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Resumo 

Brachyury é um fator de transcrição expresso muito cedo no desenvolvimento 

embrionário enquanto marcador dos precursores de mesendoderme. Este apresenta níveis 

elevados de expressão nos tecidos derivados da mesoderme, que diminuem e 

desaparecem à medida que as células se diferenciam em estruturas definitivas. De acordo 

com estes dados, verificou-se que em tumores de tecidos derivados da mesendoderme 

(como por exemplo, cancro da próstata e gastrointestinal), a presença de Brachyury está 

associada a um maior grau de indiferenciação celular, resultando em pior prognóstico, 

pior resposta terapêutica, maior recorrência e menor sobrevida. Inversamente, em 

tumores de tecidos derivados da neuroectoderme embrionária, tais como os gliomas, 

Brachyury comporta-se como um gene supressor tumoral, sendo um biomarcador 

independente de bom prognóstico e favorecendo a resposta terapêutica. O nosso grupo de 

investigação possui dados preliminares que demostram a expressão de Brachyury 

associada à diferenciação do sistema nervoso central. Para além desses, outros dados do 

nosso grupo indicam que a proteína Hairy1, pertencente ao relógio molecular 

embrionário, não só co-localiza com o marcador mesodermal Brachyury (T) durante a 

gastrulação, como também interage fisicamente com esta proteína. 

Neste trabalho, foi realizada uma caracterização da expressão de Brachyury e de 

Hairy1 no embrião de galinha em desenvolvimento, no tempo e no espaço por 

imunohistoquímica. Para além disso, a presença de Brachyury e Hairy1 na diferenciação 

da mesoderme e da neuroectoderme foi estudada através da deteção de isoformas ou de 

complexos proteicos diferentes por western blot. Os nossos resultados mostram que 

Brachyury e Hairy1 estão a ser expressos em tecidos neurais do embrião de galinha.  

A elucidação do papel de Brachyury na diferenciação de cada linhagem celular irá 

contribuir para uma melhor compreensão dos processos tumorigénicos em que está 

implicado. 

 

 

Palavras-chave: Brachyury, diferenciação, sistema nervoso central, Hairy1, 

tumorigénese. 
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Abstract 

Brachyury is a transcription factor expressed very early in embryonic 

development as a marker of mesendoderm precursors. It shows high levels of expression 

in tissues derived from the mesoderm, which decrease and disappear as the cells 

differentiate into definitive structures. According to these data, it was found that in tumor 

tissues derived from the mesendoderm (such as prostate and gastrointestinal cancer), the 

presence of Brachyury is associated with a greater degree of cellular undifferentiation, 

resulting in worse prognosis, worse response treatment, greater recurrence and shorter 

survival. Conversely, in embryonic neuroectoderm-derived tissue tumors, such as 

gliomas, Brachyury behaves as a tumor suppressor gene, being an independent biomarker 

of good prognosis and favoring the therapeutic response. Our research group has 

preliminary data demonstrating Brachyury expression associated with central nervous 

system differentiation. In addition to these, other data from our group indicate that the 

Hairy1 protein, belonging to the embryo molecular clock, not only co-localizes with the 

mesodermal marker Brachyury (T) during gastrulation, but also interacts physically with 

this protein.  

In this work, we performed the characterization of the expression of Brachyury 

and Hairy1 in the developing chicken embryo by immunohistochemistry. Furthermore, 

the presence of Brachyury and Hairy1 in the differentiation of mesoderm and 

neuroectoderm was studied through the detection of different protein isoforms or 

complexes by western blot. Our results show that Brachyury and Hairy1 are being 

expressed in chicken embryo neural tissues. 

The elucidation of Brachyury's role in the differentiation of each cell line will 

contribute to a better understanding of the tumorigenic processes in which it is involved. 

 

 

Keywords: Brachyury, differentiation, central nervous system, Hairy1, tumorigenesis. 
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1. Introdução 

1.1.  Desenvolvimento embrionário 

Desde cedo, o estudo da Embriologia levantou questões científicas pertinentes 

sobre como se formavam os órgãos ou como era possível existir diferenças morfológicas 

entre os membros inferiores e os membros superiores num único organismo. Essas 

perguntas fizeram com que muitas outras áreas científicas fossem exploradas 

estabelecendo ciências biológicas independentes como a genética, a biologia celular, a 

neurobiologia e a oncologia, entre outras. Ao longo das décadas seguintes, o campo de 

estudo destas “disciplinas-filhas” começou a crescer, ganhando destaque e assumindo a 

sua própria identidade (1). Paralelamente, a área da Biologia do Desenvolvimento 

estabeleceu-se enquanto área de investigação multidisciplinar, que procura compreender 

os múltiplos processos moleculares, celulares, químicos, físicos, entre outros, que 

convergem para a formação de um organismo vivo (1). 

O desenvolvimento embrionário inclui um vasto conjunto de processos que são 

determinantes para a formação de um organismo completo e autónomo, os quais são 

estudados no âmbito de uma área científica denominada Biologia do Desenvolvimento. 

A Biologia do Desenvolvimento ocupa-se do estudo dos processos embrionários e de 

desenvolvimento, os quais incluem o estudo das vias de sinalização que se ativam ou 

desativam nas células de um embrião, desde que se dá a fecundação até que se forma um 

organismo completo (2). Além do desenvolvimento embrionário, a Biologia do 

Desenvolvimento também se ocupa do estudo da maturação e renovação de alguns órgãos 

após o nascimento de um ser, como é o caso da pele do humano que se renova diariamente 

substituindo as células mais velhas por células mais novas e o exemplo da medula óssea 

que assegura o desenvolvimento constante de milhões de novos glóbulos vermelhos. Para 

além destes, a Biologia do Desenvolvimento também estuda a capacidade de regeneração 

que alguns animais possuem para desenvolver partes do seu organismo que foram 

cortadas e ainda a capacidade que alguns animais têm em transformar o seu organismo 

através do processo de metamorfose (3). Em suma, os investigadores da Biologia do 

Desenvolvimento deparam-se com questões científicas que se agrupam dentro das 

seguintes categorias: diferenciação, morfogénese, crescimento, reprodução, regeneração, 

integração ambiental e evolução (3). 

Durante o desenvolvimento embrionário e à medida que as células do embrião 

sofrem repetidos ciclos de divisão, as células começam a assumir destinos celulares 
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distintos, diferenciando-se e formando diferentes estruturas para desempenhar diferentes 

funções (2). Um dos eventos mais importantes para o desenvolvimento de um embrião 

decorre durante a gastrulação, quando se dá a formação dos três folhetos embrionários – 

endoderme, mesoderme e ectoderme – cuja aparência é a de três camadas que se 

desenvolvem coordenadamente no espaço e ao longo do tempo. Nos estadios que 

precedem a gastrulação, o embrião é constituído por duas camadas de células: o epiblasto 

e o hipoblasto. A formação da endoderme, da mesoderme e da ectoderme dá-se através 

de movimentos coordenados das células que migram pela linha primitiva na camada do 

epiblasto em direção ao blastocélio (Figura 1) (4). A camada do hipoblasto contribui para 

a formação dos tecidos extraembrionários e é essencial para a sinalização molecular que 

regula a migração das células do epiblasto sob a influência de sinais produzidos pela 

ativação de vias de sinalização como é o caso de Wnt, Sonic Hedgehog (Shh), Notch, Fgf, 

TGFβ, entre outras, através de um processo fundamental denominado de transição 

epitélio mesenquimal (TEM) (5). O conhecimento das origens embrionárias dos tecidos 

adultos é fundamental para uma correta compreensão das patologias que lhes estão 

associadas. 

 

 

Durante a gastrulação, o corpo do embrião estende-se ao longo do eixo ântero-

posterior enquanto cada folheto embrionário dá origem a diferentes células precursoras 

de tecidos e órgãos por interação com os restantes folhetos no vertebrado (3). A ectoderme 

origina os precursores celulares do cérebro, da medula espinal, dos neurónios motores, da 

retina, do sistema nervoso periférico (células de Schwann, células da glia, sistema nervoso 

Figura 1 - Migração das células do epiblasto de um embrião durante a gastrulação 

aquando da formação dos três folhetos germinativos. A gastrulação envolve a ação de 

múltiplas vias de sinalização que contribuem para a proliferação das células bem como os seus 

movimentos coordenados através da linha primitiva (adaptado de Gilbert (6)). 
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simpático, sistema nervoso parassimpático), da medula adrenal, dos melanócitos, da 

cartilagem facial, da dentina dos dentes, da epiderme, do cabelo, das unhas, das glândulas 

sebáceas, do epitélio do olfato, do epitélio da cavidade oral, do esmalte dos dentes, da 

hipófise anterior, da córnea e do cristalino ocular. A mesoderme origina as células 

precursoras dos rins e das gónadas, da cabeça, do esqueleto e musculatura axiais e dos 

sómitos, do sistema circulatório, das cavidades do corpo, da pélvis, dos ossos dos 

membros superiores e inferiores e dos tecidos extraembrionários. A endoderme dá origem 

às células precursoras dos tecidos dos órgãos dos sistemas digestivo e respiratório, 

nomeadamente dos pulmões, o pâncreas, o fígado, a vesicula biliar e os intestinos (Tabela 

1) (3). 

 

Tabela 1 - Tecidos e órgãos que derivam a partir dos três folhetos germinativos durante o 

desenvolvimento embrionário (adaptado de Gilbert (4)). 
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1.1.1. Cancro – uma doença do desenvolvimento embrionário 

Inicialmente, terão sido investigadores embriologistas a afirmar que a patologia 

também era uma área que devia ser compreendida através da Biologia do 

Desenvolvimento e, por consequência, foram os primeiros a estudar os tumores como o 

produto de anomalias ocorridas nos mecanismos celulares e moleculares essenciais para 

o desenvolvimento dos organismos (1). Atualmente, a literatura disponibiliza estudos 

científicos que demonstram que as células cancerígenas podem, não só recapitular 

algumas vias de sinalização fundamentais para o desenvolvimento em prol da progressão 

tumoral, como reproduzir características que as células embrionárias têm para aumentar 

a sua mobilidade e invasão (2). 

Para compreender o cancro, é necessário compreender o seu funcionamento e os 

mecanismos ativos que o sustêm. Em 2011, Hanahan e Weinberg propuseram um 

conjunto de dez características (hallmarks) que os tumores assumem ao longo da 

tumorigénese, desde que se forma uma célula cancerígena até à sua metastização, isto é, 

até que se formam tumores secundários noutras partes do organismo (6). Estas 

característica compreendem (A) a sustentação de vias de sinalização de proliferação, 

resultado da ativação/sobre-expressão de genes promotores da tumorigénese (proto-

oncogenes); (B) a evasão aos supressores de crescimento, resultado de mutações que 

inativam os genes que regulam negativamente a proliferação celular, isto é, o ciclo celular 

(genes supressores tumorais); (C) a resistência à morte celular, como consequência de 

mutações em genes relacionados com processos como a apoptose, por exemplo; (D) a 

replicação celular infinita e (E) a instabilidade e mutações do genoma, resultado de 

quando há inativação de genes como TP53 e Rb, por exemplo; (F) a indução de 

mecanismos de angiogénese por mutações em fatores que promovem a formação de 

novos vasos sanguíneos, como VEGF e FGF1/2; (G) a ativação da invasão e metástases 

pelo facto de ocorrerem mutações em genes promotores da transição epitélio-

mesenquimal, por exemplo; (H) a inflamação promovida pelo tumor, (I) a reprogramação 

do metabolismo celular e (J) a evasão à destruição pelo sistema imunitário (Figura 2) (6).  
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Existem múltiplas evidências de paralelismos existentes entre os processos de 

desenvolvimento embrionário e de tumorigénese, dos quais alguns serão de seguida 

mencionados: 

• Tal como foi referido anteriormente, existem vias de sinalização que estão 

ativas durante o desenvolvimento embrionário, como é o exemplo das vias de Wnt 

e Hedgehog (HH), que participam em processos como a proliferação celular, a 

determinação do destino de cada célula, a migração, a padronização dos eixos 

embrionários e a formação dos membros (2). Porém, a hiper-ativação de algumas 

vias básicas da embriogénese num tecido adulto, contribui para a sustentação das 

vias de sinalização de proliferação durante a tumorigénese (2). Para manter as vias 

de sinalização proliferativas constantemente ativas, as células tumorais sobre-

expressam oncogenes e/ou inativam genes supressores tumorais, como na via de 

sinalização Wnt em que a perda do gene supressor tumoral APC a torna hiperativa 

por estabilizar as proteínas alvo de Wnt (7). 

• Geralmente, os tumores têm um tecido denominado de estroma, o qual 

contribui para que a manutenção do tecido tumoral seja preservada (2). Segundo 

Figura 2 - “Hallmarks” do Cancro. Características adquiridas pelas células cancerígenas que 

promovem a progressão e o crescimento descontrolado de um tumor (Adaptado de (8)). 
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Hanahan e Weinberg (6), o estroma é composto por leucócitos, fibroblastos, vasos 

linfáticos, entre outros, de modo a criar um microambiente favorável à progressão 

do tumor. Desta forma, é possível observar a capacidade que alguns tumores têm 

para induzir mecanismos captando os nutrientes necessários para a sobrevivência 

das suas células da mesma forma que um embrião capta os nutrientes de que 

necessita através de trocas de sinais entre as células do epitélio e do mesênquima 

da placenta para a formação de múltiplos órgãos, durante o desenvolvimento (6). 

• Tal como já foi mencionado anteriormente, ocorrem mudanças 

morfológicas e movimentos celulares que envolvem transições epitélio-

mesenquimais (TEM) aquando da embriogénese. As células embrionárias passam 

por uma TEM para formar a endoderme e a mesoderme durante a gastrulação. 

Para isso, as células do epiblasto perdem a polaridade apico-basal e a adesão às 

células vizinhas e ganham uma maior capacidade de motilidade, resultando na 

perda do seu fenótipo epitelial para assumir um fenótipo e mobilidade 

característicos de células mesenquimais (2). No entanto, não são só as células 

embrionárias que passam por este processo. As células tumorais também repetem 

o processo TEM dissolvendo as junções intercelulares, perdendo a polaridade 

apico-basal, reorganizando a arquitetura do seu citoesqueleto, adquirindo a 

capacidade para degradar proteínas da matriz extracelular de modo a aumentar a  

mobilidade e ativar a invasão e a metástase noutras partes do organismo (8). Estes 

eventos ocorrem como consequência da diminuição da expressão de genes que 

codificam para proteínas para um fenótipo epitelial e da sobre-expressão de genes 

codificantes para um fenótipo mesenquimal (8). 

• Existem tumores que apresentam diversidade histopatológica, tendo 

regiões com diferentes graus de diferenciação, proliferação, vascularização, 

inflamação e/ou metastização, dando origem a subpopulações de células 

cancerígenas geneticamente diferentes dentro do mesmo tumor (9). Vários 

estudos demonstraram que alguns tipos de tumor apresentam uma subpopulação 

de células pouco diferenciadas e que expressam marcadores característicos de 

células estaminais normais como CD133, CD24, CD44, DCLK1, CXCR4, Oct4 e 

ABCB1 em cancros pancreáticos  e CD44+/CD24- em cancros de mama (10)(11). 

Esta subpopulação detetada nas massas tumorais foi intitulada de células 

estaminais cancerígenas (CEC) pelo facto de, não só apresentar características 

semelhantes às células estaminais embrionárias (CEE), como também por terem 
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a capacidade para se diferenciar noutros tipos celulares, e voltar a desdiferenciar-

se (12)(13). O conceito de células estaminais cancerígenas surgiu há algumas 

décadas afirmando que um tumor cresce graças à presença de células pouco 

diferenciadas e que garantem a manutenção e a renovação das células tumorais 

(14). Atualmente, a existência deste conjunto de células tem recebido cada vez 

mais atenção por parte dos investigadores da área do cancro existindo já 

referências acerca da contribuição das células estaminais cancerígenas para a 

autorrenovação de linhagens de células tumorais tendo implicações na resistência 

às terapias anti-tumorais e na formação de metástases (15)(16).  

