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RESUMO 

 

O desequilíbrio no metabolismo do ácido fólico (AF) e da homocisteína 

(Hcy) está relacionado à ocorrência de defeitos do tubo neural (DTN). 

Os aspectos morfológicos e os mecanismos celulares envolvidos na 

gênese dos DTN provocados pelos elevados níveis de Hcy, ainda não 

foram adequadamente elucidados. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

os efeitos da Hcy sobre os mecanismos celulares envolvidos na 

morfogênese do tubo neural, com ênfase no desenvolvimento da medula 

espinhal e do esqueleto axial, utilizando embriões de Gallus domesticus 

como modelo experimental. Os embriões foram incubados (38ºC), pré-

tratados com 26 h e tratados com 48 h de incubação. Foram organizados 

quatro grupos experimentais: AF – pré-tratado com 50 µl de salina e 

tratado com 0,5 μg de AF / 50 µl de salina; Hcy – pré-tratado com 50 μl 

de salina e tratado com 20 μmol D,L-Hcy / 50 μl salina; AF+Hcy – pré-

tratado com 0,5 μg AF / 50 μl salina e tratado com 20 μmol D,L-Hcy/50 

μl salina; controle – pré-tratado e tratado com 50 μl de salina. Os 

embriões foram analisados em duas idades – E4 e E6.  Foram 

encontradas diferentes categorias de DTN, acompanhadas de alterações 

na morfologia da medula espinhal e do esqueleto axial. A Hcy gerou 

estresse celular e oxidativo, reconhecidos pelo aumento da expressão da 

proteína de estresse HSP 70 induzível e da proteína anti-apoptótica Bcl 

2, respectivamente. Além disso, houve aumento da carbonilação de 

proteínas e diminuição dos níveis de tióis não-proteicos (NPSH), 

indicando aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

e redução das defesas antioxidantes. Alterações nos mecanismos de 

proliferação e diferenciação celulares nos tecidos neurais e 

mesenquimais foram evidenciadas por técnicas de imuno-histoquímica e 

RT-qPCR. A Hcy reduziu o número de células em proliferação e gerou 

danos ao DNA nas células dos tecidos neural e mesenquimal. A 

diferenciação neural foi comprometida pela Hcy, efeito evidenciado pela 

diminuição da expressão das proteínas p53 e β-tubulina III na medula 

espinhal. A Hcy levou à redução da expressão de Pax 1/9 e Sox 9 no 

mesênquima. Os resultados demonstraram importantes efeitos da Hcy 

sobre mecanismos celulares e moleculares envolvidos no 

desenvolvimento da medula espinhal e do esqueleto axial e a provável 

relação destes efeitos com a gênese dos DTN na medula espinhal. 

 

Palavras-chave: defeitos do tubo neural, homocisteína, ácido fólico, 

medula espinhal, esqueleto axial, estresse celular e oxidativo, 

proliferação celular, dano no DNA, embriões de galinha. 
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ABSTRACT 

 

The imbalance of the folic acid (FA) and homocysteine (Hcy) 

metabolism is related to the occurrence of neural- tube defects (NTD). 

