por completo. De seguida, deve ser adicionado 10g de acucar comercial e
125ml de dH20. Volta-se a ferver a mistura, havendo o cuidado para ndo caramelizar o agucar.
Sequencialmente, devem ser adicionados 125ml de sumo de maca. A solucdo deve entdo ser
deixada a arrefecer até apresentar uma temperatura aproximada de 50°C. quando esta
temperatura é atingida, pode ser adicionado 5ml de nipagina (TEGOSEPT) 10%. Quando
terminado, o agar pode ser colocado em placas de Petri, numa quantidade suficiente para cobrir

toda a superficie basal da placa.

78



11.4 Elaboracdo das cages para recolha de embrifes

Figura 17 - Esquema das cages usadas para recolha de embrifes Legenda: 1 - Clpula de plastico;
2 - Modelo de D. melanogaster; 3 - Placa de Petri com meio de subsisténcia

A cage (Figura 17) é, na sua totalidade, composta por um meio de sustentacdo dos modelos e
uma superficie delimitante para garantir que ndo h& fuga dos modelos. Esta é construida
sequencialmente apo6s haver a selecdo da quantidade e especificidade dos modelos a serem
usados. A sua elaboracdo comeca com a transferéncia dos modelos para a cupula de plastico.
Sendo esta transferéncia bem-sucedida, deve-se proceder a selagem da clpula com recurso a
uma placa de Petri revestida com gel de agar com aroma a fruta. Quando selada, a cage deve

ser mantida imovel e horizontalmente, até que os individuos colocados recuperem da anestesia.

11.5 Selecdo de embrides em estadios de desenvolvimento especificos

Antes da selecdo dos embrides para estudo, foi decidido os embrides recolhidos apresentavam

entre 1 e 3 horas de desenvolvimento:

Antes da selecdo prévia dos embrifes a serem usados nos processos experimentais,
determinados passos necessitam de ser realizados, de forma a se obter uma colecdo de
espécimes com idades e caracteristicas morfologicas uniformes. Primeiramente, depois de se
proceder a substituicdo das placas colocadas antes do inicio do protocolo, estas terdo de ser
mantidas em incubacédo por um periodo de quarenta minutos, de forma a haver a certeza de que
as fémeas usadas irdo depositar todos os embrides que possam ter retido devido a sobrelotagédo

da placa anterior, levando a que todos os embrifes posteriormente depositados tenham uma
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idade mais uniforme. Apos esse periodo de incubacdo de quarenta minutos, as placas sdo
novamente trocadas e 0s espécimes sdo novamente postos em incubagdo, sendo nesta etapa
incubados por um periodo total de trés horas, mas repartido em duas fases: uma fase de
deposicdo ativa de embrides por parte das fémeas durante duas horas, sendo que ap6s estas duas
horas as placas sdo trocadas e estas séo incubadas separadamente; uma fase de maturacao de
uma hora, onde os embrides se irdo desenvolver. Isto permite que todos os embrides usados
tenham uma idade relativa de no minimo uma hora e no maximo trés horas. Isto ira também

permitir que todos os embrides usados tenham entre sete e catorze ciclos mitoticos nucleares.

11.6 Protocolo de descorionacdo

Cdrion

Membrana Vitelina

Embrido

Figura 18 - Representacdo esquematica de um embrido completo. Este é constituido por trés partes principais:

Cérion (cinzento);Membrana vitelina (amarelo); embrido (amarelo-torrado)

Este protocolo tem como finalidade a remogdo bem-sucedida da camada de protecdo mais
externa do embrido, também denominada por cérion (Figura 18), sem que haja danos
associados ao embrido em si. O processo baseia-se num processo sucessivo de lavagens cuja
funcdo é, respetivamente: lavagem do embrido; descoriona¢do com uso de produtos capacitados
de dissolver o corion; lavagens sucessivas com 0 objetivo de remover vestigios do meio de

remocao do corion. Neste sentido, o processo pode ser representado por:
- Lavagens dos embri6es numa solucdo de Tween 0.1%;

- Secagem dos embriGes num meio absorvente;
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- Lavagem intermediaria num recipiente com agua, de forma a diluir ao méaximo vestigios
de Tween que possam ter permanecido apds secagem;

- Nova secagem dos embrides;

- Lavagem numa solugdo com 1,75% de hipoclorito de sédio. E no presente passo que se
da a descalcificacdo do coérion e de sua consequente remogao;

- Trés lavagens sucessivas, de forma a diluir e eliminar quaisquer vestigios de hipoclorito

de sodio que possam ainda néo ter sido eliminado.

11.7 Protocolo de fixacdo

Ap0s o processo de descorionacdo, deve-se proceder a realizagdo de um protocolo de fixacgéo,

de forma a preparar os embrides recolhidos para a o protocolo de Staining.

Apos serem lavados e descorionados, os embrides devem ser transferidos para um frasco de
vidro, com uma solucéo de 2,23ml PEM (pipes, glucose, EGTA, MgS04, Triton X-100, H20)+
0,270ml formaldeido 37% + 2,5ml heptano.

Os embriBes descorionados séo fixados com incubacdo a temperatura ambiente, durante vinte
e cinco minutos e com agitacdo. Os embriGes sdo depois recolhidos para a remocdo da

membrana vitelinica (desvitelinizacéo).

11.8 Protocolo de desvitelinizacdo manual dos embrides de Drosophila

Apbs o processo de fixacdo, os embrides sdo recolhidos e depositados num papel de filtro

Whatman. Esse papel de filtro permite a evaporacao mais eficaz do heptano.

Quando se observar que os embrides estdo devidamente secos, estes devem ser transferidos
para uma fita-cola de dupla face em que uma das faces esta colada a uma placa de Petri. Tal
transferéncia deve ser feita pressionando os embrides cuidadosamente contra a fita-cola, de
forma a finalizar a transferéncia. Aquando da transferéncia esteja concluida, os embrides devem
ser submersos numa solucdo de PBS 1x. De seguida, os embrides devem ser desvitelinizados
manualmente, com o auxilio de uma lupa. A desvitelinizacdo é realizada através da insercao de

um objeto perfurante (normalmente uma agulha) entre a membrana vitelina e o embrido, de
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forma a separar ambas as partes. Um embrido separado de forma bem-sucedida ira desagregar
da membrana e flutuar no meio de PBS, enquanto a membrana continuara colada a fita-cola.
Apds todos os embrides terem sido extraidos com sucesso, estdo sdo recolhidos para um tubo

Eppendorf e preparados para Staining.

