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Introdugao

Muito do conhecimento actual acerca do desenvolvimento embrionario dos
vertebrados assenta na experimenta¢do realizada em embrides de galinha (Gallus
gallus). Esta espécie constitui um excelente modelo para o estudo destes processos, ja
gue o seu desenvolvimento ocorre fora do Utero materno, o que facilita o acesso ao
embrido. Além disso, é relativamente facil promover as condi¢Ges necessdrias ao
desenvolvimento embriondrio dos individuos num laboratério, recorrendo a uma
incubadora que mantenha as condi¢des de temperatura e humidade ideais.

Um ponto interessante na embriogénese dos vertebrados é a somitogénese.
Este processo, evolutivamente homodlogo a segmentacdo dos invertebrados, é
caracterizado pela formacdo de pares de agregados de células paralelos ao tubo
neural, os somitos (Gossler e Hrabe de Angelis, 1998), que influenciam a
metamerizacdo de estruturas das quais sdao percursores, como seja o musculo
esquelético e as vértebras, e de estruturas adjacentes, como seja a imposicdo de
limites na migracao das células da crista neural.

Actualmente, sabemos que ha uma base molecular complexa na formacao
destas estruturas, que se formam a partir de uma parte da mesoderme paraxial, a
mesoderme pré-somitica (PSM) que se estende desde o né de Hensen até ao ultimo
somito formado. Assim, com o avanc¢o da gastrulacdo, as células que dardo origem ao
somito ingressam para a zona segmentar, formando-se um novo par de sémitos a cada
90 minutos. Os sinais moleculares, nos quais estdo envolvidos varios genes expressos
de forma ciclica ou continuada, certificam que as células recebam informacao
relativamente ao momento em que a transi¢cdo entre mesénquima e epitélio devera
ocorrer, sendo esta a transformacao celular mais importante deste processo (Gilbert,
2006).

A somitogénese, além destas tranformacgdes ao nivel celular, envolve ainda a
migracao e proliferacdo das células que nela estdao envolvidas. Estes acontecimentos
estdo em parte relacionados com a proteina AKT que promove a o controlo da
sobrevivéncia e metabolismo celular (Fayard, E. et al 2005).

As células epiteliais tém caracteristicas especificas que contribuem para o
desempenho das suas func¢des, como seja o revestimento de superficies, funcionando
como barreira selectivamente permedvel aos ides e moléculas. Como caracteristicas
principais temos a forma do nucleo, que normalmente acompanha a forma da célula, e
o facto de estas células estarem envolvidas por tecido conjuntivo adjacente. Estas
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Fig.1 — Esquema ilustrativo do
tipo de liga¢des célula a células
que se estabelecem
especialmente ao nivel células
epiteliais. Neste esquema estdo
evidenciados os tipos de jungbes
oclusivas, formadas na zona
adjacente a porgdo apical das
células, jungdes desmossomais, e
jungdes  comunicantes, que
permitem a passagem de
pequenos ides e moléculas entre
células vizinhas.
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células tém uma polaridade bem definida, sendo a por¢do em contacto com a matriz
extracelular designada de porgdao basal, e a por¢ao oposta designada por porgao
apical.

A comunicagdo e o contacto entre células vizinhas assumem uma importancia
extrema neste tipo de tecido (fig. 1). Assim, a evolucdo contribuiu para o aparecimento
de especializacdes da membrana plasmatica e dos seus constituintes, no sentido de
permitir o contacto célula-célula e célula-matriz. As juncdes intercelulares, apesar de
presentes em todos os tipos de tecidos, desempenham nos epitlétios um papel
fundamental: além de funcionarem como locais de adesao, funcionam como vedantes
ou até mesmo como canais de comunicacdo célula a célula (Junqueira L.C. e Carneiro
J., 2008).

Estas juncbes sdo compostas por um grupo diverso de proteinas, designadas
genericamente por CAM (moléculas de adesdo celular), que englobam proteinas
diversas como sejam as integrinas, selectinas, caderinas, etc.

Do ponto de vista funcional, as juncdes celulares podem ser de oclusdo,
estabelecendo-se entre células vizinhas numa zona lateral, mesmo abaixo da zona
apical da célula. Estas jungbes previnem a difusdo de macromoléculas e ides ao longo
do epitélio. Sdo constituidas por estreitas bandas de proteinas membranares que
rodeiam a célula por completo, e estabelecem contacto com bandas semelhantes nas
células adjacentes, este contacto é feito através de moléculas especializadas
(ocludinas, claudinas e outras moléculas de adesdo celular (JAM’s)). Um exemplo deste
tipo de moléculas é a ZO-1 (zonula occludens 1) (fig.1).
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(desmogleina e desmocolina), que estabelecem a ligacdo transmembranar as proteinas
de ancoramento intracelular (placoglobina e desmoplaquina) (fig.2).