The morphological and cellular aspects involved in the genesis of NTD 

caused by high Hcy levels, have not been totally understood. The aim of 

this study was to evaluate the effects of Hcy and AF on the cellular 

mechanisms involved in the morphogenesis of the neural tube, focusing 

on the development of the spinal cord and the axial skeleton, using 

embryos of Gallus domesticus. Embryos were incubated (38ºC) and 

pretreated at 24 h and treated at 46 h of incubation. Four experimental 

groups were performed: FA – pretreated with 50 μl saline and treated 

with 0.5 μg FA / 50 μl saline; Hcy – pretreated with 50 μl saline and 

treated with 20 μmol D,L-Hcy / 50 μl saline; FA+Hcy – pretreated with 

0.5 μg FA / 50 μl saline and treated with 20 μmol D,L-Hcy / 50 μl 

saline; control – pretreated and treated with 50 μl saline. Embryos were 

analyzed at two embryonic ages – E4 and E6. Different categories of 

NTD were registered, which were accompanied by changes in the 

morphology of the spinal cord and axial skeleton. Hcy treatment lead to 

oxidative and cellular stress, which were demonstrated by upregulation 

of the expression of stress-inducible HSP 70 protein and anti-apoptotic 

Bcl 2 protein, respectively. Additionally, an increase of the protein 

carbonylation rate and a decrease of non-protein thiols (NPSH) levels, 

indicating a generation of the reactive oxygen species (ROS) and a 

reduction of the antioxidant defenses. Changes on mechanisms of cell 

proliferation and differentiation in mesenchymal and neural tissues were 

observed by immunohistochemical techniques and Real-time 

quantitative RT-PCR assay (RT-qPCR). Hcy caused decrease of the 

proliferative cells and induced DNA damage in cells of the neural and 

mesenchymal tissues. Hcy changed neuronal differentiation and this 

effect was verified by decrease of the expression of proteins p53 and β-

tubulin III in the spinal cord. During the development of the axial 

skeleton, Hcy reduced the expression of the Pax 1/9 and Sox 9 in the 

mesenchyme. The results demonstrated significant effects of Hcy on 

cellular and molecular mechanisms involved in the development of the 

spinal cord and axial skeleton, and the probable relationship of these 

effects to the genesis of NTDs in the spinal cord. 

 

Keywords: neural tube defects, homocysteine, folic acid, spinal cord, 

axial skeleton, oxidative and cellular stress, cell proliferation, DNA 

damage, chicken embryos.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

Desde 1976, quando Smithells e col. estabeleceram pela 

primeira vez a relação entre a ocorrência dos defeitos do tubo neural 

(DTN) e a deficiência materna de ácido fólico (AF), a importância dos 

DTN como um problema de saúde pública é evidente. A ação protetora 

do AF sobre os DTN passou a ser amplamente debatida a partir de 

então, e estudos epidemiológicos posteriores corroboraram a ideia de 

Smithells et al. (1976), comprovando definitivamente a relação entre a 

deficiência de AF e a ocorrência de DTN.  

A partir da década de 90, programas desenvolvidos por 

organizações internacionais passaram a recomendar a ingestão diária de 

AF (400 µg) no período periconcepcional. Para alcançar este objetivo, 

órgãos ligados a ações de vigilância sanitária e controle da produção de 

alimentos em todo o mundo estipularam às indústrias, na forma de 

legislação, a fortificação das farinhas produzidas com AF. Estudos 

epidemiológicos realizados nos últimos anos revelam que estas ações 

reduziram de forma significativa a prevalência dos DTN nas populações, 

embora os mecanismos responsáveis pelos benefícios da suplementação 

com AF ainda permaneçam desconhecidos. 

Estes ensaios epidemiológicos levaram à descoberta de que a 

deficiência de AF tinha como consequência direta o aumento da 

concentração de homocisteína (Hcy) no plasma sanguíneo. Fato que 

estimulou também a realização de ensaios experimentais utilizando 

diferentes modelos animais, incluindo mamíferos e aves, os quais 

vieram confirmar a associação epidemiológica existente entre a 

hiperhomocisteinemia materna e ocorrência de DTN; bem como, de 

outras anomalias congênitas, incluindo defeitos cardíacos e 

craniofaciais, e mais recentemente, anomalias dos membros. A partir 

destes estudos, tornou-se evidente o papel direto da Hcy na gênese das 

anomalias congênitas relacionadas à deficiência de AF.  