11.9 Protocolo de desvitelinizacdo com recurso a metanol

O protocolo de desvitelinizagdo com recurso a metanol € um processo em que a membrana
vitelina é retirada através de lavagens sucessivas com diferentes concentracdes de metanol.
Nesse sentido, o protocolo é iniciado imediatamente ao final do protocolo de fixacdo dos
embrides. Quando acabada a fixacdo, a fase mais densa (correspondente a solucdo de
PEM/Formaldeido) deve ser extraida, deixando a menor quantidade possivel deste. Quando
retirado, deve ser adicionado 2,5ml de metanol a solucéo. Depois de se adicionar o metanol, o
frasco deve ser vigorosamente agitado por um minuto. Isto ird causar a rotura da membrana
vitelina, levando ao afundamento do embrido. Quando terminada a agitacdo, os embrides
acumulados no fundo devem ser recolhidos e transferidos para um Eppendorf. Quando
colocados no Eppendorf, o meio em que estdo suspensos deve ser retirado e deve ser substituido
por 1ml de metanol 100%. Esta suspenséao deve ser entdo posta em agitacdo durante 5 minutos,
sendo repetida um total de trés vezes. Depois destas trés lavagens, o meio deve ser retirado e
devem ser feitas trés lavagens de 5 minutos com solu¢des de metanol:PBT (PBS+Triton X-100)

com proporcdes:

- 3:1 metanol:PBT (PBS+Triton X-100);
- 1:1 metanol:PBT (PBS+Triton X-100);
- 1:3 metanol:PBT (PBS+Triton X-100)

Quando terminada a Ultima lavagem, o meio com metanol:PBT de proporcéo 1:3 deve ser
retirado e trés lavagens com PBT devem ser feitas, tendo estas uma duracgdo de 5 minutos cada.
No final da ultima lavagem o PBT ¢€ extraido e deve ser adicionado 1ml de PBS e 1ul de DAPI,

de forma a ser realizado o protocolo de staining.
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11.10. Protocolo de Staining

Apds extracdo e recolha dos embrides, estes sdo submetidos a um processo de Staining. Para
tal, € primeiramente retirado o PBS 1x proveniente do meio da extracdo anterior, ao que é
adicionado entdo 1ml de PBS 1x novo. Esta troca tem como objetivo os embrides ficarem num

meio com volume e pureza determinéveis.

Neste novo meio de PBS usado, é entdo adicionado 1 pl de marcador DAPI, ficando a solucéo
total numa proporcdo volumétrica de 1:1000 ul de DAPI:PBS 1x. Devido ao DAPI ser
facilmente degradavel quando exposto a uma fonte luminosa, todo o processo de lavagem a
sequir a adicdo deste deve ser realizada sem a presenca de quaisquer fontes luminosas. A
lavagem deve ser entdo realizada de forma coberta, de forma a ndo permitir a presenca de fontes

luminosas, durante 15 minutos no minimo.

Durante este processo o DAPI, um marcador que intercala com DNA, procede a marcacao
gradual das zonas ricas em Adenina-Tiamina do DNA, facilitando assim a posterior observagéo
deste. Passado o0 tempo minimo necessario para uma marcacdo homogeénea, é terminada a
lavagem e os Eppendorfs sdo retirados. Destes Eppendorfs o PBS é entdo retirado, tendo
cuidado para nao haver perda de embrifes. De seguida, um meio de preparacdo das laminas é
preparado. Para tal, é adicionado um meio de preparacdo DAKO. Este meio é entdo colocado e
com o auxilio de uma pipeta da-se a ressuspensao dos embrifes neste meio de forma cuidadosa,

de forma a ndo criar bolhas de ar.

Aquando da completa ressuspensdo dos embribes no meio DAKO, toda a suspenséo é entao
transferida e cuidadosamente colocada numa lamina, de forma a novamente prevenir a criagéo
de bolhas de ar que possam ficar retidas na lamina. O meio ¢ entdo fixado na lamina com a
aplicacdo da lamela e deixado entdo a secar. A amostra é também posteriormente selada, de
forma a promover uma maior preservacdo dos espécimes. Apds todos estes procedimentos, a

amostra estara pronta para ser analisada com recurso a microscopia.

11.11 Protocolo de imunostaining

Este protocolo é iniciado de forma semelhante a outros anteriores, sendo a descorionagéao e

fixacdo semelhantes as anteriormente apresentadas. Nesse sentido, apds a fixag&o ser realizada,
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é extraido todo o meio presente, sendo este substituido por uma solucéo de heptano:metanol de
proporcdo 1:1. Esta deve ser agitada até se comprovar que todos os embrifes se encontram
depositados no fundo do frasco. Quando todos estiverem depositados, devem ser recolhidos e
transferidos para um Eppendorf. Deve-se proceder a trés lavagens sucessivas destes embrides
num meio de metanol 100%, tendo cada lavagem uma duracdo de 5 minutos. Apos estas trés
lavagens, os embriGes devem ser reidratados, através de lavagens sucessivas, com duragdo de

5 minutos cada, em:

- Metanol:PBT, com proporc¢éo de 3:1;
- Metanol:PBT, com proporc¢éo de 1:1;
- Metanol:PBT, com proporc¢éo de 1:3;
- PBT.

No final da dltima lavagem, deve ser retirado o PBT e deve ser adicionado 1ml de PBT (Triton
X-100) de concentracdo 0,5%. Este deve ser posto em agitacdo durante um periodo de 1-2h.
Quando terminado, este PBT deve ser retirado e deve ser adicionado 1ml de SDS 0,5%,
deixando a incubar em agitacédo por 1 minuto. Quando terminado, retira-se rapidamente 0 meio
de SDS 0,5% e sdo realizadas duas lavagens sucessivas e rapidas dos embrides com PBT 0,5%.
De seguida, 0 meio da Ultima lavagem é retirado e substituido novamente por PBT 0,5%, sendo
estas lavagem feita durante 5 minutos em agitacéo constante. Quando terminada a lavagem, o

meio € retirado e substituido por um 1 ml de meio de bloqueio. Este é constituido por:

- 50 pl de Donkey serum (DS);
-25ulde BSA ;

- 925 ul de PBT 0,5%.