• Para além destas evidências, também foi observada a formação de tumores 

a partir de células embrionárias que permaneceram nos tecidos adultos mesmo 

após o desenvolvimento embrionário ter terminado – teratomas e 

teratocarcinomas (6). A deteção destes tumores apoia a noção de que o cancro é 

uma doença do desenvolvimento, uma vez que são tumores que derivam de células 

estaminais ou de células progenitoras normais, as quais perderam a capacidade de 

autorregular a sua proliferação e a sua quiescência (12).  

Ao longo do desenvolvimento, o ser vivo encontra-se numa fase na qual as CEE 

apresentam uma elevada taxa de proliferação que diminui ao longo do tempo à medida 

que os tecidos e os órgãos se formam. Durante essa fase, as CEE sofrem cada vez mais 

processos de diferenciação celular à medida que o embrião se desenvolve e que cada 

célula adquire um destino celular diferente. Por outro lado, vários estudos evidenciam 

que durante a tumorigénese, as células cancerígenas exibem uma elevada capacidade de 

diferenciação no início da formação de um tumor o que lhe confere uma elevada 

heterogeneidade celular resultando na resistência às terapias anti-tumorais (13). 

Contrariamente às CEE, as células cancerígenas não completam o processo de 

diferenciação e vários estudos demonstraram a presença de células pouco diferenciadas 

em tumores avançados podendo explicar o aparecimento de metástases ou reincidências 

tumorais após a erradicação da doença em certos pacientes (13). Além da presença de 

células tumorais pouco diferenciadas, também se verifica o aumento da capacidade 

proliferativa destas células tumorais em fases avançadas da tumorigénese (16). Assim, é 

possível estabelecer uma relação inversa entre os processos de proliferação e de 

diferenciação das células estaminais embrionárias e das células estaminais cancerígenas 

em tecidos embrionários e em tecidos tumorais (Figura 3). 
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O cancro pode ser visto como uma doença do normal desenvolvimento 

embrionário, uma vez que resulta do distúrbio de alguns processos e vias de sinalização 

fundamentais para o desenvolvimento de um embrião saudável (6). Assim, a Biologia do 

Desenvolvimento é uma área de estudo que deve ser levada em consideração para o 

desenvolvimento de novas terapias e para a descoberta de novos biomarcadores de modo 

a melhorar as estratégias terapêuticas e de diagnóstico já existentes e contrariar a 

resistência dos tumores às terapias existentes, evitando a sua reincidência (1). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

1.2.  Carcinogénese 

O cancro é uma das principais causas de morte no mundo e, segundo os resultados 

de um estudo orientado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), prevê-se que a sua 

incidência e mortalidade aumentem nas próximas décadas (Tabela 2) (IARC, OMS: 

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/) (92). Em 2012, foram registados cerca de 14,1 

milhões de novos casos e 8,2 milhões de mortes por cancro em todo o mundo (19). Seis 

anos mais tarde, em 2018, registaram-se cerca de 18,1 de novos casos e 9,6 milhões de 

mortes e em 2040 prevêem-se 29,5 milhões de novos casos e 16,4 milhões de óbitos 

causados por esta doença a nível global (IARC, OMS: 

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/). Estes dados estatísticos comprovam a urgência 

com que devem ser desenvolvidas novas abordagens terapêuticas anti-tumorais. 

 

Figura 3 – Relação inversa entre os processos de proliferação e de diferenciação ao longo 

do tempo em células estaminais embrionárias e em células estaminais cancerígenas. 

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/dataviz/
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Tabela 2 – Incidência e mortalidade causadas por cancro previstas a nível global. Estes 

cálculos foram obtidos pelo projeto GLOBOCAN 2018 pela OMS (IARC, OMS: 

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/data) (92).  

 

 

 

 

 

 

 

 

O cancro pode ser visto como um conjunto de doenças que resulta da 

transformação inicial de uma célula normal numa célula cancerígena, da sua proliferação 

descontrolada e da formação de um ou vários tumores que se não forem erradicados 

poderão levar à falência dos órgãos saudáveis e à morte do hospedeiro (20). Para melhor 

compreender, diagnosticar e tratar este conjunto de patologias, surgiu a necessidade de 

agrupar os diferentes tipos de tumores e criar regras de nomenclatura. Apesar de existirem 

muitas formas de classificá-los, atualmente a categorização mais utilizada distingue-os 

ordenadamente consoante o seu estado de diferenciação, a sua origem embrionária e o 

seu comportamento biológico (20). De acordo com a estrutura, a matriz extracelular e as 

funções das células normais, um tecido pode ser epitelial, conjuntivo, muscular ou 

nervoso (21). Uma vez que os tumores surgem a partir de múltiplos tipos celulares do 

organismo, estes podem ser classificados como tumores de três tipos: epiteliais, não 

epiteliais ou mistos. Um exemplo de tumores epiteliais são os carcinomas, enquanto os 

sarcomas são tumores de origem mesenquimal (não epitelial). Dentro de cada uma das 

categorias acima descritas, os tumores são depois divididos consoante a origem 

embrionária do tecido a partir do qual se formam, isto é, podem ser de origem 

ectodérmica, mesodérmica ou endodérmica (20). Por exemplo, um carcinoma do tecido 

mamário e um carcinoma do tecido pulmonar são ambos tumores epiteliais, contudo, têm 

origens embrionárias diferentes. Por outro lado, um carcinoma do tecido renal e um 

sarcoma do tecido ósseo formam-se ambos a partir do mesmo folheto embrionário – a 

 
Incidência Mortalidade 

2018 18 078 957 9 555 027 

2020 19 292 789 9 958 133 

2025 21 618 445 11 367 651 

2030 24 044 406 12 903 603 

2035 26 514 522 14 543 112 

2040 28 887 940 16 180 202 

https://gco.iarc.fr/tomorrow/en/data
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mesoderme – no entanto, não fazem parte do mesmo grupo de tumores pois têm estados 

de diferenciação diferentes. Por fim, dentro de cada um dos diferentes grupos até aqui 

mencionados, os tumores são distinguidos segundo o seu comportamento biológico 

durante a sua proliferação, ou seja, podem ser classificados como benignos quando as 

suas células crescem compactamente como um nódulo e se cingem ao local de origem ou 

podem ser classificados como malignos se as suas células perderem adesão às suas células 

adjacentes e forem transportadas para outros tecidos iniciando novos tumores, um 

processo que é denominado por metastização (20). Um exemplo disso é o 

adenocarcinoma na mama que se desenvolve a partir de um tecido epitelial, tem origem 

embrionária endodérmica e é maligno, mas caso não apresentasse metastização seria 

benigno e seria denominado de adenoma (Tabela 3). Existem ainda tumores que não se 

encaixam especificamente numa categoria, como é o caso dos teratomas e dos 

teratocarcinomas que são tumores que parecem ter derivado de células precursoras 

sexuais e que se diferenciaram ectopicamente durante o desenvolvimento fetal. Uma vez 

que têm a capacidade de manter o seu estado de pluripotência, também podem formar 

tumores com características próprias de qualquer folheto embrionário (20). 
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A formação de um tumor é um processo complexo e progressivo o que significa 

que passa por diferentes fases desde o momento em que uma célula normal sofre 

alterações no seu genoma e/ou no seu epigenoma até que metastiza em locais diferentes 

do ponto de origem do tumor primário (22). A primeira fase da formação de um tumor – 

iniciação – é assinalada por sucessivas alterações genéticas e epigenéticas nas células 

normais somáticas ou germinativas, as quais podem ocorrer em múltiplos genes (23). 

Alguns exemplos de genes que sofrem alterações genéticas que levam à formação de um 

tumor são que codificam para fatores de crescimento (FGF4, PDGFB), recetores de 

fatores de crescimento (EGFR), proteínas transdutoras de sinal (ABL, Ras, PIK3CA), 

fatores de transcrição (GLI1, p53, Myc, Brachyury), reguladores do ciclo celular 

(CCND1, Rb) e/ou inibidores da apoptose (Bcl2) (24). 

Geralmente, as mutações observadas nas células cancerígenas são em genes que 

regulam os processos responsáveis pelo crescimento celular e dividem-se em dois grupos: 

(A) genes cuja função é promover a proliferação celular e (B) genes em que o seu 

propósito é controlar ou suspender por completo, se necessário, o ciclo celular. Estas duas 

classes de genes denominam-se proto-oncogenes e genes supressores de tumores, 

respetivamente. No contexto tumorigénico, quando um destes genes sofre uma mutação, 

pode ocorrer uma alteração ao nível da estrutura da proteína que por ele é codificado 

levando a que a sua função seja ativada/exacerbada ou eliminada/atenuada, 

respetivamente (25). Se a mutação ocorrer em regiões reguladoras do genoma, pode ainda 

haver alteração dos seus níveis de expressão. 

Um exemplo de um proto-oncogene é o Ras que codifica para um membro do 

grupo das proteínas GTPases que, após a ativação de recetores tirosina quinase, é 

recrutado para a membrana citoplasmática e ao se ligar a uma molécula de guanosina 

difosfato (GDP) promove o ganho de um grupo fosfato passando, posteriormente, a estar 

ligado a uma molécula de guanosina trifosfato (GTP). Esta ligação ativa vários outros 

efetores que por sua vez transmitem uma série de sinais através de vias de sinalização de 

proliferação celular. Quando as proteínas ativadoras de Ras-GTPase (GAPs) aceleram a 

atividade de Ras, fazem com que este permaneça ligado a GDP fazendo com que este 

perca um grupo fosfato levando à suspensão da função de Ras. Num contexto 

tumorigénico, Ras não é capaz de se desligar de GTP ocorrendo um desequilíbrio entre a 

quantidade de complexos existentes de GTP-Ras e de GDP-Ras, fazendo com os seus 

efetores ativem constitutivamente vias de sinalização de proliferação promovendo o 

desenvolvimento de tumores (26). 
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Contrariamente aos proto-oncogenes, existe um conjunto de genes que ao serem 

mutados, sofrem uma diminuição da sua expressão e/ou atividade. Tem-se verificado que 

no tecido tumoral a inativação de genes supressores tumorais resulta no descontrolo dos 

processos proliferativos das células cancerígenas (27). Geralmente, as classes de genes 

supressores tumorais mais afetadas são fatores de transcrição que regulam checkpoints do 

ciclo celular (ex., p53), repressores do ciclo celular (ex., Rb) e reguladores de proteínas 

proto-oncogénicas (ex., APC) (25). Rb pertence a uma família de proteínas que contém 

um domínio de ligação capaz de interagir com um vasto conjunto de outras proteínas 

como é o caso da família E2F. Em células normais, Rb tem um efeito anti-proliferativo. 

Quando é fosforilado pelos complexos Ciclina D/CDK4 e Ciclina D/CDK6 torna-se 

inativo, sendo incapaz de se ligar a E2F que fica livre para ativar os seus genes alvo, 

necessários para a progressão do ciclo celular. A ocorrência de mutações em qualquer um 

dos intervenientes da via de sinalização de Rb pode fazer com que E2F ative livremente 

o ciclo celular em qualquer uma das suas fases, ao ativar os seus alvos transcricionais, 

como CCDN1, CCND3, MYC, CDK2, E2F1-3, MYB, MYBL2, CDC6, DHFR, MCM2-

7, PCNA, CCNA1, CDC2 e PLK (27). 

 Tal como foi mencionado anteriormente, a formação de um tumor é um processo 

que atravessa diferentes fases desde o momento em que uma célula normal se transforma 

numa célula cancerígena até que se forma um tumor e, eventualmente, progride para a 

formação de metástases (22). Após a iniciação do tumor, dá-se a sua progressão que se 

caracteriza por uma cascata de eventos que ocorrem como é o caso da formação de novos 

vasos sanguíneos (vascularização) para garantir a disponibilidade de nutrientes, a 

aquisição da capacidade de escapar as fronteiras impostas pelas células vizinhas (perda 

de adesão), entrar na corrente sanguínea ou linfática tornando-se numa célula circundante 

(intravasão), invadir outros tecidos (extravasão) e metastizar em sítios distintos do local 

do tumor primário (Figura 4) (28). 
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Figura 4 - Processo da carcinogénese. No início do processo da carcinogénese, as células de um 
tumor vascularizado primário deixam de ter acesso aos nutrientes necessários à sua proliferação 

e perdem adesão ao seu tecido de origem visando o alcance de novos vasos sanguíneos. Algumas 

dessas células ao entrar nos vasos sanguíneo adjacentes, circulam livremente no sistema vascular 
e aderem às suas paredes, extravasando e migrando para outros tecidos onde podem formar um 

tumor secundário (adaptado de (28)). 

 

 

1.3.  Brachyury na carcinogénese 
 

Em tecidos normais, Brachyury (T) é expresso nas etapas iniciais da 

embriogénese, nomeadamente na gastrulação, promovendo a TEM das células do 

epiblasto, ativando a sua migração, possibilitando a formação da mesoderme posterior e 

a formação da notocorda no embrião vertebrado (29). Apesar de ser expresso 

fundamentalmente nas fases iniciais do desenvolvimento embrionário, T também se 

encontra expresso em tecidos de adulto Humano, tais como os testículos e a tiroide 

(30,31). Para além das suas funções no desenvolvimento, Brachyury está associado à 

TEM de células tumorais, à formação de metástases, à promoção de características de 

células estaminais e à resistência à terapia baseada em fármacos citotóxicos (34,35). Neste 

contexto, foram observados pela primeira vez níveis elevados de Brachyury num cancro 

raro que se forma a partir de células de notocorda que não desapareceram após o 

nascimento do bebé e que se alojam nos ossos da base do crânio e/ou na coluna vertebral, 

o cordoma (33). Estes resultados foram surpreendentes uma vez que até então nunca se 

tinha observado qualquer expressão de Brachyury em tecidos de organismo adulto. No 

entanto, surgiram novas evidências científicas que mostram que elevados ou baixos níveis 
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de expressão Brachyury estavam associados a outros tipos de cancro, cujos exemplos são 

apresentados adiante. 

Relativamente ao seu padrão de expressão, vários estudos demonstraram através 

de imunohistoquímica que a localização subcelular da proteína T varia em diferentes tipos 

de tumor. Por exemplo, em alguns cancros derivados de mesoderme, nomeadamente 

cordomas e hemangioblastomas, Brachyury encontra-se expresso no núcleo das células 

tumorais (34,35). Noutros carcinomas, encontra-se expresso nos núcleos e/ou no 

citoplasma das suas células, como é o caso do cancro do pulmão e da próstata (31,36). 

No entanto, não se conhece a relevância fisiopatológica destes achados. 

Sendo um promotor da transição epitélio-mesenquimal, existem cada vez mais 

evidências de que Brachyury possa contribuir para a formação de um tumor em tecidos 

em que T esteja a ser expresso. Tem vindo a ser cada vez mais observado que a formação 

e o crescimento de um tumor não dependem apenas de um conjunto de mutações 

genéticas, mas sim de um conjunto de condições que tornam a proliferação celular 

descontrolada favorável (Figura 2). Um dos “hallmarks” que um tumor adquire é a 

ativação da invasão e da metástase, os quais se devem ao ganho de características 

favoráveis à sua progressão, o que significa que as células que outrora tinham uma 

componente epitelial que lhes conferia adesão ao tecido de origem e polaridade perdem-

na e passaram a ter a capacidade de se moverem que antes não tinham. Nem todas as 

células que se desconectam do tecido de origem conseguem ultrapassar as barreiras físicas 

que encontram, como é o exemplo dos vasos sanguíneos ou linfáticos, mas basta que uma 

célula cancerígena consiga superar esses obstáculos para chegar a outros órgãos e instalar-

se noutros tecidos, fixando-se e criando metástases  (6) (38). 