As juncGes comunicantes sdo constituidas por conexdes, que permitem a
comunicacdo de pequenas moléculas e ides entre as células.

Além de proteinas capazes de estabelecer a ligacdo entre células vizinhas, a
célula apresenta receptores na sua superficie capazes de se ligar a componentes da
matriz extracelular.

A matriz celular é composta essencialmente por proteoglicanos, colagénios,
glicoproteinas e glucosaminoglicanos. Um exemplo dessas glicoproteinas que constitui
a matriz extracelular é a fibronectina. Esta molécula é produzida pelas células em
forma de dimero. A correcta organizacdo da matriz de fibronectina envolve receptores
membranares — as integrinas — que a capturam extracelularmente esticando a matriz,
e abrindo novos locais de ligacdo entre as integrinas e a fibronectina, promovendo
desta forma a fibrilogénese da fibronectina. Esta matriz assume uma importancia
extrema na migracao celular, separacao de tecidos diferentes, evitando a comunicacdo
entre os mesmos, reforcando fronteiras e polarizando as células (Pankov e Yamada,
2002).

As integrinas, a maior familia de receptores da matriz extracelular, forma
dimeros compostos por uma cadeia a e uma cadeia B, ambas necessdarias para o
estabelecimento de ligagcGes. A ligacdo destes receptores ao citoesqueleto é feita por
proteinas intermédias que constituem um complexo proteico responsavel por essa
ligacdo. Este complexo é constituido por moléculas como sejam a vinculina, talina,
paxilina, tensina, FAK (focal adhesion kinase), entre outras (Lodish et al, 2003) (fig.3).
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Fig.3 — Esquema ilustrativo do tipo moléculas intermediarias entre as integrinas e o citoesqueleto. Neste
esquema evidencia-se a existéncia de um complexo de células intermediarias (Paxilina, CSK, CRK, FAK, c-SCR,
vinculina, talina, Tensina, NCK, CAS) que possibilita a ligagdo das integrinas, ao nivel da porgdo basal das
células, com o citoesqueleto de actina da célula.

Em 2007, o grupo de trabalho de Sélveig Thorsteinsddttir e Gabriela Rodrigues
do Departamento de Biologia Animal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa, publicou um artigo que deu conta da importdncia da matriz de fibronectina na
formacao dos sdmitos (Rifes et al. 2007). O modelo anteriormente aceite defendia que
a existéncia do factor paraxis era fundamental para a epitelizacdo dos somitos (Burgess
et al.,, 1996). No entanto, este modelo ndo considerava que a expressdao de paraxis



surgia na auséncia de ectoderme, e que a formacdo de sémitos ndo ocorria nestas
condicdes. Além disso, este modelo ignorava os dados existentes sobre a fibronectina
gue indicavam que knock outs de fibronectina em Mus musculus, Xenopus larvae, e
Danio renio ndo formavam sémitos.

Assim, comecaram por isolar PSMs, para estudo, de trés formas diferentes:
usando pancreatina e dispase, que degradavam a matriz de fibronectina, e colagenase
gue isolava as PSMs sem danificar essa mesma a matriz. Nas PSMs onde a matriz de
fibronectina se mantinha intacta, houve formacdao do numero correcto de sdmitos.
Sabendo que a ectoderme produz fibronectina, e estando esta ausente apds o
isolamento destas PSMs com pancreatina, adicionaram fibronectina exdgena,
verificando que a capacidade de formar sémitos melhorava. Perceberam que o
receptor de fibronectina, integrina a5B1, estava localizado em todas as células da PSM.
Para confirmarem estes dados usaram um fragmento de 70 kDa, capaz de inibir a
fibrilogénese da fibronectina, o que permitiu confirmar a importancia desta molécula
na formacdo dos sémitos, visto que os explantes cultivados com este fragmento nao
formavam o numero de sédmitos suposto. O papel da fibronectina na agregacao e
manutencado das fendas entre os sémitos foi desta forma demonstrado.
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Fig. 4— Modelo de ligagdo da fibronectina a PSM do embrido de galinha, proposto por Rifes et al. (2007). Corte
sagital de uma PSM, com um somito epitelial formado, mostrando a ectoderme e endoderme adjacentes. Este
modelo sugere que ligagdo entre a matriz de fibronectina a PSM ocorre inicialmente no lado posterior, e a
associacdo desta matriz, quando suficientemente forte, permite a formagdo do somito. A ectoderme é a maior fonte
de fibronectina para a formag¢do da matriz, havendo uma contribuigdo muito pequena da PSM na sua produgdo. A
expressdo de integrina a581, é essencial para o processo de associagdo.