Devem ser adicionados 300ul de meio de bloqueio aos embrides e devem ser postos a lavar sob
agitacdo durante 1-2h. Quando terminado, deve ser adicionado 1pl de anticorpo primario,
diluicdo 1:200 , e esta deve ser deixada em incubacdo durante 16-24h, a 4°C e em agitacéo
constante. Terminada esta incubacdo, o0 meio deve ser retirado e devem ser realizadas trés
lavagens com PBT 0,5%, sempre sob agitagdo e com duragéo de 20 minutos. O meio deve
também ser trocado entre lavagens. No final da terceira lavagem, o meio deve ser trocado por
300ul de meio de bloqueio com a presenca de 1l de anticorpo secundario, e deve ser incubado
sob agitacéo por 1-2h. a partir desta lavagem, todo o processo deve ser realizado sob a menor
presenca de luz possivel. Terminada a lavagem com o anticorpo secundario, 0 meio de blogueio

deve ser substituido por PBT 0,5% e devem ser realizadas trés lavagens sucessivas, com
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agitacdo e com duragdo de 20 minutos. Terminadas as trés lavagens, o meio deve ser substituido
por PBS e devem ser feitas duas lavagens de 5 minutos, com agitacdo constante. Por fim, este
PBS deve ser trocado e uma dltima lavagem com PBS deve ser feita. Terminada a lavagem,

deve ser montada a lamina.

11.12 Anélise por microscopia e tratamento de resultados

Este protocolo pode ser separado em duas partes: analise e colecdo de resultados através de
analise com recurso a microscopia e tratamento dos resultados obtidos através do uso de
software adequado. A observacao foi possivel através do uso de um microscopio Zeiss Imager
Z2 w/ motorized stage, suportado por meios visuais e computacionais. Isto permite uma melhor
analise dos embrides preparados, assim como das suas propriedades que sdo de interesse. Apds
ser determinado que um embrido é considerado de interesse, uma foto representativa deste é
efetuada para posterior analise e tratamento. Este procedimento ¢é efetuado o nimero de vezes

necessario, com todas as ampliac6es consideradas relevantes.

11.13 Tratamento de imagens

Aquando do término da aquisicdo das imagens pretendidas, deve-se proceder ao tratamento
destas, de forma a melhorar e tornar mais percetivel as qualidades de interesse. Todo estre
processo foi realizado no software “Fiji ImageJ”. Isto é alcancavel através da atribuicdo de
canais cromaticos representativos dos fluor6foros usados, sendo estes um canal azul,
representativo da expressdo de DAPI; e um canal verde, representativo da coloragdo associada

a presenca da proteina GFP associada a proteina de fusdo Hairy-GFP.

Apobs esta escolha, a intensidade do sinal € entdo regulada em ambos os canais € 0 seu resultado
é guardado, para haver uma analise detalhada de cada um separadamente. Estes serdo tambéem
tratados e escalados de forma que a sua apresentacéo seja uniformizada. Quando todos 0s passos
anteriores estejam concluidos, da-se a juncao das imagens obtidas de todos os canais, de forma
a se obter uma imagem completa. A esta imagem sdo também adicionadas escalas e
uniformizacdo, conforme as anteriores. No final, todas as imagens devem ser guardadas em

conformidade do desejado.
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11.14 Protocolo de Polimerase Chain Reaction (PCR)

Para a realizacdo do protocolo de PCR foi, antes de se proceder ao protocolo em si,
predeterminado qual o fragmento de DNA a ser amplificado, assim como foram selecionados

0s reagentes usados na reacdo de mistura da amplificacao.

Nesse sentido, tivemos de primeiro identificar os primers que permitiram a amplificacdo do
genoma  desejado. Estes primers foram identificados como GFPFw158-
AAGTTCATCTGCACCACCGG para a cadeia antisense e GFPRv461-
CGTTCTTCTGCTTGTCGGCC para a cadeia sense do DNA.

Com a identificagdo dos primers, foram reunidos todos os constituintes a serem usados na

reacao de mistura da amplificacéo.
Para um volume total de 25 pl por tubo estes foram:

- Buffer 10x — 2,5ul

-MgCl - 1,5 pl

-DNTP - 0,5 ul

- Primer forward — 0,5 pl

- Primer reverse — 0,5 pl

-DNA-1pl

- H,0 — 18,25 ul

- Tag (NZYTaq Il DNA polymerase) — 0,25 ul

Este volume foi repetido um total de sete vezes, um por cada uma das amostras analisadas.

Destes, todos os regentes foram adicionados conforme a sequéncia apresentada, sendo a
polimerase Tag adicionada no final da mistura. De seguida, esta mistura foi homogeneizada em

cada um dos tubos e colocada no termo ciclador.
Neste, as amostras expostas a ciclos de replicacdo nas seguintes condigdes:

- 95°C — 3 minutos

- 94°C — 30 segundos
- 53°C — 20 segundos
- 72°C — 20 segundos
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- 72°C — 10 minutos
- 4°C — até retirado

Destes, a sequéncia de temperaturas entre 94°C — 30 segundos, 53°C — 20 segundos e 72°C —
20 segundos € repetida trinta e cinco vezes, uma vez que é durante este ciclo que se da a
replicacdo do DNA de interesse. No final dos trinta e cinco ciclos, este passa por um periodo de
estabilizacdo final a 72°C por 10 minutos e € posteriormente conservado a 4°C até ser usado.

Quando terminado, as amostras estdo prontas para ser analisadas.

11.15 Protocolo de preparacao do gel de agarose a 1%

Para a preparacao do gel, foram reunidos os seguintes reagentes:
- 0,69 de agarose

- 60 ml de 1x TAE Buffer

- 5ul GreenSafe DNA stainning

A preparagdo do gel inicia-se com a adicdo da agarose ao meio tampdo TAE. Quando
adicionado, este deve ser aquecido e agitado, devendo ter-se em atencdo para que a agarose
fique totalmente dissolvida. Quando se observe que esta se encontra totalmente dissolvida,
deve-se deixar arrefecer e deve ser adicionado o marcador de DNA, agitando levemente para

que este seja homogeneizado.

De seguida, este deve ser posto num recipiente adequado, sendo também colocado um pente

com o numero de pocos desejado. Deixa-se arrefecer até solidificar por completo.

Quando terminado, o pente deve ser retirado e este deve ser transferido para uma tina de

eletroforese.
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11.16 Preparacdo da eletroforese

Na tina de eletroforese, o gel deve ser submerso em 1xTAE Buffer, até que se encontre
submerso. Neste, devem ser adicionados a ladder e os sete produtos analisados. Estes foram

adicionados na seguinte ordem:

- ladder

- Controlo negativo
- Controlo positivo
- Réplica 1

- Réplica 2

- Réplica 3

- Réplica 4

Em todos os pogos, foi adicionado 24 pl de amostra, mais 1 pl de DNA loading dye. Quando
adicionada, a tina deve ser fechada e os elétrodos colocados no local correto. Deixa-se correr
as amostras durante um periodo de 90 minutos a uma voltagem de 90-100 V. Retirar quando as

bandas se apresentarem expressas.