Nota-se que questões relacionadas ao desenvolvimento do 

sistema nervoso e as anomalias congênitas a ele relacionadas, e também 

à ação nociva da Hcy e protetora do AF durante a embriogênese deste 

sistema, foram amplamente debatidas desde a década de 80. Entretanto, 

os mecanismos celulares e moleculares e os aspectos morfológicos 

envolvidos na morfogênese do tubo neural ainda não foram 

completamente elucidados, bem como a ação da Hcy e do AF sobre 

esses mecanismos. Portanto, apesar de todo o conhecimento construído 

até então, faz-se necessária a realização de estudos que investiguem 

quais mecanismos celulares e moleculares podem ser modificados 
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quando há desequilíbrio entre os níveis de AF e Hcy, a fim de elucidar o 

papel destas substâncias durante o desenvolvimento, bem como o 

motivo pelo qual elas estão diretamente envolvidas na etiologia dos 

DTN, o que corresponde ao objetivo geral deste trabalho de tese. 

 

 

1.1 ORIGEM EMBRIONÁRIA DO SISTEMA NERVOSO 
 

O evento do desenvolvimento definido como neurulação 

compreende um conjunto de movimentos morfogenéticos complexos e 

dinâmicos que resultam na formação do tubo neural (TN) – estrutura 

embrionária a partir da qual tem origem o sistema nervoso central 

(SNC) dos vertebrados – e das células da crista neural, estas se 

despreendem do TN durante a neurulação e iniciam um processo 

migratório, dando origem a tipos celulares variados, incluindo as células 

neurais do sistema nervoso periférico (SNP) (TEILLET; KALCHEIM; 

LE DOUARIN, 1987; GILBERT, 2010; WOLPERT e TICKLE, 2010). 

Em vertebrados superiores (aves e mamíferos), este evento do 

desenvolvimento está estruturado em duas fases: a neurulação primária 

que inicia com a diferenciação do ectoderma dorsal do embrião, e é 

responsável pela formação do encéfalo e grande parte da medula 

espinhal; e a neurulação secundária, durante a qual os segmentos 

inferiores da medula espinhal são formados, através da cavitação de um 

cordão medular que forma-se na extremidade caudal do embrião – o 

botão caudal (do inglês, tail bud) (SCHOENWOLF; SMITH, 1990; 

LAWSON; ANDERSON; SCHOENWOLF, 2001; LADHER; 

SCHOENWOLF, 2005). Embora estas duas fases do processo de 

neurulação ocorram devido à ação de mecanismos morfogenéticos e 

moleculares distintos, ambas têm como resultado final a formação da 

mesma estrutura embrionária – o TN. Além destas duas fases distintas, 

sabe-se que, durante a neurulação, em aves, existe ainda uma zona de 

sobreposição (do inglês, overlap zone) e esta região é responsável pela 

formação dos segmentos lombares inferiores da medula espinhal, 

enquanto os segmentos sacrais são totalmente derivados do botão caudal 

(SCHOENWOLF, 1979; SCHOENWOLF; DELONGO, 1980). 

A neurulação primária foi estudada em diferentes modelos 

animais (ave, coelho, anfíbio, porco, camundongo e humano) e, de 

forma geral, as etapas básicas deste processo de formação do TN são 

conservadas entre as espécies (SMITH; SCHOENWOLF, 1991; 

DAVIDSON; KELLER, 1999; PETERS et al., 1999; VAN STRAATEN 

et al., 2000; COPP, 2005; PYRGAKI et al., 2010). A formação da placa 
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neural a partir da diferenciação do ectoderma dorsal do embrião 

corresponde à primeira etapa da neurulação primária. Esta placa, 

constituída por um neuroepitélio, dará origem às células neurais e gliais; 

o restante do ectoderma, posteriormente à formação da placa neural, 

constitui o ectoderma superficial, que dará origem à epiderme. Após a 

formação da placa neural, uma série de movimentos morfogenéticos é 

responsável pelas etapas subsequentes da neurulação primária, já bem 

descritas na literatura, que incluem, após (1) a formação da placa neural: 

(2) o dobramento desta placa, (3) a formação do sulco e das pregas 

neurais e (4) a posterior elevação e fusão destas pregas na linha média 

dorsal do embrião, levando a formação do TN (SMITH; 

SCHOENWOLF, 1991; MOURY; SCHOENWOLF, 1995; COLAS; 

SCHOENWOLF, 2001; LAWSON; ANDERSON; SCHOENWOLF, 

2001; LOWERY; SIVE, 2004) (Fig. 1). 
 