Assim, de um modo geral, o trabalho desta equipa dirige-se para a
compreensao da influéncia da matriz extracelular no processo da somitogénese,
especialmente no que toca ao papel especifico que esta molécula tera na correcta
epitelizacdo dos somitos. A investigacdo que tém desenvolvido neste sentido ja
permitiu caracterizar as células dos sdmitos do ponto de vista de adesdo celular
(cateninas e B-cateninas) e do citoesqueleto de actina (Martins G. et al. 2009).

O meu trabalho consistiu especificamente na procura de padroes de
distribuicdo de outras moléculas (talina, vinculina, paxilina, ZO-1 e AKT) que poderdo
estar directamente envolvidas na somitogénese, e que poderdo alterar a sua
localizagdo quando se induz a perturbacdo da matriz de fibronectina, da qual depende
a correcta formacao de sémitos.



Materiais e Métodos

Embrides

Foram incubados ovos de galinha (Gallus gallus) fertilizados numa atmosfera
humida a 382C durante aproximadamente 48 horas, até atingirem o estado HH13
(Hamburger e Hamilton. 1992).

Manipulagao de embrides
Cultura de explantes

A partir de embrides no estado pretendido, foram obtidos explantes
posteriores com 4 sdmitos cada. Os explantes foram colhidos em tampao fosfato (PBS)
completo com Mg+2 e Ca™ e posicionados em filtros de policarbonato de 0,8 um de
poro colocados sobre meio de cultura M199 Earls Salts (Invitrogen) com 10% soro de
galinha (Invitrogen) , 5% soro de bovino fetal (Invitrogen) e 1%
penicilina/estreptomicina (Invitrogen) (Palmeirim 1. et al. 1997) Os explantes
experimentais foram incubados no mesmo meio de cultura com adi¢do de 100 pg/mL
de fragmento de fibronectina de 70 KDa (Sigma), e os controlos foram incubados em
meio com Albumina de Soro Bovino (BSA) (Sigma).

Os explantes foram cultivados durante 6 horas, numa estufa hiumida, com 5%
CO; a 38°C.

Preparagdo para cortes no microtomo de congelagdo

Os embrides e os explantes foram fixados durante a noite em FISH 0,2 % ( 4%
sacarose, 0,12 mM CaCl,, 0,07M NaH,P0Qy4, 0,023 M Na,H,P04, 0,2% paraformaldeido
(PFA)) e PFA 4%, respectivamente.

Foram posteriormente lavados e mantidos em T1 (4% sacarose, 0,12 mM CaCl,,
0,07M NaH,PQ4, 0,023 M Na,H,P04) durante a noite a 42C. Lavaram-se e mantiveram-
se em T2 (15% sacarose, 0,12 M PBS) durante a noite a 49C.

Retirou-se T2 e adicionou-se T3 (15% sacarose, 0,12 M tampao fosfato (PBS),
7,5%) aquecido a 372C, deixando a mesma temperatura durante +1 hora, até que os
embrides afundassem na solucdo T3.

Colocou-se T3 numa caixa de petri com fundo duro de agar, colocando-se
posteriormente os embrides e os explantes orientados, marcando a parte anterior dos
mesmos, para orientacdo no microtomo de congelacao.

Colocaram-se os blocos individualizados em formas de folha de aluminio,
ficando a face dorsal voltada para cima.

Para uma correcta congelacao dos mesmos, foi usado um recipiente de metal
com lIsopentano (quantidade suficiente para apenas cobrir o fundo), envolvido por
gelo seco. Mergulharam-se as formas com os blocos lentamente no isopentano,
esperando a sua congelacdo gradual, até que o bloco atingisse um aspecto opaco e
uniforme. As formas foram armazenadas a -80°C.

Imunohistoquimica

Realizaram-se protocolos de imunohistoquimica usando anticorpos
monoclonais contra a Vinculina (V4505 Sigma, 1:100), Talina (8e6 DSHB, 1:100),
Fibronectina (F6140 Sigma, 1:400), e anticorpos policlonais contra a Fibronectina



(F3648 Sigma, 1:400), Paxilina (abee54 ABcam, 1:100), AKT1 (ab38449 ABcam, 1:100) e
Z0-1 (40-2200, 1:200). Os anticorpos secunddrios usados foram fragmentos IgG F (ab')z
conjugados com Alexa Fluor 488 (emissdo de luz verde) e 568 (emissdo de luz
vermelha) (Molecular Probes, 1:1000).