111 Resultados

1. Otimizacdo de um protocolo para observacao de proteinas em fusdo com GFP em

embrides de Drosophila ap6s fixacdo quimica.

Para a realizagdo deste trabalho, foi-nos necessaria a aplicacdo de protocolos que permitissem
a correta observagdo de uma proteina em fusao com GFP em microscopia de fluorescéncia. Para
tal, comecamos a testar um protocolo que permitisse a observacao em embrides de Drosophila
de proteinas em fusdo com GFP apos fixacdo quimica. Resultados anteriores indicavam que era
possivel observar proteinas em fusdo com GFP em ovérios de Drosophila apos fixagdo com
formaldeido'*’. No entanto observacio de proteinas em fusio com GFP em embrides implica
etapas adicionais como a remo¢ao da membrana vitelina. A remog¢ao da membrana vitelina ¢

habitualmente removida apds incubacdo com metanol o que pode levar a desnaturacao de GFP.

Para verificar se era possivel observar proteinas em fusdo com GFP em embriGes de Drosophila
apos fixacdo quimica recolnemos embrides depositados por fémeas do stock
P{His2Av.GFP(S65T)}1. Este stock expressa histona 2Av em fusdo GFP (His2Av-GFP)
(Figura 19A) cuja expressao e estavel e a localizacdo é bem definida. Fixamos com formaldeido
e testamos dois protocolos de desvitelinizacdo diferentes. Num dos protocolos a membrana
vitelinica é removida por dissolucdo com metanol, no outro protocolo a membrana vitelina €
removida manualmente, ao estereoscopio e com a ajuda de forceps (ver material e métodos)
(Figura 19B).

Os resultados obtidos parecem indicam que é possivel observar His2Av-GFP com os dois
protocolos, no entanto desvitelinizacdo manual permite aquisicdes de imagens por microscopia

de fluorescéncia de maior qualidade (Figura 19C,D)
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Figura 19 - Andlise comparativa entre protocolos de desvitelinizacdo quimica e
desvitelinizacdo manual de embrides de D. melanogaster. (A) Representacdo esquematica da
histona2Av com GFP; (B) Representacdo esquematica dos protocolos utilizados. legenda: bl
— recolha dos embrides, b2 — descorionacdo quimica e fixacdo com formaldeido, b3 —
desvitelinizacdo por metanol, b4 — desvitelinizacdo manual, b5 — montagem, b6 — analise ao
microscopio; (C) Embrides com idade de 120 minutos, fixados com formaldeido,
desvitelinizados manualmente e marcados com DAPI, provenientes de fémeas com gendtipo
his2Av-GFP. (D) Embrides com idade entre 100 e 120 minutos, fixados com formaldeido,
desvitelinizados por exposi¢do quimica e marcados com DAPI, provenientes de fémeas com

gendtipo his2Av-GFP. Escala: 100 um



2. Confirmacao da insercédo de Hairy-GFP no genoma de um stock de Drosophila.

Num estudo anterior realizado por Vencem et al. 2009, foi criado um construto contendo a
sequéncia gendmica do gene Hairy de Drosophila, incluindo o seu promotor, em fusdo com a
proteina GFP (Figura 20A). Este construct foi depois inserido no cromossoma 3 utilizando o
P(acman) BAC library system, que permite a recombinagdo genética e a integracdo mediada
pela integrase ®C31 em locais especificos attP, garantindo a inser¢ao de grandes fragmentos
genodmicos no genoma de Drosophila. No mesmo trabalho foi demostrado expressao de Hairy-
GFP durante o desenvolvimento do embrido de Drosophila por imunohistoquimica (Figura
20B). O stock criado por esses investigadores estd disponivel no Bloomington Drosophila Stock

Center (BDSC) com o nimero 30876 e foi encomendado para a realizacdo deste trabalho.

Uma vez recebido o stock de Drosophila com Hairy-GFP no laboratoério comegamos por
verificar se o stock estava correto confirmando a presenca de Hairy-GFP por anélise PCR. Para
tal extraimos DNA utilizando o kit Kapa expresss de quatro machos do stock e primers
especificos para a sequéncia de DNA de GFP (Figura 20C). Adicionalmente usamos de DNA
extraido de stock OR como controlo negativo e stock P{His2Av.GFP(S65T)}1 como controlo
positivo. Os resultados mostram uma banda de tamanho aproximado de 350 pares de bases que
era o tamanho esperado em todos os machos testados (pocos e a /) no controlo positivo (pogo
d) mas nao no controlo negativo (pogo c) (Figura 20C). No controlo negativo do PCR (poco b)

também nao doi detetada nenhuma banda.

A confirmac¢do da presenca da banda por via de PCR nos machos testados permitiu a
confirmacao da presenca de Hairy-GFP no stock usado. Seguindo essa conclusao, foi analisado
se este se encontrava expresso também durante o periodo embriondrio. Para tal, foi realizada
uma marcagao da presenca de GFP por via de andlise imunofluorescéncia. Esta foi realizada
em embrides com idades entre 120 e 210 minutos pds ativacdo e conforme os protocolos
estabelecidos. Neste protocolo, foram aplicados dois anticorpos com fung¢ao especifica, sendo
o anticorpo primario IgG de coelho anti-GFP e o anticorpo secundario de morganho anti
anticorpo IgG primario de coelho conjugado com Cy3. A visualizagdo dos resultados da
marcacao (Figura 20D), através do uso do microscopio de fluorescencia, permitiu observar que
a expressdo de GFP esta presente durante o periodo embrionario, corroborando os resultados
obtidos por PCR.
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Figura 20 - Confirmacgdo da expressdo de Hairy-GFP na linha de Drosophila

utilizada.

A — Representacao esquematica do construct genomico de Hairy-GFP inserido na linha
de Drosophila (BL30876; yw; PBac-hry-EGFP) com a indicacao dos primers utilizados

para confirmagao da sua presenca no stock.

B — Padrdo de expressdo esperado para a proteina GFP de acordo com resultados

anteriores (Venken et al., 2009).