A sobre-expressão de Brachyury foi observada não só em tumores primários como 

também em tumores metastáticos. De facto, a sobre-expressão de T está associada à 

ocorrência de TEM, permitindo às células tumorais epiteliais a aquisição de 

características mesenquimais, tais como mobilidade e capacidade de invasão, e resistência 

à terapêutica anti-tumoral (29). Assim, compreende-se que a prevenção ou a reversão 

deste processo de transição celular possibilitará a minimização da disseminação de 

tumores e o desenvolvimento de resistência às terapias. Por isso, estão a ser estudadas 

várias terapêuticas que visam atacar células tumorais sujeitas à TEM através do 

desenvolvimento de uma resposta imunológica pelo paciente contra Brachyury. Foram 

recentemente desenvolvidas várias vacinas com o objetivo de ajudar o sistema 
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imunológico de pacientes com cancro a reconhecer, atacar e destruir as células tumorais 

que sobre-expressam a proteína Brachyury (39, 40). 

Decorreu recentemente um ensaio clínico de fase I que procurou avaliar em 

pacientes com carcinomas avançados a segurança e a eficácia de uma vacina 

recombinante de levedura que codifica para T (39). Neste estudo, diferentes doses da 

vacina foram administradas em 34 pacientes com vários tipos de cancro, nomeadamente, 

cancro colorretal, cancro da mama, cancro pancreático, cancro da próstata, cancro do trato 

urinário e cancro no pulmão. A maioria destes apresentou doença refratária com o 

tratamento progressivo. Além disso, este ensaio clínico revelou que o tratamento foi bem 

tolerado, uma vez que não provocou efeitos tóxicos devido à dosagem, tendo apenas 

provocado efeitos adversos relacionados com reações no local da injeção (39). Dado o 

sucesso desta primeira fase do ensaio, irá passar para a fase II (NCT02383498). 

Para além da vacina acima referida, uma outra está a ser estudada em vários 

ensaios clínicos, nomeadamente, a vacina MVA-brachyury-TRICOM (40). Um deles está 

a testar a sua eficácia para o tratamento de 38 pacientes com cancro do pulmão, cancro 

da mama, cancro da próstata, cancro do ovário e outros tumores. A MVA-brachyury-

TRICOM utiliza um vetor viral que possui o gene que codifica para Brachyury e que, em 

vez de integrar o DNA do hospedeiro após a sua administração, infeta com eficiência as 

células apresentadoras de antigénios (APCs), tais como as células dendríticas. Assim 

sendo, a carga viral é incorporada nas APCs do paciente, as quais induzirão uma resposta 

imunitária específica contra as células tumorais que sobre-expressam T destruindo-as  

(40). 

Dentro das várias terapêuticas disponíveis para combater o cancro, as vacinas são 

uma estratégia terapêutica que se caracteriza pela baixa toxicidade associada. No entanto, 

mesmo com os resultados promissores que os ensaios clínicos demonstram em relação à 

imunoterapia anti-tumoral, é necessária a combinação desta com outros tratamentos de 

forma a minimizar ao máximo a resistência das células tumorais com elevados níveis de 

expressão de Brachyury às respostas imunológicas (41). 
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1.3.1. Brachyury em tumores derivados das diferentes linhagens 

germinativas 
 

Tal como foi mencionado anteriormente, novos achados mostraram que elevados 

níveis de expressão Brachyury estão associados a certos tipos de cancro. Alguns destes 

tecidos derivam de mesoderme. Recentemente, um estudo publicado teve como principal 

objetivo analisar a expressão de Brachyury por imunohistoquímica em 96 tumores de 

células germinativas testiculares, o seu nível de transcrição através de análise in silico e, 

sobretudo, investigar o seu significado clínico neste tipo de tumor. Quanto à sua marcação 

por imunohistoquímica, verificou-se que cerca de 89,6% dos tumores apresentavam 

expressão de Brachyury no citoplasma das células e que 24% apresentavam expressão 

nuclear. Verificou-se também que a sua expressão nuclear estava associada a baixa 

sobrevida e a um pior prognóstico. Após a análise dos dados, os investigadores 

propuseram um papel oncogénico para Brachyury em tumores de células germinativas 

testiculares e deram relevância à sua localização subcelular enquanto biomarcador de mau 

prognóstico (32). 

Além de Brachyury estar implicado em tumores derivados de mesoderme, como 

é o caso dos testículos, também os seus níveis de expressão elevados se encontram 

associados a tumores em tecidos derivados de endoderme (Tabela 3). Por exemplo, a 

expressão de T foi avaliada através de polimerase chain reaction (PCR) e por 

imunohistoquímica (IHC) em tumores pulmonares, cujos tecidos derivaram de 

endoderme. Os investigadores verificaram que a proteína foi expressa em 41% dos 

carcinomas primários pulmonares estudados e que não era expressa em tecidos normais, 

com exceção do testículo normal e da tiroide (30). Além deste achado, o mesmo estudo 

propôs a eliminação de células tumorais positivas para T pode ser uma ferramenta de 

prevenção ou diminuição da disseminação tumoral e da formação de metástases em 

pacientes com cancro do pulmão (30). Um outro estudo procurou compreender o 

significado clínico da expressão de Brachyury e qual a sua implicação no processo da 

transição epitelial-mesenquimal no carcinoma pulmonar primário. Ao investigar um 

conjunto de mais de 100 tecidos de carcinoma primário pulmonar, observou-se que a 

expressão de Brachyury constituiu um biomarcador significativo para casos de mau 

prognóstico (30). 
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Além de se apresentar associado a mau prognóstico de pacientes com cancro no 

pulmão, outros estudos demonstraram o mesmo fenómeno em pacientes com cancro da 

próstata, outro órgão que se desenvolve a partir de endoderme (Tabela 3). Estudos 

realizados em colaboração com o nosso grupo de investigação mostraram que Brachyury 

é significativamente sobre-expresso em cancro de próstata e em tumores metastáticos 

quando comparado com tecidos normais, sejam estes níveis de proteína ou de mRNA. 

Além disso, observaram que a expressão de T no citoplasma se correlaciona com tumores 

de elevada agressividade, enquanto que a presença de T no núcleo está correlacionada 

com a metastização (37). Noutra investigação, foi possível observar que linhagens 

celulares de cancro da próstata que mostram uma sobre-expressão de T apresentam-se 

mais resistentes à quimioterapia aplicada (42). Por outro lado, a ausência da expressão de 

T levava a uma menor resistência à terapia. Em suma, os seus resultados demonstraram 

que, não só Brachyury é um novo biomarcador de agressividade do cancro da próstata e 

de mau prognóstico, como também demonstraram que o mesmo contribui para a 

resistência tumoral à quimioterapia, constituindo um alvo terapêutico favorável para 

pacientes com cancro da próstata avançado (42). 

Além destas evidências, existem dados que demonstram uma associação entre a 

sobre-expressão de T em tumores gastrointestinais primários a alta agressividade dos 

mesmos (36). Através da análise por imunohistoquímica de 63 pacientes com cancro 

gastrointestinal, um tumor em tecido derivado de endoderme, observou-se que Brachyury 

estava sobre-expresso em 81%. Aquando da análise da localização de Brahcyury a nível 

sub-celular e do seu impacto prognóstico, observou-se que quando T era expresso nos 

núcleos das células tumorais, existiam metástases e que quando a sua localização era 

citoplasmática, existia uma baixa sobrevida dos pacientes (36). 

No entanto, Brachyury não se encontra sobre-expresso só em tecidos tumorais 

derivados de mesoderme e de endoderme. Um estudo que analisou a expressão do RNA 

mensageiro (mRNA) e da proteína T em carcinomas de mama humanos (ectoderme, 

Tabela 3) e tecidos benignos observou que os seus níveis de expressão em células 

tumorais foram positivamente associados à sua capacidade de invadir a matriz 

extracelular, formar metástases in vitro e resistir à quimioterapia aplicada (38). Outro 

estudo mostrou que a expressão de mRNA de Brachyury é predominante em carcinomas 

mamários e que a sua expressão proteica nos núcleos das células tumorais estava mais 

associada a tumores metastáticos do que a tumores primários. Apesar disso, o mesmo 
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estudo demonstrou uma associação entre altos níveis de expressão de T em tumor 

primário e mau prognóstico da doença. Estes resultados conduziram ao desenvolvimento 

de duas vacinas contra T em cancros mamários, as quais se encontram em ensaios clínicos 

(43).  

Alguns estudos observaram que a sobre-expressão de T se encontra associada a 

uma elevada agressividade de tumores de mama e a um pior prognóstico dos pacientes, 

tal como descrito acima. Noutros, observou-se que a sobre-expressão de T reprime a 

transcrição de proteínas expressas por células epiteliais e que a sua sob-expressão está 

associada à diminuição da expressão de marcadores mesenquimais resultando numa 

transição epitélio-mesenquimal de células tumorais humanas com rápida formação de 

metástases. Por exemplo, um estudo recente observaram-se que baixos níveis de mRNA 

e de proteína de Brachyury encontravam-se associados à elevada agressividade tumoral 

em gliomas e vice-versa e ainda que baixos níveis de Brachyury estavam associados a um 

pior prognóstico dos pacientes com glioma, tumor este em tecido derivado de 

neuroectoderme (44). Estes dados sugerem que Brachyury pode ter também um papel de 

gene supressor tumoral.  

Depois destes achados, surgiram novas evidências científicas que mostram que 

níveis elevados de Brachyury estão associados a outros tipos de cancro com mau 

prognóstico, sugerindo que Brachyury possa ter um papel oncogénico em certos tipos de 

tecidos.  

 

1.3.2. Brachyury em gliomas 
 

Apesar de raros, os gliomas são os tumores primários mais comuns que ocorrem 

no cérebro (45). Os gliomas apresentam alta mortalidade e, segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), são classificados entre I e IV consoante o seu grau de 

malignidade, sendo que I é o grau menos agressivo e IV é o mais agressivo (45)(46). 

Segundo a OMS, os tumores do sistema nervoso central podem ser classificados como 

astrocitomas (aproximadamente 70% dos tumores cerebrais) ou oligodendrogliomas (10-

30%) de acordo com a sua histologia, uma vez que têm origem em astrócitos e 

oligodendrócitos, respetivamente (46)(47). Os astrocitomas representam a forma mais 

comum de tumores cerebrais e, geralmente, são refratários ao tratamento e não têm cura 
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(47). Os glioblastomas, considerados tumores de grau IV pela OMS, representam 60-75% 

de todos os tumores astrocíticos e ocorrem frequentemente na substância branca dos 

hemisférios cerebrais. São caracterizados por uma acentuada proliferação e 

heterogeneidade celular formando vasos sanguíneos com multicamadas e zonas de 

necrose. Em suma, o glioblastoma é o tumor cerebral primário maligno mais comum, 

representando cerca de 50% de todos os gliomas e aproximadamente 16% de todos os 

tumores cerebrais primários (47). Relativamente à histologia dos glioblastomas, estes 

podem ser subdivididos de acordo com a proliferação de um conjunto específico de 

células. Neste caso, estes podem ser glioblastomas de células pequenas, gliossarcoma 

(com áreas de diferenciação mesenquimal e glial), glioblastomas de células gigantes 

(caracterizado pela presença de uma grande massa tumoral com células multinucleadas) 

e glioblastomas com um componente oligodendroglial (46). 

Com base na evidência dos últimos anos, vários estudos deram a conhecer os 

mecanismos moleculares responsáveis pela formação de gliomas e qual a sua importância 

enquanto biomarcadores clínicos aquando do seu diagnóstico, prognóstico e estudo de 

previsão da doença. Por exemplo, 70 a 80% dos gliomas difusos de grau II e III e cerca 

de 12% dos glioblastomas apresentam mutações heterozigóticas na enzima isocitrato 

desidrogenase (IDH), a qual participa no ciclo de Krebs (48). Além deste estudo, 

verificou-se que num grupo de 615 gliomas de grau II ou III, 45% tinham apenas 

mutações IDH e 10% tinham apenas mutações na transcriptase reversa da telomerase 

(TERT) (49). Além destes, verificou-se também que, tal como noutros tipos de cancro, a 

via de sinalização PIK3/AKT, as vias de sinalização responsáveis pelo controlo do ciclo 

celular e o gene TP53 estavam alterados em gliomas (50)(51)(52)(53). 

Relativamente aos glioblastomas, existem poucos biomarcadores indicadores de 

bom/mau prognóstico, ocorre uma fraca resposta dos pacientes à quimioterapia e a taxa 

de sobrevivência dos pacientes por mais 5 anos é menos de 5% (53), sendo assim urgente 

a descoberta de novos biomarcadores para glioblastomas. 

Segundo um estudo de 2017, observou-se que apenas 30% dos gliomas 

apresentavam expressão de Brachyury, que regula a proliferação e a indiferenciação 

celular em glioblastoma por ativação da expressão da proteína associada a Yes (YAP) 

(54). Com base nestas evidências, um estudo colaborativo envolvendo o nosso grupo de 

investigação procurou saber qual o papel de Brachyury em gliomas, tendo-se observado 

que Brachyury é expresso em tecidos cerebrais normais, mas em gliomas está ausente ou 
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em quantidades reduzidas (44). Observou-se ainda que os níveis de mRNA de Brachyury 

que se encontram mais baixos em amostras tumorais do que não-tumorais de glioma, ou 

seja, estão inversamente associados a uma agressividade tumoral (44). Relativamente ao 

impacto clínico da expressão de Brachyury na sobrevivência dos pacientes deste estudo, 

verificou-se que baixos níveis deste fator de transcrição correspondem a um pior 

prognóstico dos pacientes, ao analisar a sua expressão proteica em 413 gliomas e os seus 

níveis de mRNA em 1141 gliomas (44). Com isto, estes resultados mostram que a perda 

de Brachyury é um biomarcador importante de mau prognóstico em glioma e sugere que 

o seu gene tenha um papel supressor tumoral nesta neoplasia surgindo assim uma nova 

perspetiva sobre a sua função na tumorigénese. Relativamente ao papel funcional de 

Brachyury em gliomas, verificou-se que a sua sobre-expressão é necessária para provocar 

alterações nos níveis de proteínas apoptóticas e na indução de autofagia das células de 

glioma, resultando na diminuição da viabilidade celular e no aumento da morte celular 

(44). No entanto, embora a sobre-expressão de Brachyury reduza o crescimento de glioma 

in vivo, o seu efeito pode ser dependente do tecido ou do microambiente para desencadear 

os processos de autofagia ou apoptose. 

Com base na literatura, são necessários mais estudos de maneira a compreender a 

razão pela qual Brachyury está a ser expresso em tecidos não embrionários, uma vez que 

em tecidos saudáveis desaparece com a diferenciação de células de mesendoderme. A 

expressão de T em células tumorais requer mais investigação, uma vez que a sua sobre-

expressão está tanto associada a maior agressividade e mau prognóstico de pacientes com 

tumores de tecidos adultos que derivam das linhagens de endoderme e mesoderme como 

está associada a menor agressividade e melhor prognóstico de pacientes em tumores de 

tecidos derivados de ectoderme. Posto isto, verifica-se que em tumores de tecidos adultos 

que derivam de mesoderme e endoderme, T esteja a ter um papel oncogénico e que em 

tumores de tecidos adultos neuronais esteja a ter um papel supressor tumoral. Por isso e 

na tentativa de explicar estes fenómenos, surge a necessidade de descrever o padrão de 

expressão de Brachyury nos diferentes tecidos derivados das distintas linhagens 

embrionárias. Assim, talvez seja possível descobrir qual o impacto da origem embrionária 

dos tecidos no seu comportamento na vida adulta, nomeadamente em contexto tumoral. 
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1.4.  Brachyury no desenvolvimento embrionário 

Durante o desenvolvimento embrionário, Brachyury (T) é expresso durante a 

gastrulação participando na formação e diferenciação da mesoderme e da notocorda. 

Brachyury integra a família de proteínas T-box (Tbx) que se caracterizam pelo seu 

domínio altamente conservado de ligação ao DNA e que é denominado por T (55). Sabe-

se que a família dos genes Tbx é constituída por um conjunto de fatores de transcrição 

que desempenham várias funções no desenvolvimento embrionário, participando na 

regulação da especificação celular durante o estabelecimento das diferentes regiões do 

corpo de um organismo e em processos relacionados com a organogénese (56). Segundo 

a literatura, foram identificados mais de vinte genes diferentes detentores do domínio 

proteico T-box em várias espécies, desde invertebrados, como a Drosophila e a 

Caenorhabditis elegans, a vertebrados, tais como o peixe-zebra (Danio rerio), Xenopus, 

ratinho (Mus musculus), galinha (Gallus gallus) e humano (Homo sapiens sapiens) (57). 