Para o processo, foram obtidas sec¢Ges transversais e sagitais de 12 um, para
embrides inteiros e explantes respectivamente, no micrétomo de congelagdo (Bright
Clinicut 3020). As laminas foram deixadas a secar durante 30 minutos. Posteriormente,
foram lavadas em PBS 1x 3 vezes durante 10 minutos. Para conseguir a
permeabilizacdo do tecido de modo a permitir a subsequente entrada dos anticorpos,
as laminas foram colocadas em Triton 0,2 % em PBS durante 20 minutos, sendo
novamente lavadas em PBS 1x. Para bloquear ligacdes inespecificas foi usado soro de
cabra (NGS), para os anticorpos contra Vinculina, Talina, ZO-1 , Paxilina e Pi3 K e BSA
5% para o anticorpo contra fibronectina, durante 30 minutos.

A incubagao com anticorpo primdrio em PBS BSA 1% foi realizada durante a
noite. Efectuaram-se novas lavagens com PBS x1 3 vezes durante 10 minutos cada.

Colocou-se o anticorpo secundario respectivo em BSA 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Lavou-se novamente com PBS 4x, para eliminar o ruido de fundo, e PBS 1 x
durante 10 minutos.

Mergulharam-se as laminas num recipiente com DAPI (emissdo luz azul; DAPI, 5
pg/ml em PBS 1% Triton X-100) durante 30 seg, para obter a coloragdo dos nucleos, e
montou-se em propilgalacto.

Aquisicao de imagens

As imagens foram adquiridas a partir do microscépio de fluorescéncia Olympus
BX60 equipado com dptica Nomarski e epifluorescéncia, acoplado a uma camara
fotografica digital Olympus DP50 e processadas por Adobe Photoshop CS4 e Image J.

Resultados/Discussao

Caracterizagdao morfologica

A técnica de imunohistoquimica de fluorescéncia permite detectar
determinadas moléculas de interesse devido ao uso de anticorpos especificos contra
essas moléculas, que se ligam as mesmas, e 0s quais sdo reconhecidos por anticorpos
secundarios, que reconhecem os primdrios, e que se encontram associados a
fluorocromos que emitem luz de determinado comprimentos de onda quando
excitados devidamente.

A aplicacdo do protocolo de imunohistoquimica, usando anticorpos para as
varias proteinas em estudo permitiu caracterizar morfologicamente os tecidos
analisados. A distribuicdo destas moléculas nos varios tecidos analisados determina
um padrdao de distribuicdo das mesmas, constituindo um auxilio importante na
compreensao do comportamento celular ao longo da formag¢do do embrido de galinha,
especialmente ao nivel da somitogénese. Este acontecimento é marcado por
porfundas transi¢cdes entre células epiteliais e células mesenquimatosas, o que trara
como consequéncia a alteracdo da distribuicdo destas moléculas durante os
acontecimentos que se vao sucedendo.
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Fig.5 — Embrido de galinha E13 HH com 48h de incubagdo. Este embrido apresenta 17 sémitos. Os cortes transversais, que serdo
apresentados em seguida, foram obtidos nas 3 zonas indicadas (1, 2, 3). Em cada sequéncia de imagens apresentadas nas proximas
figuras a ordem das sec¢Ges acompanha esta sequéncia de cortes. A chaveta azul indica o local onde foram feitos os explantes para