C — Confirmacao da presenca do construct hairy-GFP no stock utilizado, através de
analise por PCR. Legenda: a) — marcador de peso molecular; b) — controlo negativo de
PCR; ¢) — controlo negativo do modelo - stock OR; d) — controlo positivo - stock
P{His2Av.GFP(S65T)}1; e) — yw; PBac-hry-EGFP — réplica 1; f) — yw; PBac-hry-EGFP
—réplica 2; g) — yw; PBac-hry-EGFP — réplica 3; h) — yw; PBac-hry-EGFP — réplica 4.

D. Confirmacdo da expressdao de Hairy-GFP na linha utilizada através de andlise por
imunostaining com recurso a marcagao com anticorpo o-GFP em embrides com estadios

de desenvolvimento compreendidos entre 4 ¢ 8 na categorizacdo de Bownes (BS).

3. Observacdo da expressao de Hairy-GFP no stock de Drosophila selecionado

Através dos protocolos escolhidos, fomos analisar a expressdo de Hairy-GFP durante o

desenvolvimento embriondrio em D. melanogaster durante os ciclos mitoticos finais,

celularizacdo e gastrulagdo. Para tal, fomos observar a expressdao do gene em embrides com

1dades compreendidas entre 80 e 180 minutos pos ativacdo do embrido, tendo sido adquiridos

embrides com divisdes nucleares compreendidas entre nove e catorze. Foram também

observados e adquiridos embrides com idade superior, encontrando-se ja em gastrulagdo

(Figura 21). Nesta aquisi¢ao de embrides, podemos observar a correta expressao de Hairy-GFP,

com este a ter a sua expressao iniciada na altura correta (Figura 21, C13/14) e mantendo-se

expresso ao longo do desenvolvimento posterior.



MERGE DAPI GFP

Figura 21 - Analise da localizacdo de Hairy-GFP durante o desenvolvimento primario de
D. melanogaster, com idades compreendidas entre 80 e 180 minutos pds-fertilizacdo. Os
embrides foram fixados com formaldeido, desvitelinizados manualmente e marcados com
DAPI. Os embrides resultam de fémeas com fendtipo hairy-GFP, regulados por promotor
enddgeno. A expressao de hairy-GFP ndo € visivel antes da transi¢ao entre o ciclo 13 e o ciclo

14. Escala:100um.
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1V Discussao

Todo o projeto de tese presentemente elaborado foi concebido com o intuito de averiguar se
Hairy, um gene que presente tanto em vertebrados como em invertebrados, se encontra
corretamente expresso no stock de D. melanogaster selecionado no periodo anterior a

celularizagao.

Através de resultados anteriormente observados noutros modelos animais, foi observada uma
interacdo entre Hairy e microtubulos, pelo que foi inquirido se tal propriedade se encontra
conservada entre espécies. Através desta analise, foi posta a hipotese que esta constituiria mais
um dos mecanismos pelo qual ha a regulacdo genica através de Hairy. No entanto esta
correlacdo ndo foi ainda confirmada, necessitando que haja um estudo mais aprofundado da
possivel interagdo. Também podemos observar ¢ comprovar que o stock de interesse com o
constructo de Hairy-GFP apresenta condi¢des para que seja usado no estudo dessa possivel

correlagdo entre Hairy e microtibulos.

1. Otimizacao de um protocolo para observacdo de proteinas em fusdo com GFP
em embrides de Drosophila apoés fixacao quimica

A otimizagdo dos protocolos usados para a obtencao da expressao de Hairy-GFP ao longo do
desenvolvimento embrionario pré-gastrulacao foi um dos pontos principais que estabelecemos
antes da aquisicdo dos resultados. Para tal, selecionamos os protocolos que apresentaram
melhor qualidade final dos embrides obtidos. Foi selecionado um protocolo de descorionagdo
quimica, um protocolo de fixagdo dos embrides com recurso a solucio PEM/formaldeido e
heptano, um protocolo de desvitelinizacdo, um que permitiu a coloracdo dos nucleos
embriondrios através de DAPI e um de montagem dos resultados na lamina de observagao,

através da aplicacdo de agente quelante DAKO (Figura 19B).

Destes protocolos, a escolha do protocolo referente a remogao da membrana vitelina foi o que
levantou mais questdes, uma vez foram apresentados dois protocolos, cada um com as suas
caracteristicas distintas. Um dos protocolos apresentava a remoc¢ao da membrana vitelina por

acdo manual e o outro realizava a mesma finalidade, mas por acdo de metanol. Ambos os
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protocolos que escolhemos foram adaptados a partir de protocolos presentes na literatura, sendo

otimizados para as caracteristicas apresentadas pelo stock escolhido!*+!4°,

Como o stock de interesse ainda nao tinha sido comprovado como viavel, a otimizacao foi feita
com o uso de um modelo de caracteristicas semelhantes, o P{His2Av.GFP(S65T)}1 (Figura
19A). este modelo selecionado apresenta um constructo de GFP associado a subunidade 2AV
do complexo das histonas, como mencionado anteriormente. Esta ¢ uma das oito subunidades
que constituem uma histona. A proteina GFP associada tem a particularidade de emitir um sinal
luminoso quando excitada, permitindo identificar a sua localizacdo precisa no interior do
embrido. Isto ¢ importante uma vez que as histonas tém como principal fungdo a protecao e
compactagdo do material genético presente no interior do nucleo. Apesar de a proteina de
interesse ndo ter uma fungdo ativa na expressdo ou repressdo génica, a sua localizacdo ¢
conhecida, permitindo a andlise da qualidade da eficiéncia dos protocolos aplicados. Tal
eficiéncia ¢ obtida pela co localizacdo do sinal do fluoréforo e do marcador de DNA

posteriormente aplicado durante o protocolo de stainning.

A escolha de qual sequéncia de protocolos a ser usada (Figura 19B) foi feita através da
visualizacdo da qualidade dos resultados obtida pela realizagdo de cada uma das variantes,
realizadas de forma individual. De forma a estabelecer qual dos resultados apresentava melhor
qualidade, foi analisada a integridade estrutural do embrido, assim como a especificidade do

sinal.

Ambos protocolos diferem na forma como a membrana vitelina ¢ extraida: no protocolo de
remog¢ao manual da membrana vitelina, esta € removida através do rompimento da membrana
vitelina pela acdo mecanica com recurso a forceps; no protocolo de desvitelinizagdo quimica a
remocao ¢ feita com recurso a metanol, sendo a membrana extraida pelo uso de alcoois que
levam a permeabilizagdo e consequente rutura da membrana por via de agitagdo mecanica

vigorosa !4,

No protocolo de desvitelinizagdo manual, a extragdo ocorre por acao de forcas mecanicas. Estes
sdo primeiramente imobilizados, com a aplicagdo posterior de forga mecéanica que causa o

rompimento da membrana, havendo a separagio do embriio da membrana vitelina'*.