A família T-box divide-se em cinco subfamílias filogenéticas (Figura 5): (a) T, que 

engloba o gene fundador Brachyury (T) e Tbx19/Tpit; (b) Tbx1, incluindo Tbx1, Tbx10, 

Tbx15, Tbx18, Tbx20 e Tbx22; (c) Tbx2, agrupando os genes Tbx2, Tbx3, Tbx4 e Tbx5; 

(d) Tbx6, que é composta por Tbx6 e Mga e (e) Tbr1, que reúne Tbr1, Tbr2/EOMES e 

Tbx21/Tbet. Foram identificados também os genes Drtbx6 e Drtbx16 que fazem parte da 

subfamília Tbx6, no entanto, apenas se encontram presentes em peixe-zebra, não tendo 

genes ortólogos em mamíferos. Os diferentes fatores de transcrição Tbx participam em 

processos no início da embriogénese, na formação do sistema cardíaco (cardiogénese), 

no desenvolvimento membranar e na formação e maturação de células 

estaminais/progenitoras (57).  
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Figura 5 - Árvore filogenética da família de genes T-box de vertebrados mostrando a relação 

dos genes nas cinco subfamílias indicadas à esquerda. Alguns dos genes representados 

contribuem para o desenvolvimento embrionário nas suas fases mais iniciais (círculo azul), para 

a cardiogénese (círculo vermelho), para o desenvolvimento dos membros (círculo verde) e para o 
desenvolvimento de células estaminais/progenitoras (círculo amarelo). Todos os genes estão 

presentes em mamíferos à exceção de Drtbx6 e Drtbx16 de peixe-zebra, que não têm ortólogos 

em mamíferos (adaptado de X (58)). 

 

Os elementos da família Tbx desempenham várias funções ao longo do 

desenvolvimento embrionário sendo cruciais para a formação de determinados tecidos, 

órgãos e/ou sistemas (58). Tbx1, Tbx10, Tbx15 e Tbx22 contribuem para o 

desenvolvimento craniofacial. Por exemplo, Tbx1 é expresso no ouvido interno e é um 

regulador a montante de Esrrb, o qual participa no controlo da especificação destas 

células. Mutações neste gene impedem a sua ligação com proteínas co-reguladoras 

específicas cessando o desenvolvimento do ouvido interno em ratinho (59). Outro 

exemplo, é a expressão altamente restrita do mRNA de Tbx10, uma vez que exibe um 

padrão espaço-temporal único durante o desenvolvimento do rombencéfalo em ratinho 

(60). Tbx15 também desempenha um papel importante no desenvolvimento, neste caso, 

do membro, da coluna vertebral e da cabeça, controlando o número de células precursoras 

mesenquimais e de condrócitos (61). Tbx22 apresenta um papel fundamental na formação 

óssea intramembranosa do palato duro posterior de ratinho sendo essencial para o 

desenvolvimento e função normais do palato (62). Tbr1 e EOMES contribuem para o 

desenvolvimento do cérebro, sendo que Tbr1 regula coordenadamente a identidade 

regional e laminar de neurónios corticais pós-mitóticos em ratinhos (63). O fator de 
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transcrição EOMES é expresso em células progenitoras corticais da zona subventricular 

embrionária e a sua inativação condicional durante o desenvolvimento inicial do cérebro 

causa microcefalia e graves défices comportamentais em ratinhos mutantes (64). A 

expressão de EOMES também pode substituir a sinalização de Wnt na diferenciação de 

mesendoderme (65); Tbx 2 e Tbx3 contribuem para o desenvolvimento das glândulas 

mamárias (66,67); Tbx19 contribui para o desenvolvimento da glândula pituitária (68); a 

expressão de Tbx1 na mesoderme e no epitélio contribui para o desenvolvimento do timo 

e a sua ausência causa defeitos graves na faringe e no sistema cardiovascular (69); Tbx4 

e Tbx5 contribuem para o processo de desenvolvimento e ramificação do pulmão e para 

o desenvolvimento da traqueia (70), entre outras contribuições. 

O primeiro fator de transcrição da família T-box a ser descrito foi Brachyury (T), 

cujo nome provém do grego e significa “cauda curta”. Esta denominação foi atribuída 

devido à observação de caudas curtas e desenvolvimento axial incompleto em ratinhos 

pela deleção de um dos alelos de T (T/T-) (71). A deleção dos dois alelos de Brachyury 

(T-/T-) resulta na morte intrauterina de ratinhos ao fim de, aproximadamente, 10 dias de 

gestação dada a incapacidade de concluir o seu desenvolvimento embrionário (49).  

O gene que codifica para o fator de transcrição Brachyury (T) denomina-se TBXT 

e localizando-se no braço longo (q) do cromossoma 6 na posição 27 (6q27) do genoma 

humano (71). Devido a splicing alternativo, a transcrição de TBXT resulta em quatro 

isoformas diferentes de transcritos, denominados de TBXT-203 com 2230 pares de bases 

(bp), TBXT-201 (2436 bp), TBXT-202 (2250 bp) e TBXT-204 (902 bp). As proteínas 

resultantes dos transcritos TBXT-203, TBXT-201, TBXT-202 e de TBXT-204 têm 436, 

435, 377 e 243 aminoácidos, respetivamente 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164458;r=6:16

6157656-166168700) (93). A isoforma mais estudada até à data é TBXT-201, cuja 

proteína tem, aproximadamente, 47 kDa (https://www.uniprot.org/uniprot/O15178-1) 

(94).  

Quanto à sua estrutura proteica, T apresenta um domínio de ligação às cadeias de 

ácido desoxirribonucleico (DNA), após o reconhecimento da sequência consensus de 

nucleótidos TCACACCT, dois domínios de ativação transcricional e dois domínios de 

repressão transcricional (Figura 6) (58). T desempenha funções durante a gastrulação 

regulando a formação da região posterior da mesoderme e o desenvolvimento da 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164458;r=6:166157656-166168700
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000164458;r=6:166157656-166168700
https://www.uniprot.org/uniprot/O15178-1
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notocorda (56). Para além destas, foram identificadas outras funções dos genes ortologos 

de T tais como na diferenciação da notocorda, na migração de células normais durante a 

gastrulação, no desenvolvimento axial e no estabelecimento da assimetria corporal 

esquerda/direita (56). 

 

 

Figura 6 - Representação esquemática dos domínios funcionais de Brachyury (T) (esquema 

adaptado de Papaioannou, 2014 (58)). 

 

 

1.4.1. Brachyury na Gastrulação 
 

Tal como supramencionado, Brachyury (T) tem uma participação essencial no 

início da gastrulação durante a embriogénese em tecidos normais, tendo sido detetado 

pela primeira vez na linha primitiva, nas suas células mesodermais adjacentes e na 

ectoderme próxima à mesma em ratinho (72). À medida que a gastrulação decorre, a 

expressão de Brachyury estende-se ao longo da linha primitiva em direção à extremidade 

distal do embrião persistindo na notocorda em embriões de ratinho com 8,5 e 9,5 dias. 

Depois disso, passando a ser expressado apenas na notocorda (72). Terminada a 

gastrulação, T deixa de ser detetado na mesoderme lateral e restringe-se ao nó de Hensen 

e à notocorda ainda em formação (72). 

Ensaios anteriores de marcação proteica para o estudo do padrão de expressão de 

T em embrião de galinha inteiro mostram que, no início da sua formação (HH2-3), o seu 

homólogo (Ch-T) é expresso na linha primitiva, estendendo-se desde a região posterior 

da blastoderme até, aproximadamente, ao meio da área pelúcida. Em HH5, Ch-T é 

fortemente expresso na notocorda, continuando a ser expresso na linha primitiva e na 

mesoderme em formação. Em HH6, o nó de Hensen regride e o eixo axial progride, sendo 

que a expressão de Ch-T anterior ao nó é restrita à notocorda. A região posterior da linha 

primitiva é delimitada pela área opaca, sendo que esta contém células que expressam Ch-
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T (Ch-T+). Em HH14, a linha primitiva desaparece e é substituída pelo tailbud 

(extremidade da cauda) e Ch-T mantém a sua expressão na notocorda, bem como na 

mesoderme paraxial pré-somítica. Em estadios HH15, a expressão de Ch-T começa a 

diminuir na notocorda, à exceção da sua região caudal e do tailbud. Em embriões HH21, 

Ch-T apenas é detetado numa pequena região da cauda da notocorda (73). 

Estudos feitos em Xenopus por hibridação in situ demonstraram que o padrão de 

expressão dos transcritos do gene homólogo de T (Xbra) é fortemente detetado nas 

margens do embrião que contém células embrionárias destinadas a tornarem-se 

mesoderme e em células do centro da blástula. Não é possível afirmar que Xbra é expresso 

em todas as células destinadas à mesoderme, mas os dados deste estudo mostram que os 

seus transcritos estão presentes em todo o eixo dorsoventral. Com exceção da notocorda, 

as células mesodérmicas que migraram anteriormente não expressam o gene, e a 

comparação com estadios anteriores sugere que estas regularam negativamente a 

transcrição de Xbra. Este padrão de expressão persiste durante os estadios seguintes até 

ao momento antes de se tornar gástrula. No tronco e nas regiões anteriores, apenas a 

notocorda expressa Xbra, mas na região ao redor do blastóporo, onde a involução das 

células mesodérmicas continua, os transcritos de Xbra continuam visíveis. Para confirmar 

os resultados da hibridização in situ, foram dissecados embriões de Xenopus de estadio 8 

nas regiões animal, equatorial e vegetal cultivando-os até estadio 11. A expressão de Xbra 

foi analisada e, como esperado, os transcritos de Xbra não foram detetados em regiões 

polares de animais ou vegetais, tendo sido alta em explantes equatoriais (74). 

 

1.4.2. Brachyury na diferenciação da mesoderme 
 

Brachyury (T) é um gene regulador crucial na formação da mesoderme durante o 

desenvolvimento embrionário inicial. A indução do mesoderme começa durante a 

gastrulação (3). Foi demonstrado que a perda completa de T leva à letalidade embrionária 

ao décimo dia de gestação (72). Um estudo demonstrou que ao baixar experimentalmente 

os níveis da expressão de T em embriões de ratinho ocorriam defeitos esqueléticos axiais 

causados pela apoptose celular da mesoderme paraxial, malformações urorretais e 

regressão caudal (75). Além destes, ocorre uma redução dos níveis de expressão de T na 

notocorda que faz com que esta perca a sua capacidade de atuar como um centro de 
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sinalização e a sua diferenciação é prejudicada acabando por desaparecer. Apesar das 

consequências observadas, baixos níveis de T no tailbud revelaram-se suficientes para a 

elongação do eixo do embrião (75). 

Brachyury é importante para a formação da mesoderme e para a sua diferenciação 

em células do sistema circulatório. Por exemplo, Brachyury ativa diretamente um 

conjunto de reguladores hematopoiéticos (Mixl1, Mllt3, NKX2-3, Sox6, POU4F1 e 

CD93) importantes para a formação de hemácias e a sua ausência resulta em defeitos a 

jusante na hematopoiese em fases posteriores de desenvolvimento de ratinho (76). Sendo 

importante para a formação da mesoderme e para a sua diferenciação, Brachyury tem 

também influência no processo da somitogénese. Por exemplo, Brachyury tem um papel 

funcional na regulação da via canónica Wnt necessária para manter as células 

progenitoras da mesoderme posterior durante o crescimento do embrião, bem como na 

regulação somitogénese (76). 

Sabe-se que o hómologo de T em Xenopus (Xbra) é expresso em células 

progenitoras de mesoderme em torno do blastocélio e, por fim, na notocorda. Esta 

expressão é observada tanto num ambiente indutor de mesoderme como em resposta à 

ativação das vias de sinalização da activina A e do fator de crescimento fibroblástico 

(FGF) (74). 

Evidências recentes de várias espécies de vertebrados indicam que a indução da 

mesoderme continua após a gastrulação em progenitores neuromesodérmicos (NMPs) 

dentro do tailbud. Os NMPs são células que dão origem às regiões posteriores do sistema 

nervoso central, incluindo a espinal medula, formam-se durante a gastrulação e 

apresentam uma bipotência, isto é, uma capacidade para formar linhagens celulares 

neurais e mesodérmicas (77).  

 

 

1.4.3. Interatores moleculares de T específicos de mesoderme e 

de endoderme 
 

Apesar de existirem resultados descritivos da localização do mRNA e da proteína 

de Brachyury em alguns modelos animais (ratinho, Xenopus, mosca da fruta, zebrafish), 

as vias de sinalização que decorrem ao longo da embriogénese e a interação de T com 

outros co-fatores ainda não estão completamente claros. Em 2015, Faial e os restantes 
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colegas usaram dois sistemas in vitro de células estaminais embrionárias humanas com 

características semelhantes às das regiões anterior e posterior da linha primitiva inicial 

para estudar o efeito da interação de T com diferentes proteínas. A partir destas duas 

populações desenvolverem-se duas linhagens de células progenitoras de endoderme e de 

mesoderme e estudando-as observou-se que Brachyury apresentava uma interação direta 

com SMAD 2/3 e com SMAD 1, respetivamente. As SMADs são uma família de 

proteínas efetoras que atuam, geralmente, dentro do núcleo das células após a ativação da 

via de sinalização de TGF-β, contribuindo para a indução da expressão de genes que são 

importantes para processos como a diferenciação e a proliferação celular, entre outros 

(78)(55). 

A sinalização da qual SMAD 1 e Brachyury fazem parte é fundamental não só 

para uma correta diferenciação mesodérmica das células como também para reprimir uma 

diferenciação celular endodérmica. Paralelamente, quando a via de sinalização onde 

SMAD 2/3 participa está ativa, é possível notar que a expressão de Brachyury é suficiente 

para ativar genes específicos de endoderme nas células. Em suma, sabe-se que Brachyury 

ativa a expressão de determinados genes dependendo do ambiente em que está inserido, 

isto é, depende tanto das vias de sinalização que estão ativas como do tipo de células que 

o expressam (79). 

Outro interator molecular de T durante a especificação das células de mesoderme 

e de endoderme é o fator de transcrição EOMES. Este fator de transcrição também faz 

parte da família T-box e interage com T aquando da especificação das linhagens celulares 

de mesendoderme. A mesendoderme é o conjunto de células precursoras que 

posteriormente darão origem aos folhetos embrionários mesoderme e endoderme (80). 

Observou-se que a ausência destes dois fatores de transcrição era determinante para que 

as células estaminais embrionárias de ratinho permanecessem indiferenciadas e no estado 

de pluripotência não se especificando em células mesendodérmicas. Para além disso, 

observou-se que a ausência de Eomes e de T levavam a uma eventual diferenciação em 

células de neuroectoderme mesmo na presença de genes indutores mesendodérmicos e de 

genes repressores neuroectodermais (TGF-β e Wnt). Neste estudo também foi possível 

observar que a ausência de Eomes resulta na sobre-expressão de T e dos seus genes alvo, 

e vice-versa sugerindo uma regulação génica recíproca (80).  

Gentsch et al. (81) demonstraram que Brachyury, EOMES e VegT mantêm as 

células estaminais neuromesodérmicas e determinam os seus destinos celulares 

bipotenciais em embriões de Xenopus (81). Estas proteínas T-box são todas recrutadas 
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para os mesmos locais de reconhecimento genómico, onde ativam genes envolvidos na 

manutenção de células estaminais e na formação de mesoderme enquanto reprimem genes 

de neurogénese. A ausência destes fatores de transcrição resulta na formação de tubos 

neurais demasiado grandes sem derivados mesodérmicos (81). Esta interação entre os 

membros da família T-box garante assim a formação contínua de tecidos neurais e 

mesodérmicos com proporções corretas em embriões de vertebrados durante o 

alongamento axial. 