cultura.
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Fig.6 — Distribuicdo da talina e da fibronectina em diferentes sec¢des de um embrido de galinha. (A) Na parte anterior do embrido, onde
é visivel o dermamiétomo (DM) e o esclerétomo (ES), a talina encontra-se na periferia das células e também ao nivel tubo neural (TN) e
notocorda (NT). A Fibronectina preenche os espagos entre as células, marcando fronteiras entre os tecidos. (B) No sémito (S) a talina
concentra-se na zona central do mesmo, enquanto que a fibronectina o rodeia por completo. (C) No sémito zero, a distribui¢do da talina
revelou-se mais dispersa. Todas as barras de escala representam 100 um. (AO) Aorta, (EC) Ectoderme, (EN) Endoderme, MS (Mesonefro),
MT (miétomo).
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Fig.7 — Distribuicdo da vinculina e da fibronectina em diferentes sec¢des de um embrido de galinha. (D) Na parte anterior do embrido,
onde é visivel o dermamiétomo (DM) e o esclerétomo (ES), a vinculina encontra-se na superficie apical de todos os tecidos epiteliais, tubo
neural (TN) e notocorda (NT). A fibronectina preenche os espagos entre as células, marcando fronteiras entre os tecidos. (E) No somito (S)
a vinculina concentra-se na zona central do mesmo, enquanto que a fibronectina o rodeia completamente. (F) No sémito 0, a distribuicdo
da vinculina ndo é central, revelando-se mais dispersa. Todas as barras de escala representam 100 um. (AO) aorta, (EC) ectoderme, (EN)
endoderme, (MS) mesonefro.
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Fig.8 — Distribuicdo da paxilina em diferentes secces de um embrido de galinha. (G) No sémito maduro (S) a Paxilina concentra-se na
zona central do mesmo, concentrando-se também ao nivel dos epitélios endoderme (EN), mesoderme lateral (ML), ectoderme (EC), tubo
neural (TN) e notocorda (NT). (H) Na PSM, a Paxilina esta ausente, no entanto a sua localizagdo nos epitélios permanece a mesma. Todas
as barras de escala representam 100 um. (AO) Aorta.
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Fig.9 — Distribuicdo de ZO-1 em diferentes secgdes de um embrido de galinha. (I) Na parte anterior do embrido, onde é visivel o
dermamidtonic (M) e o esclerétomo (ES), a ZO-1 encontra-se na superficie apical de todos os tecidos epiteliais, tubo neural (TN) e
notocorda (NT). (J) No sdmito maduro (S) ZO-1 concentra-se na zona central do mesmo, mantendo a localizagdo nos epitélios. (K) Na PSM
nao existe ZO-1. No entanto, a sua localizagdo nos epitélios permanece a mesma, especialmente ao nivel da mesoderme lateral. Todas as
barras de escala representam 100 um. (AO) Aorta, (EC) Ectoderme, (EN) Endoderme, MT (midtomo).
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Fig.10 — Distribuicdo da AKT em diferentes sec¢bes de um embrido de galinha. (L) Na parte anterior do embrido, onde é visivel o
dermamiétomo (DM) e o esclerétomo (ES), a presenga de AKT é quase nula, localizando-se sobretudo no centro do escler6tomo. (M) Na
transi¢do entre PSM e sémito maduro AKT concentra-se na zona central do mesmo, e no Tubo Neural (TN). (N) Numa parte mais posterior
do embrido, a distribuicdo da AKT é bastante evidente no conjunto de células centrais, especialmente em células que se encontram em
divisdo. (L3) O circulo vermelho indica uma anafase. Todas as barras de escala representam 100 um. (AO) aorta, (EC) ectoderme, (EN)
endoderme, (ML) mesoderme lateral.




Fig.11 — Distribuigao da fibronectina e ZO-1 em secg¢des longitudinais de explantes posteriores de embrides de
galinha com quatro somitos cultivados em meio de cultura com BSA (M) e fragmento 70 kDa (N) durante 6
horas. (M) Formaram-se 4 somitos durante o tempo da cultura (indicados pelas setas brancas). A distribui¢do de
Z0-1 nos novos sémitos formados seguiu a mesma distribuicdo dos somitos ja existentes, localizando-se na zona
central dos mesmos. A fibronectina também manteve a sua distribuicdo, rodeando todos os sémitos. (N)
Durante as 6 horas de cultura, formou-se apenas um sdmito completo, havendo inicio da formagao de um
segundo novo somito (setas brancas). A distribuicdo de ZO-1 sofreu alteragdo, a sua lozalizagdo central no
sémito ficou destabilizada no sémito em formagdo e bastante dispersa na PSM adjacente. A matriz de
fibronectina ficou menos compacta, ndo envolvendo o sémito formado . As estrelas indicam os sdmitos
existentes antes de cada cultura. Todas as barras de escala representam 100 um.
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Fig.12 — Distribuicdo da fibronectina e talina em secgées longitudinais de explantes posteriores de embrides de
galinha com quatro sémitos cultivados em meio de cultura com BSA (O) e fragmento 70 kDa (P) durante 6 horas.
(O) Formaram-se 4 somitos durante o tempo da cultura (setas brancas). A distribuicdo de talina nos novos sémitos
formados seguiu a mesma distribuicdo dos sdmitos ja existentes, localizando-se na zona apical das células que
rodeiam os somitocélios. A fibronectina também manteve a sua distribuicdo, rodeando todos os sémitos. (N)
Durante as 6 horas de cultura, formou-se apenas um sémito completo, havendo inicio da formagdo de um segundo
novo sémito. (setas brancas) A distribuigdo da talina sofreu alteragdo, a sua lozalizagdo central no sémito ficou
destabilizada no sémito em formacgdo e bastante dispersa na PSM adjacente. A matriz de fibronectina ficou menos
compacta, ndo envolvendo na totalidade o novo sémito formado . As estrelas indicam os sdmitos existentes antes
de cada cultura. Todas as barras de escala representam 100 pum.
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Talina e Vinculina