 

 
 

Figura 1. Imagens de microscopia eletrônica de varredura do disco 

embrionário de galinha nos estágios 6 a 10
+
 HH (23 a 38 h). (a) Início da 

formação da placa neural. (b) Formação do sulco e pregas neurais (setas pretas). 

(c, d) Aproximação e fusão das pregas neurais que leva ao fechamento do tubo 

neural. Abreviaturas: es, ectoderma superficial; e, endoderma; ne, neuroepitélio; 

n, notocorda; m, mesoderma; pn, prega neural; ipa, intestino primitivo anterior; 

tn, tubo neural; MHP, ponto de dobra mediano (do inglês, median hinge point); 

DLHP, ponto de dobra dorsolateral (do inglês, dorsolateral hinge point). Escala 

= 180 mm. Fonte: modificado de Smith e Schoenwolf (1997). 
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Os movimentos morfogenéticos que ocorrem durante o 

dobramento da placa neural, levando a alterações na forma, posição e 

número das células neuroepiteliais, são essenciais para que ocorra a 

convergência das pregas neurais na linha média dorsal do embrião e o 

posterior fechamento do TN (MOURY; SCHOENWOLF, 1995). É bem 

estabelecido que estas mudanças no comportamento celular iniciam em 

um tecido com características de epitélio (ectoderma recém-formado) 

localizado na superfície do disco embrionário e terminam com a 

formação de um TN localizado na região dorsal do corpo do embrião, e 

que durante este processo, o embrião adquire uma forma tubular 

(SCHOENWOLF; SMITH, 1990). Porém, as etapas deste processo, e os 

movimentos morfogenéticos necessários para que a formação do TN se 

complete, apesar de serem muito conservados, apresentam pequenas 

variações entre as diferentes espécies de vertebrados, bem como entre os 

diferentes níveis rostrocaudais do TN em uma mesma espécie, o que 

leva à ocorrência de formatos variados de lúmen (LOWERY; SIVE, 

2004).  

Dentre os mecanismos morfogenéticos conhecidos da 

neurulação primária, o mais comum envolve a formação de pontos de 

dobra (do inglês, hinge points) na placa neural (MOURY; 

SCHOENWOLF, 1995). Um deles mediano, o MHP (do inglês, median 
hinge point), localizado próximo à notocorda, e outros dois pontos 

dorsolaterais, os DLHPs (do inglês, dorsolateral hinge points), 

localizados próximos ao ectoderma e mesoderma adjacentes ao TN 

(SMITH; SCHOENWOLF, 1997). Em embriões de galinha, o MHP está 

presente ao longo de todo o eixo rostrocaudal do TN, enquanto na região 

do encéfalo, dois DHLPs se desenvolvem durante o dobramento da 

placa neural. Como resultado destes diferentes mecanismos 

morfogenéticos, o lúmen do encéfalo de embrião de galinha logo após o 

fechamento do TN é mais largo e apresenta formato de diamante, 

enquanto nas regiões do TN responsáveis pela formação da medula 

espinhal o lúmen tem formato de fenda (SMITH; SCHOENWOLF, 

1997).  

Vale ressaltar que devido à proximidade destes pontos de dobra 

com os tecidos adjacentes, as interações entre placa neural, ectoderma 

superficial, mesoderma e notocorda também são responsáveis pela 

produção das forças morfogenéticas que coordenam o dobramento da 

placa neural durante a neurulação primária (MOURY; SCHOENWOLF, 

1995; COLAS; SCHOENWOLF, 2001). Desta forma, forças extrínsecas 

ao neuroepitélio são necessárias para que ocorram a elevação, o 

dobramento e a convergência das pregas neurais na linha média do 
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embrião, de forma que alterações na interação entre estes tecidos 

embrionários podem levar ao atraso ou inibição das etapas da 

neurulação primária (SCHOENWOLF; SMITH, 1990; SMITH; 

SCHOENWOLF, 1997; LAWSON;ANDERSON; SCHOENWOLF, 

2001) (Fig. 2). 
 