 

 

1.5.  Hairy1 – Um novo interator proteico de Brachyury 
 

Andrade et al. mostraram que, além da co-localização de T e Hairy1 durante a 

gastrulação do embrião de galinha, T interage com Hairy1; isto foi visto através de ensaios 

de Bimolecular Fluorescent Complementation (BIFC) e de Proximity Ligation Assay 

(PLA) (dados não publicados). Assim sendo, estes resultados sugerem que, além de 

Hairy1 co-localizar com o marcador mesodermal T, ocorre também uma interação 

proteica entre os dois durante a gastrulação. 

Hairy1 é uma proteína nuclear repressora da transcrição e pertence à família 

proteica Hairy and Enhancer of Split (Hes). Hairy1 desempenha uma função crucial na 

somitogénese, um evento que ocorre após o início da gastrulação e que se caracteriza pela 

segmentação da mesoderme pré-somítica (PSM) em vários pares de sómitos. Palmeirim 

e colaboradores identificaram e caracterizaram c-hairy1, um gene homólogo de galinha 

do gene hairy de Drosophila (82). De acordo com os seus resultados, c-hairy1 é 

fortemente expresso na PSM do embrião da galinha, onde o seu mRNA exibe ondas 

cíclicas de expressão cuja periodicidade temporal corresponde ao tempo de formação de 

um par de sómitos, neste caso, a 90 minutos (Figura 7) (82). O movimento aparente destas 

ondas devem-se a pulsos coordenados da expressão de c-hairy1 e não ao movimento 

celular ao longo do eixo ântero-posterior ou à propagação de um sinal de ativação. Em 

vez disso, dá-se uma expressão rítmica e autónoma do mRNA de c-hairy1 impulsionada 

por um relógio molecular subjacente ligado à somitogénese. Esses resultados forneceram 

pela primeira vez a existência de um oscilador intrínseco, denominado Relógio 

Molecular, relacionado com a somitogénese da mesoderme paraxial (82).  
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Figura 7 - Expressão cíclica do mRNA de c-hairy1 na mesoderme pré-somítica durante a 

somitogénese. Representação esquemática do padrão de expressão do gene da galinha c-hairy1. 

Um par de sómitos forma-se a cada período de 90 minutos devido às oscilações moleculares do 

relógio molecular (adaptado de Palmeirim et al. 1997 (63)). 

 

No Relógio Molecular, as oscilações transcricionais do mRNA hairy1 são 

propagadas como ondas no sentido posterior-anterior que culminam com a formação de 

um novo par de somitos a cada 90 minutos no embrião de galinha.  Durante cada ciclo, 

células individuais ativam e desativam periodicamente a expressão genética de hairy1 

(83). As oscilações do relógio molecular ocorrem nas células precursoras dos sómitos na 

região da tailbud e ao longo de toda a PSM. Ao longo do eixo ântero-posterior existem 

duas áreas com diferentes gradientes moleculares de FGF, Wnt e ácido retinóico (RA). 

Estas áreas correspondem à PSM indeterminada e à PSM determinada, respetivamente, e 

são separadas pela frente de determinação. O confronto entre as oscilações do relógio 

molecular e a frente de determinação é necessário para definir a formação do segmento 

pela indução de mesp2 na PSM anterior. Níveis elevados de Fgf / Wnt na PSM posterior 

reprimem a expressão mesp2, que é ativado apenas quando os níveis de Fgf / Wnt 

diminuem (Figura 8) (83). 
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Figura 8 - Esquema representativo dos diferentes gradientes moleculares de FGF, Wnt e 

ácido retinóico (RA) na mesoderme pré-somítica (PSM) no embrião de galinha. A existência 

destes gradientes marca as zonas de PSM determinada e não determinada uma vez que o gradiente 
FGF/Wnt mantém as células num estado indiferenciado, enquanto o gradiente de RA impulsiona 

a diferenciação das células da PSM em sómitos. PSM, mesoderme pré-somítica; S0, sómito em 

formação; S-1, sómito que será formado após a formação de S0; S1 e S2, sómitos formados 

recentemente (adaptado de Resende, 2014 (89)). 

 

Existem sete membros na família Hes, Hes1-7, que se expressam em vários 

tecidos e desempenham muitos papéis, principalmente no desenvolvimento. Todas as 

proteínas Hes têm três domínios conservados: domínios básicos HLH (bHLH), Orange e 

WRPW (Figura 9). A região básica (b) liga-se às sequências de DNA alvo, enquanto a 

região HLH forma homo e heterodímeros com outras proteínas que também tenham o 

domínio bHLH, o domínio Orange é responsável por selecionar proteínas durante a 

formação de heterodímeros e o domínio WRPW recruta proteínas co-repressoras (84).  

 

 

Figura 9 - Estrutura e domínios conservados das proteínas Hes. Os domínios básico (verde), 

HLH (lilás), Orange (laranja) e WRPW (azul) são indicados (adaptado de Kageyama, 2007 (84). 

 

Além do papel das proteínas Hes na somitogénese, os osciladores moleculares 

desempenham papéis importantes noutros contextos. Nomeadamente, observou-se que a 

dinâmica de expressão de Hes1 desempenha um papel crucial no desenvolvimento e 
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destino celular de células estaminais embrionárias e células progenitoras neurais (84). No 

desenvolvimento do sistema nervoso, as proteínas Hes são fundamentais para a 

diferenciação de células estaminais neurais de ratinho. Neste caso, Hes1 oscila com um 

período de 2-3 horas, sendo a sua oscilação crucial para a manutenção dos progenitores 

neurais pela ativação da sinalização de Notch (85). 

Alguns estudos científicos sugerem que a sobre-expressão de genes da família 

Hairy-enhancer-of-split (Hes) também pode ter impacto na tumorigénese e no 

prognóstico de pacientes dependendo do tipo de cancro. Alguns investigadores 

observaram que Hes1 pode ter um papel importante para a autorrenovação de células 

estaminais cancerígenas, para a formação de metástases, para a indução da transição 

epitélio-mesenquimal e para a resistência a terapias anti-tumorais em cancros colorretais 

(90, 91). Além destes, a inativação de Hes1 tem um efeito positivo na redução da 

proliferação de células tumorais e indução da diferenciação de células epiteliais em 

tumores intestinais, sugerindo Hes1 como alvo promissor na terapia contra estes cancros 

(88). Estas evidências mostram que as proteínas Hes podem promover a proliferação de 

células tumorais e a formação de metástases em alguns tumores.  

No entanto, existem estudos que indicam também o oposto. Tendo o objetivo de 

investigar se os níveis de expressão de Hes1 estariam associados ao prognóstico de 

pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA), um grupo de investigadores 

correlacionou os resultados obtidos pela técnica de reação em cadeia de polimerase em 

tempo real (PCR-RT) com os resultados obtidos pela avaliação da saúde de 40 pacientes 

com LMA (89). Observaram que o grupo de pacientes com elevada expressão de Hes1 

teve em média mais tempo de vida após o diagnóstico da doença, assim como mais tempo 

de sobrevida livre de recaídas após terminar o tratamento quando comparado com o grupo 

de pacientes cuja expressão de Hes1 era mais baixa (89). Noutro estudo, foi possível 

observar que o silenciamento de um gene regulador negativo de Hes1, micro-RNA-9 

(miR-9), promove a suspensão da proliferação das células tumorais de LMA in vitro 

assim como a apoptose das mesmas. Além destes resultados, observou-se também no 

mesmo estudo um efeito positivo na prolongação de vida de ratinhos que haviam sido 

injetados com células tumorais o mesmo tipo de cancro (90).  
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1.6. Objetivos  
 

Como referido anteriormente, T é um potencial gene supressor tumoral em 

tumores de tecidos derivados da neuroectoderme embrionária, tais como os gliomas (44). 

O nosso grupo de investigação possui dados preliminares que sugerem que a expressão 

de T está associada à diferenciação do tecido neuronal, e mostrou que T e Hairy1 

interagem durante a gastrulação embrionária (dados não publicados). Estes resultados e 

os dados disponíveis na literatura, sugerem as hipóteses de que T tem um papel na 

diferenciação do tecido neural e de que o mesmo poderá desempenhar funções diferentes 

em tecidos distintos por interação com Hairy1. 

Assim, este trabalho teve como principal objetivo caracterizar a expressão de T e 

de Hairy1 nos tecidos embrionários derivados de neuroectoderme da galinha ao longo do 

tempo por imunohistoquímica. Além deste, este trabalho também teve como propósito 

avaliar as formas proteicas de T e de Hairy1 nos mesmos tecidos ao longo do 

desenvolvimento embrionário. 
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2. Procedimentos Experimentais  

2.1.  Imunohistoquímica 

2.1.1. Recolha das amostras biológicas 

A recolha das amostras biológicas foi feita a partir de ovos de galinha fertilizados 

(Gallus gallus) adquiridos à Pintobar – Exploração Avícola (Braga). Estes foram 

incubados numa atmosfera humidificada (49%) e à temperatura de 38ºC, por diferentes 

períodos de tempo desde 40 horas até 7 dias. Posteriormente, os embriões foram 

recolhidos através de técnicas de microdissecção a partir de uma incisão na casca do ovo 

e lavados em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 1x para retirar o excesso de 

gema. De seguida, foram colocados e fixados num suporte de fundo negro com PBS 1x 

para manter a integridade dos tecidos das amostras biológicas e visualizados com o 

auxílio de um estereomicroscópio (Zeiss). Obtiveram-se embriões com estadios entre 

HH11 e HH38 de acordo com o estadiamento estabelecido por Hamburguer e Hamilton 

(91). Posteriormente, os tecidos foram fixados com uma solução fixadora de formaldeído 

(4% em PBS 1x) para preservar as suas características ao longo do tempo. 

 

2.1.2. Deteção da localização proteica por imunohistoquímica 

As amostras biológicas para a realização da técnica de imunohistoquímica foram 

recolhidas tal como descrito anteriormente. Após fixação, os tecidos foram incluídos em 

parafina e os cortes histológicos efetuados pela equipa do serviço de histologia do ICVS. 

Os cortes foram montados em lâminas Superfrost® Plus para serem posteriormente 

analisadas por imunohistoquímica para deteção das proteínas Brachyury e Hairy1. A cada 

embrião foram retirados 6 cortes histológicos correspondendo estes a 6 réplicas 

experimentais da mesma amostra, todos com uma espessura de 4 µm, tendo sido 

distribuídos de forma seriada por cada par de lâminas (Figura 10). Em cada lâmina, foram 

colocados cortes histológicos de dois embriões diferentes, mas com o mesmo estadio para 

aumentar o número das réplicas biológicas. No entanto, isso só foi possível em embriões 

até HH17, uma vez que a partir de HH19 os embriões eram demasiado grandes para o 

tamanho das lâminas utilizadas. 
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Figura 10 - Esquema representativo da distribuição dos cortes histológicos de cada amostra 

biológica são distribuídos ao longo de cada duas lâminas. 

 

Primeiramente, aqueceram-se as lâminas na estufa a 65ºC durante 15 minutos para 

remover a maioria dos resíduos de parafina. Seguidamente, procedeu-se à desparafinação 

das amostras para remover a parafina que ainda ficou aderida às lâminas. Este 

procedimento foi automaticamente executado pelo equipamento Leica AutoStainer XL. 

De seguida, foi realizada a recuperação dos epítopos dos antigénios das proteínas 

mergulhando as lâminas numa solução de tampão citrato 10 mM (Sigma Aldrich) 

previamente aquecida no micro-ondas à potência de 800W por 5 minutos e depois à 

potência de 250W por 20 minutos. Para bloquear o máximo de peroxidases endógenas e 

minimizar a ocorrência de marcação inespecífica, as lâminas foram tratadas com peróxido 

de hidrogénio (H2O2, Carlo Erba Reagents) 3% por 20 minutos utilizando folha de 

alumínio para proteger as amostras da luz; seguidamente foram lavadas em água destilada 

por 5 minutos, e duas vezes em solução de PBT (PBS 1x e Tween20 0,1%) (Tween20, 

Panreac) por 5 minutos. De seguida, utilizou-se o kit comercial UltraVision Detection 

System (Thermo Fisher Scientific, EUA). De modo a bloquear qualquer ligação 

antigénica inespecífica, adicionaram-se cerca de 150 µL da solução comercial V-block a 

cada lâmina por apenas 5 minutos e sem exceder esse período. Posteriormente, retirou-se 

o excesso de V-block e adicionou-se o anticorpo primário anti-T e anti-H1, incubando as 

lâminas horizontalmente a 4ºC, protegidas da luz, durante pelo menos 16 horas 

(overnight). Os anticorpos primários foram previamente diluídos na solução Antibody 

Diluent OP Quanto (Thermo Fisher Scientific) (sc-20109, 1/200 e #7645_P, 1/500). Para 

deteção de Brachyury utilizou-se o anticorpo comercial sc-20109 (Santa Cruz, EUA). 

Para deteção de Hairy1 utilizaram-se dois anticorpos distintos, produzidos por 
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encomenda direta do nosso grupo de investigação. Nomeadamente, um anticorpo 

monoclonal (8C9) levantado em ratinho contra a proteína recombinante de galinha, e um 

anticorpo policlonal (#7645) produzido em coelho contra um péptido de Hairy1. 

 Após incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram lavadas quatro vezes 

em PBT e, seguidamente, foram aplicados cerca de 150 uL da solução comercial 

Biotinylated goat anti-polyvalent que reconhece os anticorpos primários. Esta incubação 

foi feita à temperatura ambiente por um período de 10 minutos. Após este período, foram 

realizadas três lavagens com a PBT e, de seguida, aplicaram-se 150 uL da solução 

comercial Strept Peroxidase a cada lâmina. Para revelar a localização das proteínas 

estudadas foi utilizado o DAB (3,3'-diaminobenzidina) (Thermo Fisher Scientific). 

Incubaram-se as lâminas, à temperatura ambiente, com 150 µL DAB/lâmina durante 2, 5, 

7 e 10 minutos. Parou-se a reação de revelação lavando as lâminas 2 vezes em PBS 1x. 

Finalmente, a contracoloração com hematoxilina foi realizada automaticamente pelo 

equipamento Leica AutoStainer XL. A hematoxilina tinge de cor azul os núcleos, 

enquanto a reação com o DAB dá origem a uma coloração castanha indicando a 

localização das proteínas de interesse. 

A montagem das lâminas foi realizada manualmente na hotte de modo a proteger 

as vias respiratórias. Colocaram-se três gotas de Entellan (Merck, Alemanha) em cima de 

uma lâmina com o auxílio de uma pipeta de Pasteur e, por fim, colocou-se lenta e 

cuidadosamente uma lamela no topo para que não se formassem bolhas de ar. Antes de 

serem observadas ao microscópio, permaneceram à temperatura ambiente por 2 horas no 

mínimo para que a solução de montagem solidificasse. 

 

2.2.  Análise proteica por Western blot 

O método western blot é uma técnica que permite a deteção de proteínas 

específicas presentes numa mistura proteica complexa, obtida a partir de células ou 

tecidos. As proteínas são separadas por tamanho através de eletroforese em gel, em 

condições desnaturantes, e de seguida transferidas para uma membrana. Posteriormente, 

a membrana é incubada com um anticorpo primário contra a proteína de interesse que é 

então reconhecido por um anticorpo secundário acoplado a uma enzima. Finalmente, na 

presença de substratos adequados, ocorre a reação enzimática e o produto é detetado por 

um sistema de imagem. Essa técnica permite a quantificação de proteínas com diferentes 
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níveis de expressão em um mesmo blot. Além disso, para normalização dos resultados, 

utiliza-se proteínas que apresentam expressão constitutiva, como a β-tubulina, como 

controlo de carga (loading control). 

 

2.2.1. Recolha das amostras biológicas 

As amostras biológicas para a extração de proteína total e realização da técnica de 

western blot foram recolhidas a partir de ovos de galinha fertilizados (Gallus gallus) 

adquiridos à Pintobar – Exploração Avícola (Braga), à semelhança da técnica de 

imunohistoquímica mencionada anteriormente. Os embriões foram colocados e fixados 

num suporte de fundo negro com PBS 1x para manter a integridade dos tecidos das 

amostras biológicas, foram caracterizados com recurso a um estereomicroscópio (Zeiss) 

e imediatamente colocados em gelo. Obtiveram-se embriões com estadios entre HH25 – 

HH32 de acordo com o estadiamento estabelecido por Hamburguer e Hamilton (91). 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 60 segundos (spin-down) para 

remover todo o PBS, congeladas num banho de azoto líquido e colocadas a -80ºC para 

preservar as suas características ao longo do tempo. 