Através da analise de imagens de imunohistoquimica, foi possivel observar que
a talina e a vinculina tém uma distribuicao semelhante entre si em todas as secg¢des. O
facto de terem funcdes semelhantes faz com que aparecam co-localizadas uma com a
outra. (fig.3) Ao nivel da endoderme, ectoderme, mesoderme lateral, mesonefros,
tubo neural, notocorda e PSM é visivel a presenca destas proteinas nas células
constituintes destes tecidos em toda a membrana celular (fig. 6 e 7) . A talina e a
vinculina fazem parte de um complexo de ligacdo das integrinas ao citoesqueleto,
dessa forma seria de esperar que a sua localizacdo fosse basal. No entanto, segundo
Vasioukhin et al. 2001 a vinculina também faz parte do grupo de proteinas
encarregadas de estabelecer a ligacdo entre o citoesqueleto e as caderinas, sendo que
isso explica o facto de se localizar também na zona apical das células. No entanto,
apesar de ndo estar documentada a existéncia da talina neste segundo complexo,
segundo a andlise destes resultados ela apresenta-se também na porcdo apical das
células. No sémito, a talina e a vinculina encontram-se dispostas na parte apical das
células epitelidides que rodeiam o somitocélio (zona central do sdmito constituido por
células mesenquimatosas). Estas células epitelidides apresentam caracteristicas de
epitélio, como seja a existéncia de juncdes de adesdo, pelo que se espera a existéncia
da vinculina nesta zona (fig.6B e 7E). A localizagdo da vinculina e talina no
dermamidétomo e esclerétomo é muito semelhante, sendo bem visivel na porc¢ado apical
das células do dermamidétomo, co-localizando-se com o citoesqueleto de actina,
segundo dados ndo publicados deste laboratério. Isto prende-se com o facto de a
ligacdo destas moléculas ser feita ao citoesqueleto, pelo que serd de esperar que
exista uma co-localizagdo das mesmas com os filamentos de actina. No esclerétomo
estas proteinas apresentam uma distribuicdo mais difusa (fig. 6A e 7D).

Paxilina

A paxilina também faz parte do complexo de ligacdo das integrinas ao
citoesqueleto. Pela analise destas imagens, podemos concluir que se encontra em
todos os epitélios, nomeadamente endoderme, ectoderme e mesoderme lateral, nas
células epiteliais assumindo nestas uma posicdo basal. E também visivel a sua
presenca na parte apical das células que rodeiam a aorta, o tubo neural e a notocorda.
Ao nivel da PSM, esta molécula encontra-se ausente. As células que constituem a PSM
sdo células mesenquimatosas, e por isso ndo apresentam zonas caracteristicas de
células epiteliais (fig.8F). No sémito, esta proteina estd presente na zona central do
mesmo, ao nivel da parte apical das células que rodeiam o somitocélio. Estas células
tém caracteristicas epiteliais, apresentando por isso jun¢des de adesao . (fig. 8G)

Z0-1

A ZO-1 (zonula occludens 1),proteina constituinte fundamental das zonas
oclusivas entre células epiteliais, apresenta uma distribuicdo pontilhada na porcao
apical das células epiteliais, sendo bem visivel ao nivel da ectoderme, endoderme,
mesoderme lateral e notocorda. Ao nivel do tubo neural, a presenca de ZO-1 esta bem
representada na zona apical das células que o constituem. Esta molécula estd ausente
nos mesonefros e PSM (fig. 9K). No sémito, encontramos ZO-1 na parte apical das
células que rodeiam o somitocélio (fig. 9J). Estas células epitelidides apresentam



caracteristicas de epitélio como seja a existéncia de zonas oclusivas. Numa parte mais
anterior do embrido, ZO-1 encontra-se bem visivel na fronteira entre o dermamidétomo
e 0 midtomo, ou seja, na parte apical das membranas laterais das células epiteliais do
dermamiétomo, estando ausente no esclerétomo (fig. 9I).