No protocolo de remocao quimica por via de metanol, a extragdo ¢ feita por consequéncia da

146

acdo que alcoois organicos causam na membrana vitelina'*°. Ao permeabilizar a membrana,

esta fica mais suscetivel a ser danificada por a¢des externas que possam causar a sua rutura.
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Dos resultados obtidos, foi possivel observar-se que ambos apresentam vantagens e

desvantagens.

Na aplicagdo do protocolo de desvitelinizagao quimica, podemos observar um nimero maior
de espécimes obtidos, mas com uma expressdo do fluor6foro mais dispersa. Também
observamos que o processo de tratamento ¢ mais longo € ndo ha a possibilidade de controlar
ativamente a qualidade dos embrides. Também observamos uma qualidade menor dos
resultados obtidos. Esta pode ser explicada pelas propriedades quimicas apresentadas pelo meio

usado.

Esta descrito na literatura que o uso de alcoois na realizagdo de protocolos, apesar de benéfica,
tem problemas associados. O tipo de alcoois usados em meio laboratorial , em especial alcoois
lineares como metanol, sdo ativamente responsaveis por degradacao proteica, em particular de
grupos proteicos de alta sensibilidade. Um desses tipos de proteinas altamente sensiveis sao

P147

fluoréforos como GFP'*'. A interagdo entre ambos causa a degradacdo do sinal, diminuindo a

sua especificidade.

Para termos uma comparagdo correta realizdmos também o protocolo de desvitelinizagdo
manual. Este protocolo proporcionou uma marcagao mais especifica, assim como os embrides

obtidos eram mais uniformizados. O tempo de realizagdo do protocolo foi menor.

Contrariamente ao apresentado pelo protocolo de disvitelinagdao quimica, o nimero de embrides
obtidos por disvitelinagdo manual estava dependente da qualidade da extracdo, sendo o seu
numero gradualmente maior. Este aumento esta diretamente correlacionado com a proficiéncia

na técnica de extragao.

Tendo os resultados sido obtidos, fomos comparar a sua qualidade face ao tempo despendido

para a sua obtencao.

Os embrides obtidos por desvitelinizagdo manual foram, como jé indicado, obtidos com uma
taxa de sucesso inicialmente menor do que os obtidos através da desvitelinizagdo quimica. Isto
foi causado pelo facto de a técnica envolver uma maior necessidade de pericia na sua realizacdo,
uma vez que todo o processo de preparagao e extragao estd dependente da ocorréncia de erro
humano. Os resultados obtidos por desvitelinizacdo manual (Figura 19C) apresentam uma
qualidade superior. Estes apresentam uma especificidade de sinal superior, assim como uma
estrutura do embrido mais conservada face ao apresentado pelos embrides obtidos por

tratamento com metanol.
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Por sua vez, os resultados obtidos através da remogao da membrana vitelina por agdo de metanol

apresentaram uma propor¢ao de amostras superior € mais variada.

Foi ponderado por ndés que este resultado pode ser causado pela maior facilidade de
transferéncia dos embrides ao longo da elaboragdo do protocolo, em que a probabilidade de
ocorrer erro humano ¢ menor. No entanto, estes apresentaram uma especificidade de sinal

menor, assim uma menor integridade estrutural, quando comparados com modelos wild type.

Nos modelos em que foi usada a técnica de desvitelinizagcdo quimica, foi observado que o sinal
emitido pela presenca do fluoréforo apresentava-se sob uma forma mais difusa e inespecifica,
implicando que o sinal sofreu alteragdes que ou causaram a perda da especificidade ou que uma
alteracdo estrutural ocorreu e o sinal passou a ser difundido de maneira inadequada (Figura

19D).

A primeira op¢ao implica que o sinal do fluoréforo tenha sido alterado. Como ja observado,
sabe-se que a presenga de agentes que causem alteragdes na conformidade proteica sdo um dos
fatores que podem influenciar a expressdo das mesmas. Nesse sentido, a presenga de uma
exposicao prolongada a dlcoois organicos pode causar a desnaturagdo do fluoréforo, causando

problemas associados a marcagao que este transmite.

Simultaneamente, a a¢do que esses mesmo alcoois t€ém perante a integridade estrutural pode
ser uma das causas. O tratamento com este tipo de 4lcoois causa uma desidratagao global dos
tecidos.!*®, ajudando na sua preservagdo. No entanto, este tipo de tratamento também est4
associado a alteracao da estrutura interna do embrido, causando altera¢des na sua forma. Estas

alteragdes causam modificagdes na forma de expressao do sinal.

Pela ponderacdo dos resultados obtidos e pela inquiri¢do dos pontos que favoreceram cada um
dos protocolos, foi acordado que o melhor protocolo a ser usado foi o protocolo com recurso a
desvitelinizagdo manual, uma vez que os seus resultados foram mais expressivos e nitidos,
assim como a diferen¢a que inicialmente se apresentou no niimero de espécimes recolhidos foi

gradualmente diminuindo com o melhoramento da técnica de recolha usada.

Foi ponderada por nos a razao da discrepancia da qualidade de sinal apresentada. Um dos mais
provaveis fatores ¢ o menor tempo de exposicdo a fatores que degradam o fluoréforo ao qual
este foi sujeito. Isto leva a que a probabilidade de o sinal degradar diminua, conservando melhor

a localizagio e eficiéncia do mesmo'?’.
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Outra possivel razdo para a melhor qualidade ¢ a permanéncia dos embrides numa solucao
isotonica durante a extragdo manual da membrana vitelina. A coloca¢do dos embrides num
ambiente estavel em que ndo ha a presenca de agentes que possam deteriorar as estruturas
internas do embrido apos a fixagao ¢ um dos fatores pelo qual a ha a manutencgao da integridade,

ndo so estrutural do embrido, mas também dos componentes proteicos que este apresenta.

A aquisicdo destes resultados permitiu-nos selecionar, entre os dois protocolos de
desvitelinizagdo estudados, o protocolo de desvitelinizagdo manual, por este apresentar melhor
qualidade de resultados com menor tempo despendido e por uma complexidade de trabalho

semelhante.