 

2.2.2. Extração e quantificação proteína 

Após o seu descongelamento, foi realizado um spin-down às amostras para 

remover o excesso de PBS. Posteriormente, os tecidos foram homogeneizados em tampão 

de lise específico (Tabela 5), em gelo e com o auxílio de um homogeneizador (Kontes 

Glass, EUA), durante 4 ciclos de 15 segundos cada, à velocidade máxima intercalados 

com igual período em gelo para evitar o sobreaquecimento e a consequente degradação 

proteica. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm, por 30 minutos, a 

4ºC. Terminada a centrifugação, foram recolhidos os sobrenadantes e mantidos a -80ºC 

para posterior quantificação proteica. 
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Tabela 4 - Soluções e respetivos volumes requeridos para a preparação do tampão de lise. 

Preparação do Tampão de Lise 

Solução Volume 

HEPES, pH 7,5, 100 mM, -20ºC (Sigma Aldrich) 200 µL 

Glicerolfosfato, 200 mM (Sigma Aldrich) 250 µL 

EGTA, 10 mM (Sigma Aldrich) 200 µL 

Glicerol (Sigma Aldrich) 100 µL 

Vanadato de Sódio, 100 mM (Sigma Aldrich) 10 µL 

1% Triton X-100 (Sigma Aldrich) 10 µL 

Complete protease inhibitor cocktail, -20ºC (Sigma Aldrich) 10 µL 

Água destilada 220 µL 

Volume Total 1 mL 

 

Para a quantificação de proteínas foi utilizado o método de Bradford. O método 

colorimétrico do Reagente de Bradford é um ensaio que utiliza o corante Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (BioRad, EUA) que, em condições acídicas, liga-se às proteínas 

dando origem a complexos azulados. Este corante reage com resíduos de aminoácidos 

básicos nas proteínas alterando o máximo de absorção de 465 para 595 nm (comprimento 

de onda utilizado para a deteção). A quantificação proteica das amostras para o ensaio de 

Bradford exigiu a elaboração de uma curva padrão com concentrações conhecidas da 

proteína albumina bovina (BSA) (BioRad), nomeadamente de 0,1 a 0,7 µg/µL. Cada 

solução padrão foi medida em duplicado num espectrofotómetro e a média das 

absorvâncias foi utilizada para, através de uma regressão linear, obter a curva padrão. As 

diferentes amostras foram lidas também em duplicado e a concentração de proteína total 

determinada pela equação de regressão linear. 

 

2.2.3.  SDS-PAGE 

Para separar asas proteínas consoante o seu tamanho foi utilizada a técnica de 

eletroforese em gel desnaturante. Os géis foram preparados com sodium dodecyl sulfate 

(SDS) que reveste as proteínas com carga negativa e favorece a desnaturação das 

proteínas permitindo assim que migrem de acordo com o seu peso molecular (estrutura 

primária). As amostras foram preparadas com tampão Laemmli comercial (Bio-Rad, 
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EUA) misturado com β-mercaptoetanol (Sigma) para garantir a redução das pontes 

bissulfureto, e desnaturadas a 100ºC durante 15 minutos. 

Carregaram-se 10 μg de proteína total num gel de 10% de acrilamida sendo 

submetidos à eletroforese a voltagem constante (100 V), durante aproximadamente 2 

horas, na Mini-PROTEAN Tetra Cell vertical (Bio-Rad). O gel separador (10%) e 

concentrador (4%) foram preparados de acordo com a tabela 5. De notar que o persulfato 

de amónio (PSA) e tetrametiletilenodiamina (TEMED) foram adicionados à mistura no 

final para acelerar a polimerização.  

 

Tabela 5 - Descrição dos reagentes utilizados, bem como os seus volumes na preparação dos 

géis de poliacrilamida para eletroforese, nomeadamente o gel concentrador 4% e o gel 

separador 10%. 

 

Os géis foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Transblot Turbo 

RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit, Bio-Rad) no equipamento de transferência 

(Transblot Turbo Transfer System, Bio-Rad) por 10 minutos a uma voltagem constante 

de 18V. Terminada a transferência, as membranas foram incubadas com uma solução 

corante Ponceau S (0.1% Ponceau S (p/v) em 5% ácido acético) para confirmar a eficácia 

da transferência. Depois de lavadas com TBST, as membranas destinadas à deteção de 

Brachyury foram bloqueadas com uma solução de BSA (5%) em TBST; as membranas 

destinadas à deteção de Hairy1 foram bloqueadas com uma solução de leite em pó (5%) 

em TBST. De seguida, depois de lavadas com TBST, as membranas foram incubadas 

 
Preparação do gel de poliacrilamida para eletroforese 

Solução Gel concentrador 4% (mL)  Gel separador 10% (mL)  

Acrilamida 40% (BioRad) 0,5 mL 2,5 mL 

Tris-HCl, pH 6,8, 0,5M 1,26 mL – 

Tris-HCl, pH 8,8, 1,5M – 2,5 mL 

SDS 10% 50 µL 100 µL 

Água ultrapura 3,18 mL 4,85 mL 

TEMED (BioRad) 5 µL 5 µL 

PSA 10% 25 µL 50 µL 

Volume total 5 mL 10 mL 
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durante a noite, com agitação e a 4ºC, com as diferentes diluições dos anticorpos 

primários. O anticorpo primário anti-T foi preparado em BSA 5% e o anticorpo primário 

anti-H1 foi preparado em leite 1%. Utilizou-se a β-tubulina (1:200000 em BSA 5%; 

#ab6046, Abcam Inc., UK) como controlo de carga do gel. Aquando da otimização da 

deteção da proteína Hairy 1 (H1) por análise de western blot em embrião de galinha 

HH14, o anticorpo primário foi diluído primeiramente em BSA 5% (#7645_P, 1/500, 

1/1000, 1/2000, 1/5000) e, numa segunda abordagem, em leite em pó 1% (#7645_S, 

1/1000, 1/2000; #7645_P, 1/1000, 1/2000) para otimizar as condições experimentais. 

No dia seguinte, procedeu-se à lavagem das membranas com TBST, e as 

membranas foram incubadas com um anticorpo secundário anti-coelho conjugado com a 

enzima horseradish peroxidase (#7074, Cell Signaling Technology Inc) durante 1 hora, 

à temperatura ambiente e em agitação. Para deteção do anticorpo primário anti-T, o 

anticorpo secundário (1/2000) foi diluído em leite em pó 2%. Para deteção dos anticorpos 

primários contra H1, o anticorpo secundário (1/5000) foi diluído em leite em pó 2% em 

TBST. Após as lavagens com TBST, as membranas foram incubadas com o substrato 

quimioluminescente Clarity (BioRad) durante 5 minutos e à temperatura ambiente. As 

membranas foram de seguida visualizadas no Sapphire NIR-Q (Azure Biosystems, Inc). 

A análise quantitativa dos níveis de expressão proteica foi realizada recorrendo ao 

software AzurSpot (Bio-Rad) e normalizada para os níveis de expressão de β-tubulina. 
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3. Resultados e Discussão 
 

3.1.  Caracterização da expressão de T ao longo do desenvolvimento 

do sistema nervoso no embrião de galinha 
 

De forma a caracterizar a expressão de Brachyury (T) nos tecidos derivados de 

neuroectoderme ao longo do desenvolvimento embrionário de galinha (HH11-37), 

utilizou-se a técnica de imunohistoquímica. Para tal, utilizaram-se condições previamente 

estabelecidas no laboratório, nomeadamente uma diluição de 1/200 do anticorpo anti-T 

(sc-20109, Santa Cruz, EUA). Para confirmar que esta era a diluição mais adequada, foi 

realizada uma imunohistoquímica em cortes de embrião de galinha de estadio HH15, uma 

vez que está descrito que T se expressa na notocorda nestes estadios embrionários (73). 

Foi possível observar expressão de T nas células da notocorda (Figura 11, Ai-iii, 

asterisco), validando assim a diluição de 1/200 do anticorpo primário anti-T nas 

condições experimentais do presente estudo. Para além de ser possível observar que T é 

expresso na notocorda, tal como seria de esperar, também foi possível visualizar a sua 

expressão no tubo neural no mesmo corte (Figura 11, Aii-iii, cabeça de seta). 

Paralelamente, realizou-se um controlo negativo (sem anticorpo primário) que não 

apresentou expressão de T (Figura 11, Bi-iii), tal como seria de esperar. 

Aplicaram-se estas mesmas condições na análise da expressão de Brachyury em 

diversos estadios ao longo do desenvolvimento do embrião de galinha, nomeadamente 

entre HH11 e HH37 (Figuras 12-15). Foi possível observar que este fator de transcrição 

é expresso na notocorda e nos sómitos no estadio HH11 (Figura 12, Ai-iii, asterisco e seta 

a tracejado, respetivamente). Nos estadios HH13 e HH14 é possível observar que T se 

expressa nas células da notocorda (Figura 12, Biii e Ciii, respetivamente). Em embriões 

de galinha em estadio HH15, é possível visualizar a expressão de T em células da 

notocorda e do tubo neural (Figura 12, Di-iii, asterisco e cabeça de seta, respetivamente), 

e cérebro. 
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Figura 11 - Otimização da deteção da expressão de Brachyury (T) por imunohistoquímica 

em embriões de galinha. (Ai-iii) Diferentes ampliações de cortes sagitais de um embrião HH15 

marcados com anticorpo primário Anti-T (1/200). (Bi-iii) Controlo negativo; diferentes 
ampliações de cortes sagitais de um embrião HH19 marcados na ausência de anticorpo primário. 

Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões 

analisadas. Asterisco, notocorda; cabeça de seta, tubo neural.  
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Figura 12 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Brachyury (T) em 

embriões de galinha entre HH11 a HH15. Imagens representativas da deteção de T em cortes 

de embriões de galinha em HH11 (Ai-Aiii; frontal), HH13 (Bi-Biii; transversal), HH14 (Ci-Ciii; 
sagital) e HH15 (Di-Diii, sagital) marcados com Anti-T (1/200). Os retângulos nas imagens de 

embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões analisadas. Asterisco, notocorda; cabeça 

de seta, tubo neural; Seta tracejada, sómito. 

 

Relativamente aos embriões de galinha de estadio HH17, foi detetada a expressão 

de T no tubo neural (Figura 13, Ai-iii, cabeça de seta). No estadio HH19, T está presente 

em algumas células do tecido cerebral (Figura 13, Bi-iii, seta). No estadio HH21, verifica-



44 
 

se que T é expresso em algumas células precursoras do córtex cerebral (Figura 13, Ci-iii, 

seta).  

 

 

Figura 13 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Brachyury (T) em 

embriões de galinha entre HH17 a HH21. Imagens representativas da deteção de T em cortes 

de embriões de galinha em HH17 (Ai-Aiii; transversal), HH19 (Bi-Biii; frontal) e HH21 (Ci-Ciii; 
sagital). Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões 

analisadas. Anti-T (1/200). Cabeça de seta, tubo neural; seta, cérebro. 
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O padrão de expressão de T no cérebro é semelhante em cortes de embrião de 

galinha que se encontram em estadios HH23 (Figura 14, Ai-iii), HH25 (Figura 14, Bi-iii) 

e HH29 (Figura 14, Ci-iii). 

 

 

Figura 14 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Brachyury (T) em 

embriões de galinha entre HH23 a HH29. Imagens representativas da deteção de T em cortes 

de embriões de galinha em HH23 (Ai-Aiii; sagital), HH25 (Bi-Biii; sagital) e HH29 (Ci-Ciii; 

sagital). Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões 

analisadas. Anti-T (1/200). Seta, cérebro. 

 

Em estadios mais avançados do desenvolvimento, nomeadamente HH35 (Figura 

15, Ai-Bi) e HH37 (Figura 15, Ci-Di), verificou-se que T continua a ser expresso nas 

células precursoras do cérebro e do tubo neural com uma intensidade menor. 
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Figura 15 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Brachyury (T) em 

embriões de galinha entre HH35 a HH37. Imagens representativas da deteção de T em cortes 

de embriões de galinha em HH35 (Ai e Bi; frontal) e HH 37 (Ci e Di; frontal). Os retângulos nas 

imagens de embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões analisadas. Anti-T (1/200). 

Cabeça de seta, tubo neural; seta, cérebro. 

 

Está descrito na literatura que T é fortemente expresso no início do 

desenvolvimento embrionário até ao estadio HH15, diminuindo progressivamente a sua 

expressão na notocorda, à exceção da sua região caudal e do tailbud, depois desse estadio 

(73). Segundo os nossos resultados, T apresenta forte expressão na notocorda em HH11-

15, possivelmente porque é necessário para a formação e diferenciação da mesoderme e 

da notocorda em embrião de galinha. Além de ser verificar expressão em células da 

notocorda, também se detetou a presença de T no tubo neural (Figura 12), o qual poderá 

indicar que pode ser relevante para o desenvolvimento de tecidos derivados de ectoderme. 
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Seria interessante repetir os mesmos ensaios em embriões mais novos para caracterizar o 

padrão de expressão de T ao longo de um intervalo de tempo maior no desenvolvimento.  

Os nossos resultados mostram também que T é expresso nos sómitos no estadio 

HH11 (Figura 12). Estes foram resultados dos quais não estávamos à espera de observar, 

visto que não existe nenhuma descrição dos mesmos na literatura. Apesar disto, é possível 

que esta expressão ocorra dado que T é marcador específico da mesoderme e os sómitos 

são estruturas com origem na mesma. A sua deteção poderá ser explicada porque fizemos 

imunohistoquímica em secções e esta é uma técnica com maior sensibilidade do que a 

imunohistoquímica in toto. 

De acordo com a literatura, em embriões HH21, Ch-T apenas é detetado numa 

pequena região caudal da notocorda (73). No entanto, os nossos resultados apresentam 

um padrão de expressão gradual de T ao longo dos tecidos do cérebro, apresentando 

marcação mais forte nas células próximas ao lúmen e marcação menos evidente nas 

células próximas ao córtex. T encontra-se nitidamente expresso em células que se 

encontram em divisão celular (Figura 14) o que poderá sugerir que T tem um papel 

funcional importante para o desenvolvimento de estruturas neurais.  

O nosso grupo de investigação possui dados preliminares que demonstram a 

expressão de T associada à diferenciação do sistema nervoso central. Para ter uma noção 

mais específica do seu padrão de expressão, seria interessante repetir os mesmos ensaios 

em cérebro e tubo neural dissecados para caracterizar o padrão de expressão de T 

especificamente nestes tecidos neurais. De maneira a ter uma visão mais ampla do seu 

padrão de expressão no desenvolvimento ao longo do tempo, seria importante caracterizar 

T em embriões mais novos (HH1-HH10) e mais velhos (HH37-HH46). Na Tabela 6, 

encontram-se representadas estruturas, em diferentes estadios, que apresentavam 

diferentes níveis de expressão de T. 
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Tabela 6 – Resumo do padrão de expressão de Brachyury ao longo do desenvolvimento 

embrionário do embrião de galinha em HH11-37. As estruturas analisadas foram notocorda, 
sómitos, tubo neural e cérebro. Branco, sem expressão de T (sem marcação). Cinzento, 

embriões/estruturas não observados/não dissecados (sem dados). Amarelo, expressão de 

Brachyury (T); o gradiente de cor reflete os níveis de expressão sendo que quanto mais claro, 

menos se expressa. 

 

 

 

3.2.  Caracterização da expressão de H1 nos tecidos de embrião de 

galinha ao longo do desenvolvimento 

3.2.1. Otimização da deteção de Hairy1 por imunohistoquímica 

De forma a descrever a expressão de Hairy 1 (H1) em tecidos de embrião de 

galinha ao longo do seu desenvolvimento (HH11-37), recorreu-se à técnica de 

imunohistoquímica, tal como foi executado para descrever a expressão de T em cortes 

seriados dos mesmos embriões (capítulo 3.1).  