 

 
Figura 2. Representação esquemática do dobramento da placa neural em 

embriões de ave evidenciando as interações entre os tecidos embrionários. 

Ectoderma neural (linhas paralelas), ectoderma epidérmico (área pontilhada) e 

notocorda (linhas em cruz) visualizados em esquemas de cortes transversais. As 

setas indicam a direção dos dobramentos. (a) Elevação das pregas neurais é 

facilitada pela formação do MHP. (b) Formação dos DHLPs evidenciando a 

aposição do neuroepitélio e do ectoderma não neural na base da prega neural, 

que confere estabilidade nesta região e permite a convergência das pregas 

neurais na linha média dorsal do embrião para a posterior fusão. MHP, ponto de 

dobra mediano (do inglês, median hinge point); DLHPs, pontos de dobra 

dorsolaterais (do inglês, dorsolateral hinge points). Fonte: modificado de 

Moury e Schoenwolf (1995). 

 

 

As etapas do processo da neurulação primária não ocorrem 

simultaneamente ao longo de todo o eixo rostrocaudal do embrião, mas 

iniciam geralmente na região cefálica e/ou da medula cervical 

(SADLER, 2005; SUZUKI, 2007; PYRGAKI et al., 2010). Em 

embriões de ave, a fusão das pregas neurais inicia na altura da vesícula 

encefálica denominada mesencéfalo, entre 26 a 29 horas de 

desenvolvimento e avança na direção cefálica e caudal, até que em 
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ambas as extremidades do TN, somente pequenas áreas permaneçam 

abertas, os neuróporos. Em Gallus domesticus, o neuróporo rostral 

fecha-se entre 45 e 49 h de desenvolvimento e o caudal em torno de 55 

horas, quando o embrião possui entre 26 e 28 somitos (HAMBURGER; 

HAMILTON, 1951). 

Nos níveis espinhais inferiores ao neuróporo caudal, o TN é 

formado através do processo de neurulação secundária. Após o 

fechamento do neuróporo caudal, o botão caudal, formado por uma 

massa de células indiferenciadas derivadas da linha primitiva e do nó de 

Hensen, dará origem à porção final do TN através da neurulação 

secundária (SCHOENWOLF; DELONGO, 1980; CATALA;TEILLET; 

LE DOUARIN, 1995). Portanto, ao contrário do que foi estudado para a 

neurulação primária, em que a formação do TN inicia a partir da 

diferenciação de um conjunto de células com características epiteliais 

presentes no ectoderma dorsal do embrião; o processo de neurulação 

secundária tem início a partir de uma população de células com 

características mesenquimais. Estas populações celulares são bastante 

distintas, uma vez que tecidos epiteliais estão organizados em uma linha 

contínua de células poliédricas justapostas, as quais são aderidas 

firmemente umas as outras por meio de complexos juncionais formados 

por caderinas; enquanto as células definidas como mesenquimais 

apresentam-se frouxamente arranjadas em meio a grande quantidade de 

matriz extracelular (HAY, 2005; THIERY et al., 2009). Além da 

morfologia diferenciada, estes tipos celulares possuem origem 

embrionária totalmente distinta, mas ao final dos dois processos de 

neurulação, tem-se a formação da mesma estrutura – o TN. 

A neurulação secundária inicia quando as células mesenquimais 

do botão caudal formam um cordão medular que é composto 

inicialmente por células mesenquimais. As células da região mais 

externa deste cordão alteram sua morfologia e passam por uma transição 

epitélio-mesenquimal, tornando-se polarizadas e alongando-se para 

formar um epitélio colunar pseudoestratificado, similar ao encontrado na 

placa neural. Após esta transição, ocorre a cavitação do cordão medular 

surgindo múltiplas neuroceles entre as células. Estas neuroceles 

coalescem para formar uma neurocele secundária única nos segmentos 

espinhais inferiores, que se unirá com a neurocele primária presente nas 

regiões mais rostrais do TN, constituindo um canal neural contínuo no 

TN recém-formado (SCHOENWOLF; SMITH, 1990; LADHER; 