2. Confirmacao da insercado de Hairy-GFP no genoma de um stock de Drosophila.

Para obtermos a correta visualiza¢do da expressao de Hairy-GFP no stock de interesse, tivemos
de confirmar a presenca do construct no modelo, tanto visualmente como por anélise
bioquimica. Para tal, foi feito um teste de PCR, de forma a confirmar a presenca de mRNA que
codificasse a proteina de interesse. Através do uso de primers especificos, foi possivel expandir
0 genoma de interesse. A analise dos resultados obtidos durante o cycling, através da realizacédo
de PCR, foi analisada. Através deste foi possivel observar que a expressdo dos parametros de

controlo ocorreu como esperado.

O marcador de peso molecular (Figura 20C-a) ficou estabelecido da forma como € apresentado
na literatura. De igual modo, o controlo negativo (Figura 20C-b), stock OR, ndo apresentou
bandas de expressao para 0 mMRNA do constructo, indicando que este ndo apresenta a expressao
do mesmo. Este resultado estd em concordancia para com as caracteristicas do stock usado na

literatura.

O controlo positivo selecionado (Figura 20C-c), stock P{His2Av.GFP(S65T)}1, apresentou
uma banda de expressdo de caracteristicas semelhantes ao observado na literatura. Este stock,
diferente do stock com o construto de interesse, apresenta também uma insercdo que
providencia a expressdo de GFP. Este foi detetado com sucesso, sendo observado um fragmento

com 355 pb de dimensao.

Os quatro pogcos com os stocks de interesse (Figura 20C-e,f,g,h) também apresentaram a

expressao de bandas de expressdo. Foi observado que as expressdes provenientes das amostras
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detinham todas um tamanho semelhante, sendo observado um fragmento com 355 pb de

dimensao.

A expressdo simultanea de uma banda correspondente a expressdo de GFP em todos os modelos
do stock de interesse, assim como a expressdo de uma banda de semelhantes dimensGes por
parte do stock usado como controlo positivo, permitiu-nos concluir que a expressao de GFP se
encontrava presente no stock de interesse. Por consequéncia, isto implica que no mesmo modelo
de interesse o construto Hairy-GFP esta presente, uma vez que a expressdo de GFP esta

dependente da também presente expressdo de Hairy.

De seguida, fomos verificar visualmente se a expressao era observada, em embrides do stock
de interesse de D. melanogaster. Esta confirmacao foi feita através do tratamento e analise da
expressdo por via da realizacdo de um protocolo de imunostaining. Para tal, necessitamos

primeiramente de verificar como este se encontra expresso.

Através da analise do estudo realizado por Venken et al. 2009, do qual este modelo foi originado,
foi possivel observar o padrao de expressao deste stock. Contrariamente a representacao tipica
que ¢ observada durante a fase final do blastocisto sincicial, onde o embrido apresenta a
expressdo de sete bandas de expressdo , o0 modelo s6 apresenta duas (Figura 20B). No estudo
realizado por Venken e associados, o stock por n6s utilizado foi criado através da inser¢do de
um construto, por via vetorial, no genoma de um modelo wild type de Drosophila. Este
construto era composto por um promotor enddgeno, uma cépia do gene Hairy e uma copia do
gene que codifica para GFP, diretamente conectada a zona terminal do gene Hairy e tendo o
codao stop sido substituido por uma terminacao proteica C-terminal (Figura 20A). Uma andlise
mais detalhada do mesmo estudo demonstra que a expressao das duas bandas ¢ causada pela
localizagdo da inser¢@o do construto. Este esta localizado na area do genoma onde um promotor
da expressdo de Hairy, responsavel pela expressdo deste na primeira e quinta bandas, esta
localizado 1*°. Por consequéncia desta localizagdo, as bandas cujo construto é expresso serdo
igualmente a primeira e quinta bandas. Podemos observar também que a insercéo apresentada
no stock néo afeta a expresséo de outros genes envolvidos no processo gradual de padronizacéo

e segmentacao.

Tendo sido observadas as caracteristicas do stock usado, fomos confirmar se a expressdo deste
ia de acordo com o estudo que Ihe deu origem. Para tal, realizdamos uma aquisicao de imagens
do modelo durante o periodo de interesse, com recurso a tecnicas de coloracdo

imunohistoquimica. Para tal, os embrides recolhidos foram inicialmente tratados como
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apresentado nos protocolos de descorionacdo quimica, fixagdo com recurso a
PEM/Formaldeido e heptano, assim como a membrana vitelina foi extraida por via do uso de
metanol. Estes foram sujeitos ao protocolo de imunostaining onde foram aplicados de forma
sucessiva um anticorpo primario com afinidade para com GFP e um anticorpo secundario com
afinidade para com o anticorpo primario. A interacdo destes anticorpos tem a particularidade
de ativar um fluoréforo presente, permitindo a sua localizagio!>. Com esta expressdo extra,
associada a ja presente expressdo de GFP do stock, este foi observado por microscopia
eletronica. Destes resultados (Figura 20D) foi observada marcacdo em embrides com idades
iguais ou superiores a duas horas (estadio de Bownes 4: 120 minutos), mas com uma expresséo
superior em periodos pés as duas horas e dez minutos (estadio de Bownes 4-8). Este resultado

estd de acordo com o esperado.

Em modelos wild type, a expressdo dos genes pair-rule primarios, onde Hairy se insere, ocorre
a partir do ciclo de replicacdo nuclear treze. Este ciclo, conforme o apresentado em estudos
como o de Foe et al, 1993, mostra que o inicio e refinamento da expressdo de genes pair-
rule ocorre durante o ciclo treze, aproximadamente no marco de 120 minutos ap0s ativacao do
embrido. Através desta observacdo, em modelos wild type, assim como no stock usado, a
expressao dentro do intervalo de tempo estabelecido para o0 modelo.

Foi também analisada a localizacdo da expressdo das bandas. Como ja observado anteriormente,
a expressao obtida a partir do stock, quando analisado por noés, demonstrou-se igual a
apresentada nos estudos feitos por Venken e associados. No mesmo sentido, de forma a
confirmar que ndo sé este é expresso temporalmente como nos modelos wild type, foi analisado
se a expressio € semelhante 12, Através da visualizacdo de diversos artigos em que é observada
a expressdo de Hairy em modelos inalterados, como o estudo realizado por Tsai et al. 1994113,
é possivel observar que a expressao no stock escolhido da primeira e da quinta banda de

expressao ocorre no local e da maneira observada em modelos wild type.