Para determinar qual o anticorpo primário mais adequado para detetar a expressão 

de Hairy1, foram realizadas otimizações testando dois anticorpos primários diferentes, 

produzidos por encomenda do nosso laboratório. Foram testadas diferentes diluições do 

anticorpo primário monoclonal (doravante designado por 8C9) para Hairy 1 (anti-H1), 

neste caso 1/50, 1/100 e 1/200. Detetou-se expressão de T nas diluições 1/50 e 1/100 

(Figura 16, Ai e Aii, respetivamente). Em ambos casos, verificou-se que H1 é expresso 

no sistema nervoso periférico, possivelmente nos gânglios da raiz dorsal (seta a 

tracejado), e em tecido de tubo neural (cabeça de seta) de um embrião de galinha em 

estadio HH24. Não se observou, no entanto, expressão de H1 na diluição 1/200. 



49 
 

 

Figura 16 - Otimização da deteção da expressão de Hairy 1 (H1) por imunohistoquímica em 

embrião de galinha. (Ai-iii) Cortes sagitais de um embrião HH24 marcados com anticorpo 

primário Anti-H1(anticorpo monoclonal 8C9) em diferentes condições (Ai, 1/50; Aii, 1/100; Aiii, 
1/200. (Aiv) Controlo negativo; corte sagital de um embrião HH24 na ausência de anticorpo 

primário. O retângulo na imagem de embrião inteiro (adaptada de 58) representa as regiões 

analisadas. Seta tracejada, gânglios da raiz dorsal (sistema nervoso periférico); cabeça de seta, 

tubo neural. 

 

Para validar este resultado, testaram-se as mesmas condições (1/50, 1/100 e 1/200) 

do anticorpo primário monoclonal 8C9 em cortes de embrião HH24 representativos de 

outros tecidos/estruturas celulares (Figura 17, Ai-Aiii, respetivamente). Paralelamente ao 

controlo positivo, foi utilizado um conjunto de cortes sem anticorpo primário de forma a 

obter o controlo negativo desta experiência (Figura 17, Aiv). Os tecidos observados 

englobavam a notocorda (asterisco), o tubo neural (cabeça de seta), o miótomo (m), o 

dermátomo (d) e o esclerótomo (e). 
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Figura 17 - Otimização da deteção da expressão de Hairy 1 (H1) por imunohistoquímica em 

embrião de galinha. (Ai-iii) Cortes transversais de um embrião HH24 marcados com anticorpo 

primário Anti-H1 (anticorpo monoclonal 8C9) em diferentes condições (Ai, 1/50; Aii, 1/100; Aiii, 

1/200). (Aiv) Controlo negativo; corte transversal de um embrião HH24 na ausência de anticorpo 
primário. O retângulo na imagem de embrião inteiro (adaptada de 58) representa as regiões 

analisadas. Asterisco, notocorda; cabeça de seta, tubo neural; m, miótomo; d, dermátomo; e, 

esclerótomo. 

  

Posteriormente, foi avaliado um segundo anticorpo primário, desta vez um 

anticorpo policlonal (doravante designado por #7645) em cortes de embriões de galinha 

em estadio HH24. Para tal, foram testadas as condições 1:200 (Figura 18) e 1:500 (Figura 

19). Em ambas as condições, foi possível observar a expressão de H1 nas células do 

cérebro (Figura 18, Ai-iii, Figura 19, Ai-iii, seta), nas células do tubo neural (Figura 19, 

Bi-iii, cabeça de seta) a nível nuclear e citoplasmático. Paralelamente, foi utilizado um 

conjunto de cortes sem anticorpo primário de forma a obter o controlo negativo desta 

experiência (Figura 18). 
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Tendo em conta os resultados obtidos com os dois anticorpos anti-H1, concluiu-

se que o anticorpo primário monoclonal 8C9 não seria o mais indicado para detetar a 

expressão de H1, uma vez que, para obter a mesma marcação, as condições experimentais 

iriam requerer um gasto maior de anticorpo primário ao diminuir o fator de diluição. 

Assim sendo, a caracterização da expressão de H1 ao longo do desenvolvimento 

embrionário da galinha foi realizada com o anticorpo primário policlonal #7645, diluição 

1/500. 

Figura 18 - Otimização da deteção da expressão de Hairy 1 (H1) por imunohistoquímica 

em embrião de galinha. (Ai-iii) Cortes sagitais de um embrião HH24 marcados com anticorpo 

primário policlonal Anti-H1 (anticorpo policlonal #7645) (1/200). (Aiv) Controlo negativo; 
corte sagital de um embrião HH24 marcado na ausência de anticorpo primário. O retângulo na 

imagem de embrião inteiro (adaptadas de 58) representa a região analisada. Seta, cérebro. 
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Figura 19 - Otimização da deteção da expressão de Hairy 1 (H1) por imunohistoquímica em 

embrião de galinha. (Ai-iii, cérebro; Bi-iii, tubo neural) Cortes sagitais de um embrião HH24 

marcado com anticorpo primário policlonal Anti-H1 (anticorpo policlonal #7645) (1/500). O 
retângulo na imagem de embrião inteiro (adaptada de 58) representa a região analisada. Seta, 

cérebro; cabeça de seta, tubo neural. 

 

3.2.2. Expressão de Hairy1 ao longo do desenvolvimento do 

tecido neural 

Relativamente à expressão de H1 no embrião de galinha de estadio HH11 (Figura 

20, Ai-iii), verificou-se que este é expresso nos sómitos (Figura 20, Aiii, seta a tracejado) 

e na notocorda (Figura 20, Aiii, asterisco). Em embriões de galinha em estadio HH13 
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(Figura 20, Bi-iii), é possível detetar expressão da proteína H1 na notocorda (asterisco), 

no tubo neural (Figura 20, Biii; cabeça de seta), bem como nos sómitos (Figura 20). No 

estadio HH15, H1 está presente nos sómitos, sendo observado no esclerótomo, miótomo 

e dermátomo (Figura 20, Ci-iii). Paralelamente, foi utilizado um conjunto de cortes em 

estadio HH19 sem anticorpo primário de forma a obter o controlo negativo desta 

experiência (Figura 20, Di-iii). 

 

 

Figura 20 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Hairy 1 (H1) em 

embriões de galinha entre HH11 a HH19. Imagens representativas da deteção de H1 em cortes 

de embriões de galinha em HH11 (Ai-Aiii; frontal), HH13 (Bi-Biii; transversal), HH15 (Ci-Ciii; 
sagital) e HH19 (Di-Diii, sagital). Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 

58) representam as regiões analisadas. Asterisco, notocorda; cabeça de seta, tubo neural; seta 

tracejado, sómito; seta, cérebro. 
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Em embriões de galinha em estadio HH17 existe expressão de H1 em algumas 

células do tubo neural (cabeça de seta) e também nos tecidos adjacentes, como nos 

sómitos e na ectoderme (Figura 21, Ai-iii). Em embriões de galinha em estadio HH19, 

H1 expressa-se em algumas células do cérebro (Figura 21, Bi-iii, seta). Relativamente aos 

cortes dos embriões que se encontravam em estadio HH21, é possível observar que a 

expressão de H1 segue o mesmo padrão observado em embriões em HH19 (Figura 21, 

Ci-iii). Em estadio HH23, é possível observar expressão de H1 em algumas células de 

cérebro, no entanto, em menos quantidade (Figura 21, Di-iii, seta). 

 

 

 

Figura 21 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Hairy 1 (H1) em 

embriões de galinha entre HH17 a HH23. Imagens representativas da deteção de H1 em cortes 

de embriões de galinha em HH17 (Ai-Aiii; transversal), HH19 (Bi-Biii; sagital), HH21 (Ci-Ciii; 

sagital) e HH23 (Di-Diii, sagital). Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 

58) representam as regiões analisadas. Cabeça de seta, tubo neural; seta, cérebro. 



55 
 

Relativamente aos embriões de galinha em estadio HH25, não se detetou qualquer 

expressão de H1 nos tecidos neurais, no entanto, observou-se a presença de precipitado 

de DAB (Figura 22, Ai-iii). Embriões de galinha em estadio HH27 mostram que H1 está 

presente em algumas células do tecido cerebral, no entanto, em menor quantidade quando 

comparado com estadios mais precoces, nomeadamente, HH11-HH21 (Figura 22, Bi-iii). 

O mesmo se pode observar em embriões de galinha no estadio HH29, quer a nível cerebral 

(Figura 22, Ci-iii, seta) ou do tubo neural (Figura 22, Di-iii, cabeça de seta). 

 

 

Figura 22 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Hairy 1 (H1) em 

embriões de galinha entre HH25 a HH29. Imagens representativas da deteção de H1 em cortes 

de embriões de galinha em HH25 (Ai-Aiii; sagital), HH27 (Bi-Biii; sagital), HH29 (Ci-Ciii, 
sagital, cérebro) (Di-Diii, sagital, tubo neural). Os retângulos nas imagens de embrião inteiro 

(adaptadas de 58) representam as regiões analisadas. Cabeça de seta, tubo neural; seta, cérebro. 
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A partir do estadio HH31 até HH37, não se detetou a expressão de H1 nos tecidos 

cerebrais dos embriões de galinha (Figura 23). 

 

 

Figura 23 - Caracterização por imunohistoquímica da expressão de Hairy 1 (H1) em 

embriões de galinha entre HH31 a HH37. Imagens representativas da deteção de H1 em cortes 
de embriões de galinha em HH31 (A; sagital), HH35 (Bi-Bii; transversal) e HH37 (C; transversal). 

Os retângulos nas imagens de embrião inteiro (adaptadas de 58) representam as regiões 

analisadas. Cabeça de seta, tubo neural; seta, cérebro. 
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Os resultados obtidos para a expressão de H1, nomeadamente a sua presença nos 

sómitos está de acordo com a literatura e com o seu papel no processo de somitogénese 

(82). Além disso, sabe-se que Hairy1/Hes1 tem um papel funcional no desenvolvimento 

e destino celular de células estaminais embrionárias e células progenitoras neurais (90). 

Em ratinho, a oscilação de Hes1 é determinante para a manutenção dos progenitores 

neurais pela ativação da via de sinalização Notch (91). De acordo com os nossos 

resultados em embrião de galinha, H1 é nitidamente expresso em células neurais que se 

encontram em divisão mitótica (Figuras 18, 19) sugerindo um papel funcional nos 

processos de mitose de células neurais. De facto, H1 é cada vez menos expresso de uma 

forma geral ao longo dos estadios HH11-27, deixando mesmo de ser detetável a partir de 

HH31, sugerindo que esta proteína possa ter um papel funcional apenas em fases iniciais 

do desenvolvimento. Por isso, seria interessante repetir estes ensaios de 

imunohistoquímica de maneira a caracterizar o padrão de expressão de H1 ao longo do 

desenvolvimento no embrião de galinha, isto é, num intervalo de tempo mais amplo 

incluindo os estadios HH1-10 e HH37-46. Na Tabela 7, encontram-se representadas 

estruturas, em diferentes estadios, que apresentavam diferentes níveis de expressão de 

H1. 

 

Tabela 7 - Resumo do padrão de expressão de Hairy1 ao longo do desenvolvimento 

embrionário do embrião de galinha em HH11-37. As estruturas analisadas foram notocorda, 
sómitos, tubo neural e cérebro. Branco, se, expressão de T (sem marcação). Cinzento, 

embriões/estruturas não observados/não dissecados (sem dados). Azul, expressão de Hairy1 (H1); 

o gradiente de cor reflete os níveis de expressão sendo que quanto mais claro, menos se expressa. 

 

 

Com base nos nossos resultados, é possível fazer uma comparação da expressão 

de Brachyury (T) com Hairy1 (H1) ao longo do desenvolvimento em embrião de galinha. 

Observou-se que T e H1 encontram-se expressos na notocorda em HH11-13 (Figuras 12, 

20), no tubo neural nos estadios HH17 (Figuras 13, 21) e no cérebro em HH19-21 (Figuras 

13, 21), HH23 (Figuras 14, 21) e HH29 (Figuras 14, 22). Na tabela 8, encontram-se 
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representadas estruturas, em diferentes estadios, que apresentavam diferentes níveis de 

expressão de T e H1. 

 

Tabela 8 – Comparação dos padrões de expressão de Brachyury e Hairy1 ao longo do 

desenvolvimento embrionário do embrião de galinha em HH11-37. As estruturas analisadas 

foram notocorda, sómitos, tubo neural e cérebro. Verde, expressão de T e H1. O gradiente de cor 

reflete os níveis de expressão sendo que quanto mais claro, menos se expressa. 

 

 

Estes dados levantam questões relativamente ao seu significado funcional no 

desenvolvimento neural pelo que estes ensaios deveriam ser confirmados. De facto, o 

nosso grupo de investigação também possui dados de IHC e hibridação in situ, que 

demonstram que T e H1 co-localizam durante a gastrulação de embrião de galinha. Além 

destes, seria interessante realizar ensaios de dupla imunofluorescência de forma a 

caracterizar a co-localização de T e H1 em embrião de galinha ao longo do 

desenvolvimento.  

O nosso laboratório detém dados que demonstram que H1 interage com T durante 

a gastrulação por Bimolecular Fluorescent Complementation (BIFC) e Proximity 

Ligation Assay (PLA) (dados não publicados). Por isso, iniciaram-se ensaios de dupla 

imunofluorescência para otimizar as condições experimentais, as quais não foram avante 

devido à pandemia (Figuras 29 e 30, Anexo). Assim, seria interessante realizar ensaios 

de dupla imunofluorescência para caracterizar o padrão de expressão de T e H1 nos 

mesmos tecidos. 

 

 

 

 



59 
 

3.3.  Deteção e quantificação da proteína T nos estadios HH25, 29, 

30 e 32 
 

De forma a detetar e quantificar Brachyury (T) nos tecidos de embrião de galinha 

ao longo do seu desenvolvimento embrionário (HH25-32), utilizou-se a técnica de 

western blot.  

Para determinar quais as condições mais adequadas, foram realizadas otimizações 

testando diferentes diluições do anticorpo primário anti-T, neste caso 1/500, 1/1000, 

1/2000 e 1/5000, em extrato proteico de embrião de galinha em estadio HH14. Detetaram-

se cinco isoformas proteicas diferentes de Brachyury (T) correspondentes a cinco pesos 

moleculares diferentes (Figura 24). Entre elas, a banda assinalada na imagem apresenta 

aproximadamente 47 kDa que corresponde ao tamanho descrito na literatura.  

 

Figura 24 - Otimização da deteção da proteína de Brachyury (T) por análise de western blot 

em 10 µg de extrato proteico de embrião de galinha HH14. T com, aproximadamente, 47 kDa, 

retângulo tracejado. 

 

Tendo em conta os resultados obtidos através das quatro condições analisadas para 

o anticorpo primário anti-T, escolheu-se a diluição 1/2000 para detetar a presença de T 

nos tecidos de embrião de galinha que permite identificar a proteína com o tamanho 

esperado. 

Relativamente à presença de T em estadios de desenvolvimento mais avançados, 

observou-se a presença de mais do que uma isoforma proteica (Figura 25, A). A análise 

semiquantitativa (Figura 25, B) mostrou que as diferentes isoformas apresentam 

diferentes níveis de expressão. Assim, a isoforma proteica de T correspondente ao maior 
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peso molecular (banda número 1) apresenta maiores níveis de expressão do que as 

restantes em embriões HH25-32 (Figura 25, B, 1). Este padrão também se verifica para 

as isoformas 3, 4 e 5: a expressão é sempre superior em embriões mais tardios (HH30, 

HH32) vs. embriões mais precoces (HH25, HH29) (Figura 25, B, 3-5). 

 

Figura 25 - Deteção por western blot de Brachyury em embriões de galinha entre HH25 e 

HH32. (A) (HH25, HH29, HH30, HH32) Brachyury corresponde a, aproximadamente, 47 kDa, 

retângulo tracejado (1/2000). Controlo de carga, β-tubulina, correspondente a 55 kDa (1/200000). 

(B) Análise semi-quantitativa dos níveis de expressão de Brachyury normalizado para os níveis 

de β-tubulina, em embrião de galinha HH25-32.  