SCHOENWOLF, 2005). Apesar das nítidas diferenças morfológicas 

entre os dois processos de neurulação, durante a neurulação secundária 

ocorrem mudanças na forma e comportamento celulares semelhantes as 
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que ocorrem durante a formação e dobramento da placa neural 

(CATALA et al., 1996; COLAS; SCHOENWOLF, 2001). De fato, ao 

final do processo de neurulação secundária, tem-se um TN semelhante 

ao formado através da neurulação primária, e embora a população de 

células que deu origem à estrutura, bem como a morfologia do evento 

embrionário seja nitidamente distinta, sabe-se atualmente que os 

mecanismos morfogenéticos envolvidos são muito similares 

(CHARRIER et al., 2005; OSORIO et al., 2009) 

Em embriões de ave, como já foi mencionado anteriormente, 

existe ainda uma região de sobreposição (do inglês, overlap zone), onde 

o TN forma-se através dos dois processos de neurulação, que ocorrem 

simultaneamente na altura do corpo do embrião que posteriormente 

originará os segmentos lombares inferiores da medula espinhal e das 

vértebras (SCHOENWOLF; DELONGO, 1980). Nesta zona de 

sobreposição, ocorre o processo de neurulação primária na região dorsal, 

e de neurulação secundária na região ventral do embrião. Ao final do 

processo, as neuroceles primária e secundárias formadas coalescem 

dando origem a um canal neural único no TN, que dará origem 

posteriormente ao canal central único presente na medula espinhal 

(COLAS; SCHOENWOLF, 2001; YANG et al., 2003) (Fig. 3). 

A neurulação secundária também já foi descrita em humanos, 

nestes embriões, o botão caudal é denominado eminência caudal. A 

estrutura demonstrou ser conservada entre as espécies, e foi definida 

como uma massa de células mesenquimais pluripotentes coberta por 

ectoderma que é derivada, em parte, diretamente do epiblasto, mas 

principalmente da linha primitiva, e dá origem a estruturas semelhantes 

às derivadas dos três folhetos embrionários nas regiões mais rostrais do 

embrião (MÜLLER; O'RAHILLY, 1987). Semelhante ao descrito 

primeiramente em aves, após o fechamento do neuróporo posterior em 

humanos, que ocorre na altura do segmento sacral superior do embrião 

com cerca de 30 dias de desenvolvimento (21 a 29 somitos), inicia a fase 

de neurulação secundária (MULLER; O'RAHILLY, 2004). Devido ao 

lento crescimento da medula espinhal em relação aos elementos 

vertebrais, a região limítrofe entre o TN primário e secundário está 

localizada na região lombossacral da coluna vertebral em neonatos 

(O’RAHILLY; MÜLLER, 2003). A existência de uma zona de 

sobreposição, onde o TN é formado a partir dos dois processos de 

neurulação simultaneamente, não foi descrita em embriões humanos. 

Morfologicamente, na região limítrofe entre a neurulação primária e 

secundária, o processo de neurulação no embrião humano assemelha-se 

ao que ocorre no embrião de camundongo, em que as neuroceles 
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primária e secundária são contínuas e não há região de sobreposição 

(NIEVELSTEIN et al., 1994). Quanto à cavitação do cordão medular 

através da formação de múltiplas neuroceles, que ocorre nos embriões 

de ave durante a neurulação secundária, esta também foi descrita em 

embriões humanos (SAITSU et al., 2004; PYTEL; BRUSKA; 

WOZNIAK, 2007). Mas apesar do conhecimento existente, os estudos 

sobre o desenvolvimento da eminência caudal são controversos, de 

forma que o desenvolvimento do TN na região caudal em embriões 

humanos ainda não foi totalmente descrito e compreendido (GRIFFITH; 