Com esta concordancia entre resultados do stock de interesse e de modelos wild type, foi
possivel confirmar que o stock apresenta as condi¢des para ser usado na observacdo da

expressao genica de Hairy ao longo da embriogénese.
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3. Observacao da expressao de Hairy-GFEP no stock de Drosophila selecionado

Apos termos selecionado os protocolos que melhor permitiram a visualizagao da expressao no
stock usado e comprovando que o stock apresenta caracteristicas semelhantes as apresentadas
no modelo wild type, foi inquirido como a expressao deste ocorre ao longo do desenvolvimento
embriondrio. Para tal, fomos observar a expressdo do construct. Antes da aquisicdo dos
resultados, foi expectavel que a expressdao s fosse observavel passados 120 minutos apos
ativacao do embrido, como foi observado também durante a confirma¢ao da viabilidade do
stock através do protocolo de imunostaining. Para confirmagao de que a expressao do construto
ndo ocorre antes do esperado, foram também obtidas imagens de estadios mais precoces do
desenvolvimento, sendo estes obtidos com idades compreendidas entre 70 e 130 minutos apds
a ativagao dos embrides. Apesar de nao se encontrar dentro do periodo pretendido para a analise
da expressdo antes da celularizagdo, foi também observada a expressdo deste durante a

gastrulacao.

Isto implica que os embrides escolhidos apresentam entre nove e catorze ciclos de divisao
nuclear, assim como s3o apresentados embrides em gastrulacdo inicial até ao alongamento da

banda germinativa'>?.

Destes resultados, foi observado que na oitava divisdo nuclear (C8) ¢ observado o inicio da

migracao gradual destes nucleos para a superficie. Como € possivel observar-se na Figura 21

Na nona divisdo nuclear (C9) podemos observar que os nicleos ja se comecam a instalar na
periferia. E também durante este ciclo que, como observado em estudos de Ali-Murthy et al.
2016% e na literatura em geral, um gradiente antero-posterior de Bicoid é formado. Tal com

esperado ndo observamos Hairy-GFP.

No décimo ciclo (C10) observamos que os nucleos ja se encontram instalados junto a superficie

151 assim

do embrido. E também durante este ciclo que a expressao de genes gap ¢ iniciada
como € observavel a presenca de aglomerados celulares nos polos embrionarios. E também
durante este ciclo que as ultimas divisdes nucleares sincronizadas ocorrem. Como € expectavel,

nao observamos a expressao de Hairy-GFP.

Durante o décimo primeiro e décimo segundo ciclos (C11 a C12) foi observado que os nicleos
localizados a superficie continuaram a sua divisdo acelerada, mas agora esta ¢ mais irregular.

Tal como observado na literatura, como nos estudos de Jaeger 2011% e Tsai et al. 19947, a
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expressao de genes gap tem a sua expressao mais acentuada. Também como esperado, ndo ha

a observagado da expressao de Hairy-GFP.

No décimo terceiro ciclo (C13) comecamos a observar a expressao de genes pair-rule, podendo
esta ser observada através de bandas de expressdo. E também durante este ciclo que a transi¢ao
gradual da origem transcricional ocorre, havendo uma gradual substituicdo do controlo da

expressao por parte de RNA materno para a origem transcricional embrionaria.

Foi na transi¢ao do décimo terceiro para o décimo quarto ciclo (C14) que altera¢des na estrutura
embrionaria foram mais visiveis. Durante esta etapa, e antes do inicio da gastrulagdo, sabemos
que a membrana externa sofre invaginacdes que resultam na individualiza¢cdo dos nucleos que
se encontram junto a membrana celular, criando assim uma monocamada de células na
superficie, a blastoderme'>*. E também durante esta etapa a transi¢éo da expressio de mRNAs
maternais € substituida por completo pela expressdo do genoma embrionario. Durante esta fase
final do refinamento da expressdo dos genes pair-rule, ¢ observada a formacgdo de células
através do processo de celularizagdo, onde os nucleos sdo envolvidos pela membrana celular e

formam células individuais.

Com a finalizagao da celularizagdo, o periodo de interesse para a observagao da expressao do
construto neste modelo terminou, mas foi de interesse para a compreensao do modelo a
observagdo da expressdao do construto durante a gastrulacao. Foi observado que a expressao
nestes embrides ainda se apresentava presente, mas que diminui gradualmente. Este ponto foi

confirmado, através da analise do estudo de Carroll et al. 1988'%.

Destes resultados, pudemos observar que a expressao do construto no stock de interesse estd
presente como foi esperado, sendo a sua expressdo observada a partir dos 120 minutos pos
ativacdo, como tinha sido hipotetizado. Isto demonstra que o stock pode ser usado para estudos
posteriores da interacdo de Hairy com outros fatores circundantes. Estes resultados também
permitiram confirmar que este ¢ um modelo valido para o estudo do desenvolvimento

embrionario.
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V Conclusdo e perspetivas futuras

A realizagdo deste projeto de tese permitiu em primeira instancia confirmar a viabilidade do
stock y[1]w[*];PBac{y[+mDint2]Jw[+mC]=hryEGFP.S}VK00037, adquirido através da
Bloomington Drosophila Stock Center. Através das diferentes abordagens experimentais
realizadas de forma a comprovar a sua expressao, assim como a sua correta localizagao espacial
e temporal, foi possivel confirmar que este stock apresenta as condigdes necessarias para ser
usado em estudos posteriores da relacdo de expressdo e interacdo de Hairy com outros
constituintes celulares no periodo entre o inicio da sua expressdao e completa celularizagao

nuclear.

Numa segunda instancia da realizacdo deste projeto, sera inquirido se Hairy apresenta uma
func¢do conservada, sendo tal fungdo em questao a possivel interacdo deste com filamentos de
microtubulos. Esta interacdo foi verificada através de um teste yeast two-hybrid em modelos de
Gallus gallus domesticus realizado anteriormente no laboratorio, pelo que se postulou que tal

interacdo pode ocorrer em D. melanogaster.

Para confirmar esta interacdo, sera adequada a realizacéo de protocolos que possam comprovar
a existéncia e interacdes mutuas entre Hairy e microttbulos. Tais protocolos, como a realizagdo
de western blot para confirmacdo bioquimica da presenca, a visualizacdo de embriGes com
recurso a stainning imunohistoquimico que visem a marcacdo tanto do construto Hairy-GFP
como de tubolina ou mesma realizacdo de um teste yeast two-hybrid que comprove de igual

forma a interagdo observada podem ser usados para confirmagdo desta interacao.
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