 

Os resultados de western blot revelaram que as diferentes isoformas de T estão 

mais expressas em estadios mais velhos (HH30-32). Seria interessante repetir esta 

experiência utilizando um número maior de réplicas experimentais com o objetivo de 

analisar a mesma amostra biológica mais do que uma vez. Seria também interessante 

realizar esta experiência em embriões de estadios mais novos de forma a detetar T e as 

suas isoformas proteicas num intervalo de tempo mais alargado do desenvolvimento 

embrionário da galinha e para apurar se estas são as mesmas que se encontram a ser 

expressas na mesoderme pré-somítica em estadios mais novos. 
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A galinha apresenta apenas um transcrito para Brachyury, TBXT-201, o qual 

codifica para uma proteína de 433 aminoácidos 

(http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Gene/Summary?db=core;g=ENSGALG000000

11489;r=3:43047577-43055477;t=ENSGALT00000018726) (95). Os nossos resultados 

sugerem que, para além desta isoforma proteica, existem mais quatro, cujo significado 

funcional é desconhecido. Por isso, seria interessante realizar ensaios que pudessem 

ajudar na identificação das isoformas detetadas. Tal como foi mencionado no início deste 

trabalho, T tem a capacidade de interagir com outras proteínas a fim de desempenhar o 

seu papel funcional no desenvolvimento neural, nomeadamente com H1 durante a 

gastrulação. Por isso, seria importante realizar mais ensaios de western blot em cérebros 

dissecados a fim de analisar a existência destas e/ou de novas isoformas em estadios mais 

novos (HH1-24) e mais velhos (HH33-46). 

 

 

3.4.  Deteção e quantificação da proteína H1 em embriões de galinha 

de estadio HH25, 29, 30 e 32 
 

De forma a detetar e quantificar Hairy 1 (H1) nos tecidos de embrião de galinha 

ao longo do seu desenvolvimento embrionário (HH25-32), utilizou-se novamente a 

técnica de western blot. 

 Para apurar quais as condições mais adequadas para detetar a presença de H1, 

realizaram-se várias otimizações de forma a testar o anticorpo primário policlonal anti-

H1, na forma de soro e na sua forma purificada (doravante designadas #7645_S e 

#7645_P, respetivamente). Numa fase inicial, foram testadas diferentes diluições apenas 

para #7645_P, sendo estas 1/500, 1/1000, 1/2000 e 1/5000 (Figura 23). Após a sua análise, 

detetou-se a presença de pelo menos duas isoformas da proteína H1 correspondente a dois 

pesos moleculares, em todas as condições (Figura 26). A banda assinalada na imagem 

apresenta aproximadamente 37 kDa que corresponde ao tamanho descrito na literatura. 

http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Gene/Summary?db=core;g=ENSGALG00000011489;r=3:43047577-43055477;t=ENSGALT00000018726
http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Gene/Summary?db=core;g=ENSGALG00000011489;r=3:43047577-43055477;t=ENSGALT00000018726
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Seguidamente, procedeu-se a mais uma otimização apenas com as condições 

1/1000 e 1/2000 de #7645_S e #7645_P em extrato proteico de embrião de galinha em 

estadio HH14 (Figura 27). Observou-se que a condição mais indicada para #7645_S é 

com um fator de diluição de 1/1000, uma vez que para a diluição 1/2000 a banda é muito 

ténue (Figura 27, A). Para #7645_P a diluição mais adequada é 1/2000, uma vez que se 

deteta a proteína de interesse e apresenta bandas inespecíficas mais ténues (Figura 27, C). 

Simultaneamente, utilizou-se proteína H1 purificada podendo assim confirmar o peso 

molecular de H1 (37 KDa) (Figura 27, B). 

 

Figura 27 - Otimização da deteção da proteína Hairy 1 (H1) por análise de western blot em 

embrião de galinha HH14. (A) Diferentes diluições do anticorpo primário em forma de soro 

(#7645_S em leite 1%). (B) Controlo positivo, proteína Hairy 1 pura. (C) Diferentes diluições do 

anticorpo primário na sua forma purificada (#7645_P em leite 1%). H1 corresponde a, 

aproximadamente, 37 kDa, retângulo tracejado. 

 

Tendo em conta os resultados obtidos através das otimizações, selecionou-se o 

anticorpo primário anti-H1 purificado (#7645_P) diluído a 1/2000 para detetar a presença 

de H1 ao longo do desenvolvimento embrionário de galinha. O anticorpo #7645_S 

Figura 26 - Otimização da deteção da proteína Hairy 1 (H1) por análise de western blot 

em embrião de galinha HH14. H1 corresponde a, aproximadamente, 37 kDa, retângulo 

tracejado (#7645_P em BSA 5%). 
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apresenta menos bandas específicas, no entanto o sinal obtido é muito mais fraco pelo 

que seria necessário diminuir bastante o fator de diluição para conseguir obter um sinal 

mensurável. 

Em embriões HH25-HH32, verificaram-se quatro isoformas proteicas diferentes 

de Hairy1 (H1) correspondentes às bandas com os números 1, 2, 3 e 4 (Figura 28, A). Ao 

longo do desenvolvimento embrionário da galinha (HH25-32), a isoforma 1 não 

apresentou níveis de expressão significativamente diferentes, ocorrendo o mesmo com as 

restantes isoformas proteicas detetadas (Figura 28, B, 2-4). No que diz respeito à isoforma 

que corresponde à banda 2, verificou-se que em HH32, o nível de expressão de H1 

apresentou um aumento significativo comparativamente às restantes isoformas proteicas 

(Figura 28, B) corroborando o que se observa visualmente (Figura 28, A). A banda 3 foi 

aquela que mais se aproximou do tamanho esperado de, aproximadamente, 37 kDa para 

H1 (Figura 28, A, 3). Quanto aos seus níveis de expressão, observou-se que estes não 

apresentam níveis de expressão significativamente diferentes (Figura 28, B, 3). A 

isoforma de H1 representada pela banda número 4, não foi detetável em HH25 (Figura 

28, A e B, respetivamente). 
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Figura 28 - Deteção por western blot de Hairy 1 (H1) em embriões de galinha HH25-32. 

(HH25, HH29, HH30, HH32) Hairy 1 corresponde a, aproximadamente, 37 kDa, retângulo 

tracejado. Controlo de carga, β-tubulina, correspondente a 55 kDa. (B) Análise semi-quantitativa 
dos níveis de expressão de H1, normalizado para os níveis de β-tubulina, em embrião de galinha 

HH25-32. 

 

Após a observação destes resultados, surgiram questões relacionadas com a 

origem específica das bandas detetadas. Durante a sua análise, questionou-se se estas 

poderiam representar outras proteínas da família Hes. Apesar do carácter desnaturante da 

técnica SDS-PAGE, o SDS pode não ter desnaturado todas as proteínas presentes nas 

amostras resultando nas diferentes bandas detetadas por western blot. Portanto, as 

diferentes bandas também poderão corresponder a complexos proteicos resultantes da 

interação de Hairy1 (H1) com outras proteínas. 

Além disso e à semelhança dos ensaios realizados para T, seria interessante repetir 

esta experiência utilizando também um número maior de réplicas experimentais com o 
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objetivo de analisar a mesma amostra biológica mais do que uma vez. Seria também 

interessante realizar este ensaio em embriões de estadios mais novos de forma a detetar 

H1 e as suas isoformas proteicas num intervalo maior de tempo do desenvolvimento 

embrionário da galinha e para apurar se estas são as mesmas que se encontram a ser 

expressas na mesoderme pré-somítica em estadios mais novos. 

A dinâmica de expressão de Hes1 desempenha um papel crucial no 

desenvolvimento e destino celular de células estaminais embrionárias e células 

progenitoras neurais (90). Assim sendo, seria importante repetir estes ensaios em cérebros 

isolados para estudar a presença e níveis de expressão de Hairy1 e suas isoformas em 

tecidos neurais. 

Os nossos resultados demonstram a existência de 3 isoformas de Hairy1 no 

embrião de galinha pelo que se levantam questões sobre o seu significado e papel 

funcional nos estadios analisados. De facto, H1 tem a capacidade para homo ou 

heterodimerizar (84). Portanto, este pode ser um dos significados para a deteção de mais 

isoformas proteicas. A banda 2 tem um aumento significativo de expressão em HH32, 

levantando questões sobre qual o significado desta isoforma e quais as estruturas ou as 

células novas que esta isoforma de H1 está a desempenhar a sua função. Por isso, seria 

importante realizar mais ensaios para compreender o seu significado. 
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4. Conclusão e Perspetivas Futuras 

Para estudar a o papel de T na diferenciação dos tecidos de neuroectoderme, foi 

feita a caracterização do padrão de expressão de T em tecidos neurais de embrião de 

galinha ao longo do seu desenvolvimento (HH11-37). A otimização das condições 

adequadas para a utilização do anticorpo primário anti-T e a caracterização do padrão de 

expressão de T através de imunohistoquímica foram possíveis concluir com sucesso. 

Dados obtidos pelo nosso laboratório indicam que H1 poderá constituir um interator 

proteico de T. Portanto, foi também realizada a caracterização do padrão de expressão de 

H1 no mesmo intervalo de estadiamento do desenvolvimento embrionário da galinha 

(HH11-37). A otimização das condições adequadas para a utilização do anticorpo 

primário anti-H1 e a caracterização do seu padrão de expressão através de 

imunohistoquímica foram possíveis terminar com sucesso. Os resultados obtidos através 

destes ensaios poderão ajudar a compreender futuramente o porquê das diferentes funções 

de T em distintas linhagens celulares.  

Para comparar os padrões de expressão de T e de H1 no mesmo tecido, os ensaios 

de imunohistoquímica foram realizados em cortes seriados. Viu-se que T e H1 encontram-

se expressos na notocorda em HH11 e HH13, no tubo neural nos estadios HH17 e no 

cérebro em HH19, HH21, HH23 e HH29. Para além deste estudo, será interessante 

realizar mais ensaios no futuro, como por exemplo, dupla imunofluorescência e 

hibridação in situ, os quais poderão fornecer dados sobre a co-localização de T e de H1 

no mesmo tecido ao realizar esta técnica na mesma amostra biológica. Estes ensaios 

tiveram início durante o presente trabalho, mas não foi possível otimizar as condições 

experimentais por limitações de tempo. Em anexo constam os resultados preliminares 

destes ensaios, nomeadamente, a produção de sonda T e a deteção de mRNA de T em 

embriões inteiros HH11-13. Contudo, é necessário repetir os ensaios para otimizar as 

condições experimentais. 

Para detetar isoformas específicas ou complexos proteicos de T e H1, foi extraída 

com sucesso a proteína total de embriões HH25-32 tendo sido quantificados com sucesso 

por western blot. Para a obtenção destes dados, foram otimizadas as condições ótimas 

para a utilização dos anticorpos primários pertencentes ao nosso laboratório. 

Futuramente, é importante realizar estes ensaios em tecidos neurais dissecados de forma 
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a detetar e quantificar isoformas específicas ou complexos proteicos de T e H1 em tecidos 

derivados da linhagem celular neuroectoderme. 

Estudar a presença de diferentes isoformas proteicas ou de complexos proteicos 

de Brachyury originados pela sua interação com outras proteínas, como por exemplo 

Hairy1, em tecidos embrionários pode fornecer novos dados sobre a função de T no 

contexto da biologia do desenvolvimento. Com estes dados, será possível deslindar os 

mecanismos moleculares por detrás das diferentes funções de Brachyury nas distintas 

linhagens celulares. 

Compreender o motivo pelo qual Brachyury desempenha papéis distintos na 

biologia do desenvolvimento poderá auxiliar na compreensão dos processos tumorigénico 

em está implicado. 
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6. Anexos 

6.1. Protocolos de tratamento das lâminas para deteção proteica 

por Imunohistoquímica 

Durante a realização dos ensaios de imunohistoquímica, os cortes histológicos 

foram sujeitos a vários reagentes por uma ordem específica para auxiliar na 

desparafinação (Tabela 9) e na coloração dos mesmos a fim de observar a expressão de T 

e H1 ao microscópio (Tabela 10). 

 

Tabela 9 - Série ordenada de reagentes pelo qual as lâminas foram sujeitas e respetivos 

períodos no primeiro dia do procedimento experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10 - Série ordenada de reagentes pelo qual as lâminas foram sujeitas e respetivos 

períodos no último dia do procedimento experimental. 

 Reagente Tempo (minutos) 

1 Xilol (Carlo Erba Reagents) 5:00 

2 Xilol (Carlo Erba Reagents) 5:00 

3 Etanol Absoluto (Carlo Erba Reagents) 2:00 

4 Etanol 96% 2:00 

5 Etanol 70% 2:00 

6 Água Corrente 2:00 

Passo Reagente Tempo (minutos) 

1 Água corrente 02:00 

2 Hematoxilina de Harris (Merck) 00:01 

3 Água corrente 03:00 

4 Água amoniacal 0,5% (Sigma Aldrich) 00:06 

5 Água corrente 02:00 

6 Etanol 96% 02:00 

7 Etanol 96% 02:00 

8 Etanol Absoluto (Carlo Erba Reagents) 02:00 

9 Xilol (Carlo Erba Reagents) 01:00 
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6.2. Otimização de dupla-imunofluorescência para comparação 

da localização de T e de H1 em embriões de galinha ao longo 

do desenvolvimento 

A fim de pesquisar a co-localização Brachyury e Hairy1 nos mesmos cortes 

histológicos ao longo do desenvolvimento do embrião de galinha, procedeu-se à 

realização de ensaios de dupla imunohistoquímica. Procederam-se aos ensaios com o 

objetivo de otimizar as condições experimentais, no entanto, não foram avante devido à 

pandemia. Não se observou marcação significativa de T ou H1 sendo necessário repetir 

os ensaios de otimização (Figura 29 e 30, respetivamente). 

 

 

 

Figura 30 - Otimização da deteção da expressão de Hairy (H1) por imunofluorescência em 

embrião de galinha HH22. Corte de um embrião HH22 marcados com anticorpo primário Anti-

H1 (1/750 e 1/100). Controlo negativo; corte de um embrião HH22 marcado na ausência de 

anticorpo primário. Donkey anti-rabbit (594), anticorpo secundário (1/1000).  

Figura 29 - Otimização da deteção da expressão de Brachyury (T) por 

imunofluorescência em embrião de galinha HH22. Corte de um embrião HH22 marcados 

com anticorpo primário Anti-T (1/100). Controlo negativo; corte de um embrião HH22 

marcado na ausência de anticorpo primário. Goat anti-rabbit (568), anticorpo secundário 

(1/1000).  
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6.3. Deteção da localização do mRNA de T em embriões de 

galinha por hibridação in situ 
 

6.3.1. Preparação de plasmídeo linearizado para posterior 

produção de sonda T 

De forma a caracterizar o padrão de expressão dos transcritos de Brachyury (T), 

foram realizados ensaios de hibridação in situ começando por otimizar as condições 

experimentais. Para tal, realizou-se a produção da sonda T necessária para os ensaios de 

hibridação in situ e procedeu-se a um ensaio de eletroforese para a detetar e confirmar 

que a digestão do plasmídeo tinha decorrido com sucesso (Figura 28).  

 

Figura 31 - Confirmação da digestão do plasmídeo para posterior síntese de sonda 

de T por eletroforese. 

 

6.1.1. Hibridação in situ 

Posteriormente, realizaram-se ensaios de otimização das condições experimentais 

para detetar posteriormente a localização do seu mRNA em embriões de galinha HH11, 

HH12 e HH13. Foram adquiridas imagens de forma a registar os resultados da marcação 

obtida nos embriões manipulados. Para tal, os embriões foram fotografados com o auxílio 

da câmara fotográfica Zeiss Axiocam 105 color que estava acoplada à lupa Zeiss, 

Discovery V12 do laboratório onde esta experiência decorreu (Figura 32). 
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Figura 32 - Otimização da deteção da expressão do mRNA de Brachyury (T) por hibridação 

in situ em embriões de galinha HH11, 12 e 13, revelados ao longo de 5 dias. 

 

 