WILEY; SANDERS, 1992; MULLER; O'RAHILLY, 2004).  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Imagens de microscopia eletrônica de varredura de embrião de 

galinha inteiro (a), em corte parassagital no estágio 12 a 13 HH (45 – 49 a 48 – 

52h) (b) e criofraturas em secções transversais ilustrando a progressão da 

neurulação secundária (c, d). A linha branca em (a) indica a região da secção 

parassagital visualizada em (b). (c) Condensação de células mesenquimais no 

interior do botão caudal. (d) Formação de mútiplas neuroceles no cordão 

medular, neste estágio as células já passaram pelo processo de transição 

epitélio-mesenquimal. e, endoderma; ee, ectoderma epidérmico; mc, cordão 

medular durante o processo de cavitação; n, notocorda; p, neurocele primária 

formada através do sulco neural na região de sobreposição (do inglês, overlap 

zone); pnt, porção caudal do tubo neural primário; s, neuroceles secundárias 

formadas através da cavitação do cordão medular; tb, botão caudal (do inglês, 

tail bud). Fonte: modificado de Schoenwolf (2009). 
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1.2 ALTERAÇÕES NO PROCESSO DE NEURULAÇÃO: OS 

DEFEITOS DO TUBO NEURAL (DTN) 
 

Nas últimas décadas, pesquisas nas áreas de biologia do 

desenvolvimento, epidemiológica e clínica voltaram a atenção para o 

processo de neurulação, procurando compreender a origem de um 

conjunto de anomalias congênitas do SNC que foram denominadas 

coletivamente defeitos do tubo neural (DTN) (VAN AERTS, 1995; 

AFMAN et al., 2003; KALTER, 2003; BROUNS et al., 2005; HARRIS; 

JURILOFF, 2007; SAYED et al., 2008; BLOM, 2009; CRIDER; 

BAILEY; BERRY, 2011). 

Os DTN podem afetar o encéfalo e/ou a medula espinhal, por 

isso são considerados anomalias congênitas graves. Este conjunto de 

anomalias foi classificado clinicamente em três categorias: (1) os DTN 

“verdadeiros” ou “abertos”, nestes casos, o defeito é resultado da falha 

no fechamento do TN durante o processo de neurulação primária, por 

isso o tecido nervoso afetado encontra-se exposto ao ambiente; (2) os 

DTN “císticos” ou “fechados”, quando alterações no desenvolvimento 

do mesênquima axial levam à malformação óssea e os arcos vertebrais 

são incompletos ou ausentes, ocorrendo a herniação do tecido nervoso 

e/ou das meninges, nestes casos, forma-se uma bolsa (cisto) no local do 

defeito e esta é coberta por pele; (3) outra categoria de DTN “fechado” 

inclui aqueles em que a mesma alteração óssea nos arcos vertebrais está 

presente, também é coberta por pele,  mas não há formação de bolsa. 

Neste último caso, a anomalia pode ou não envolver o tecido nervoso, e 

alterações no desenvolvimento do botão caudal podem estar envolvidas 

na gênese destes DTN (ALLES; SULIK, 1993; SUZUKI, 2007; COPP; 

GREENE, 2013). 

Os DTN propriamente ditos representam a forma mais grave 

destas anomalias congênitas e incluem a anencefalia e a mielosquise. 

Estes são resultado de falhas na fusão das pregas neurais na região 

cefálica ou espinhal do TN, respectivamente (O’RAHILLY; MÜLLER, 

2005; MOORE; PERSAUD, 2008). Nos DTN denominados císticos, ou 

seja, quando o defeito é coberto por pele formando uma bolsa que 

contém os tecidos herniados, estes podem ser graves se afetarem o 

encéfalo, como ocorre na encefalocele. Porém, quando estes afetam a 

medula espinhal, como nos casos de mielomeningocele/meningocele 

(espinhas bífidas císticas), os graus de comprometimento são variados, 

porque o defeito pode afetar o tecido nervoso ou somente as meninges. 