Fibronectina

A fibronectina encontra-se ajacente a endoderme e a ectoderme, encontrado-
se na primeira sob a forma de pequenos pontos bem evidentes. Esta distribuicao
relaciona-se com o facto de esta molécula ser produzida na ectoderme (Rifes P. et al.
2007). Envolve o tubo neural, notocorda e mesonefros. Na PSM, a sua presenca é
muito pouco significativa, aumentado conforme a progressao no desenvolvimento do
somito. Isto relaciona-se com o facto de que, ao longo da formacdo dos sdmitos as
células se vao tornando epiteliais, desenvolvendo-se sobre uma matriz extracelular
contendo fibronectina. Assim, existe em maior quantidade no sémito zero (estrutura
transitéria entre PSM e formacdao de um novo sémito) relativamente a PSM. O sémito
maduro encontra-se totalmente envolvido por esta molécula (fig. 6B e 7B). A
importancia da fibronectina na formagdo dos sémitos foi reforcada por estudos
desenvolvidos por esta equipa, tendo sido comprovada a necessidade da existéncia de
uma matriz forte desta molécula para que a somitogénese seja possivel. Assim, a
matriz de fibronectina tem como funcdo englobar as células que formardao o novo
sémito, ajudando a manter as fendas entre os sémitos ja formados. Ao nivel do
dermamiétomo/midtomo a fibronectina parece envolver firmemente estas estruturas,
enquanto no esclerétomo se encontra muito difusa e pouco densa. A matriz de
fibronectina, assume-se assim, como uma fronteira entre tecidos, servindo de suporte
a tecidos epiteliais como sejam o dermamidétomo, tubo neural e notocorda (fig. 6A e
7A).

AKT

A presenca de AKT, de uma forma geral, é mais notdria ao nivel da zona
posterior do embrido, especialmente ao nivel do Né de Hensen, relativamente a zonas
anteriores. As suas funcdes estdo associadas a migracdo, proliferacdo e inibicdo da
apoptose celular (Fayard, E. et al 2005). Desta forma, nesta zona do embrido a
manutencdo destes processos é fundamental para a ingressao das células pelo N6 de
Hensen, acontecimento que é acompanhado pela proliferacdo das mesmas. Nas
células adjacentes ao N6 de Hensen, a proteina AKT localiza-se especificamente em
células em divisdo, ao nivel citoplasmatico e nuclear (figura 10 L3). Na ectoderme,
endoderme e mesoderme lateral, a sua presenca é pontual e pouco significativa. Ao
longo do tubo neural, encontra-se associada a células cujos nucleos estdo mais
proximos do lumen. A divisdo das células no tubo neural é antecedida por uma
migracao do nucleo celular inicialmente localizado na porg¢do basal da célula para perto
do lumen, onde sofre depois divisdo, regressando posteriormente ao local de origem.
A presenca de AKT na notocorda apresenta-se difusa. Ao nivel da PSM, a sua presenca
é bastante significativa e muito dispersa (fig. 5M). No dermamioétomo, AKT encontra-se
ausente, enquanto no esclerotomo estd presente mas em pequena quantidade
(fig.10L).



Perturbacao da matriz de Fibronectina

Para tentar perceber a influéncia da matriz de fibronectina na localizacao das
proteinas em estudo, foi utilizado um fragmento de 70kDa que impede a fibrilogénese
da fibronectina (McKeownlongo et al. 1985). Como controlo, foi utilizada albumina de
soro bovino, uma proteina com peso molecular semelhante ao fragmento. Em todos os
explantes controlo cultivados 6 horas, houve formacdao de quatro novos sémitos, o
numero de sdmitos suposto visto que o tempo de formacdo de cada sémito sdo 90
minutos (fig. 11M e 120). Nos explantes cultivados com fragmento 70 KDa (100
pug/mL) houve formagdo de apenas um a dois novos somitos (fig. 11N e 12P). Isto
deve-se a perturbacdo da fibrilogénese da fibronectina que ocorre devido a presenca
do fragmento na cultura, que é incorporado pelos tecidos causando o efeito referido.
A producao de fibronectina ndo é afectada, mas como as moléculas de fibronectina se
tornam incapazes de se ligarem faz com que a matriz formada n3o seja coesa e capaz
de desempenhar as suas fun¢bes, nomeadamente participar na formacgdo de sémitos
morfolégicos (Rifes P. et al 2007).

Assim, a fibronectina nos explantes cultivados com o fragmento apresenta-se
mais dispersa nas zonas adjacentes a ectoderme e a endoderme, ndo envolvendo os
sémitos formados durante a cultura, o que faz com que apesar de a informacgao
molecular indicar a estas células que estas deverdo formar um novo sémito, isto nao
acontece devido a incapacidade desta matriz envolver os sémitos, definindo fronteiras
entre os mesmos, entre outras fungdes. Nos explantes cultivados com BSA, a matriz de
fibronectina apresenta-se mais organizada e complexa envolvendo os novos somitos,
uma vez que a ligacdo das moléculas de fibronectina ndo é afectada, ndo havendo
interferéncia na formacao correcta da matriz (fig. 11N e 12P).

Z0-1

Como foi descrito anteriormente, ao nivel dos sémitos, a ZO-1 localiza-se na
porcdo apical das células que rodeiam o somitocélio, endoderme e ectoderme,
enquanto ao nivel da PSM esta molécula ndao é detectavel. Esta localizagao é
confirmada pela andlise das sec¢Ges sagitais dos explantes cultivados com BSA, onde a
localizagao de ZO-1 se mantém a mesma (fig. 11M).

Nos explantes cultivados com o fragmento 70 kDa, o somitocélio aumenta o
seu diametro comparativamente com o somitocélio de explantes cultivados com BSA.
(fig. 11N) Este fendmeno acontece devido ao facto de a inibigdo da fibrilogénese da
fibronectina dificultar a formacao do epitélio do sdmito (Martins G. et al., 2009).

Na PSM adjacente ao ultimo sémito formado, a qual deveria ter formado
sdmitos no tempo em que decorreu a cultura, ZO-1 estd presente embora de forma
muito difusa, sendo mais evidente a sua presenca na PSM mais madura, constituindo
um inicio de organizacdo em volta do somitocélio presuntivo (fig. 11N). Isto poderd
acontecer devido ao facto de a fibronectina ser necessaria para polarizar as células e
reforcar a adesdo célula a célula, como seja a formacdo de zonas de oclusdo. No
entanto a inibicdo da fibrilogénese da fibronectina impede que este fendmeno ocorra
completamente. Este acontecimento foi descrito recentemente para a N-caderina por
esta mesma equipa (Martins G. et al 2009).



Na ectoderme e endoderme a disposicdo de ZO-1 ndo é alterada nas células
visto que a matriz de fibronectina adjacente a estes dois folhetos mantém o seu
padrdo de distribuicao.

Talina

Os efeitos da actuacdo do fragmento mantiveram-se nos explantes
experimentais onde se analisou o padrdo de distribuicdo da talina: houve aumento do
diametro dos somitocélios comparativamente com os explantes controlo, e a matriz de
fibronectina apresentou-se novamente dipersa (fig. 12P).

A talina também manteve a sua localizacdo, de acordo com aquela que foi
descrita anteriormente, nos cortes sagitais dos explantes controlo (fig. 120). Nos
explantes experimentais a distribui¢ao da talina revelou-se mais difusa.

Na PSM adjacente, onde se deveriam ter formado mais sdomitos, é visivel que a
distribuicdo desta proteina se encontra mais dispersa do que nos explantes controlo.
Desta forma, podemos inferir que os efeitos da accdo do péptido também influenciam
a distribuicdo desta molécula. No entanto, ao nivel da endoderme e da ectoderme a
distribuicdo da talina manteve-se, pelas razdes ja descritas.

De forma geral, podemos concluir que a influéncia da matriz de fibronectina
podera ser alargada a muitas outras moléculas. O papel desta molécula na
somitogénese verifica-se ndo sé a nivel morfolédgico como a nivel molecular, podendo
estar relacionado com muitos outros processsos que continuam desconhecidos.

Consideragoes finais

Os objectivos inicialmente propostos foram cumpridos e perfeitamente
conciliados com os meus deveres académicos. O projecto que desenvolvi
complementou os conhecimentos que adquiri nas aulas no sentido em que se revelou
uma aplicagao pratica dos mesmos, especialmente nas disciplinas de Embriologia e
Histologia e Biologia do Desenvolvimento Animal. Este projecto permitiu-me
desenvolver as minhas competéncias pessoais, alargando o meu conhecimento na area
da Biologia do Desenvolvimento, ajudando-me a fazer op¢des mais sdlidas no futuro.

No entanto, os conhecimentos que adquiri ndo se restringiram aos objectivos a
gue me propus inicialmente. A interaccdo com outras problematicas despertou-me
para outras questdes relacionadas com esta area da Biologia. Percebi o que esta por
detrds do bom funcionamento de um laboratdrio, e a necessidade de interaccdo e
partilha de conhecimentos entre as pessoas que nele trabalham.

O projecto enquadrou-se perfeitamente na linha de investigacdao seguida pelo
Laboratério de acolhimento, tendo-se revelado importante para o trabalho que esta a
ser desenvolvido actualmente colmatando uma lacuna ainda existente relativamente
ao padrao de distribuicdo de algumas moléculas nestas estruturas embrionarias
estudadas neste grupo: a PSM, os sémitos e o dermamidtomo, no embrido de galinha.

A apresentacao publica deste trabalho serd feita através de um video. Em
anexo segue o histérico de disciplinas.
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