Já nos casos em que não há herniação de tecidos, somente está presente 

o defeito ósseo, o indivíduo não possui nenhum comprometimento 
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clínico e/ou funcional, por isso muitas vezes esta anomalia só é 

descoberta na vida adulta, e é denominada espinha bífida oculta (Fig.4).  
 

 

 
 

Figura 4. Esquemas ilustrando as diferentes categorias de DTN na medula 

espinhal. (a) Na espinha bífida oculta o defeito atinge somente o arco vertebral, 

sem herniação do tecido nervoso e meniges. (b, c) Espinhas bífidas císticas, em 

que o defeito ósseo é o mesmo presente na espinha bífida oculta, mas há 

também herniação somente das meninges (b) ou das meninges e da medula 

espinal (c). (d) Forma mais grave de defeito, em que há exposição do tecido 

nervoso. Fonte: modificado de Sadler (2009). 

 

 

Ainda dentro deste contexto, a “síndrome da regressão caudal” 

ou “disgenesia caudal” é uma anomalia congênita complexa, e envolve 

diferentes anomalias, incluindo defeitos urogenitais, gastrointestinais, da 

coluna lombossacral e dos membros inferiores (PAPPAS et al., 1989; 

ALLES; SULIK, 1993). A síndrome da regressão caudal é resultado de 
alterações na formação de estruturas embrionárias derivadas do botão 

caudal. Portanto, alterações no processo de neurulação secundária, 

podem estar envolvidas na gênese destes defeitos (INAGAKI et al., 

2000; SUZUKI, 2007). Esta anomalia também é considerada grave e, 

frequentemente, erros no desenvolvimento da medula espinhal também 
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estão presentes (NIEVELSTEIN et al., 1994). A regressão caudal é uma 

anomalia rara (1 – 2,5 casos por 100.000), mas, semelhante ao 

observado nos casos de espinha bífida cística, os indivíduos acometidos 

também podem apresentar variados graus de comprometimentos clínicos 

e funcionais e, em alguns casos, dependendo das anomalias viscerais 

presentes, a sobrevivência extra-uterina não é possível 

(PADMANABHAN; NARUSE; SHIOTA, 1999; THOTTUNGAL et 

al., 2010). 

Embora não se tenha total conhecimento acerca dos 

mecanismos que levam a ocorrência de DTN, há consenso na literatura 

de que em todas as categorias de DTN, estes mecanismos envolvem 

tecidos neurais e mesenquimais, uma vez que são visíveis alterações em 

tecidos neurais (encéfalo e medula) e também nos tecidos ósseos que 

envolvem estas estruturas do SNC – caixa craniana e vértebras 

(SADLER, 2005). Seguindo esta linha, duas grandes categorias de 

mecanismos foram propostas como causa de espinha bífida: falhas nos 

movimentos morfogenéticos que culminam no fechamento do TN e 

anormalidades no mesênquima adjacente responsável pela formação das 

vértebras (SUZUKI, 2007; COPP; GREENE, 2013).  

DTN são mais freqüentes em embriões do que em neonatos 

porque cerca de 90% dos embriões afetados são espontaneamente 

abortados (O’RAHILLY; MÜLLER, 2005). Embora apenas em média 

10% das anomalias congênitas afetem o SNC, os DTN estão entre as 

anomalias mais relacionadas à mortalidade infantil e ao 

comprometimento funcional da criança (VAN DER PAL-DE BRUIN et 

al., 2003). Segundo dados do ECLAMC/SC (Estudo Colaborativo 

Latino – Americano de Malformações Congênitas em Santa Catarina), 

referentes aos neonatos com anomalias congênitas nascidos nas 

Maternidades Carmela Dutra e do Hospital Universitário (HU-UFSC), 

ambas localizadas em Florianópolis, durante o período de 1999 a 2004, 

o número de neonatos com anencefalia foi de 3,7 casos e de espinha 

bífida foi de 13,6 casos para cada 10.000 nascimentos (SOUZA, 2006). 

Estima-se que 300.000 neonatos por ano sejam afetados por anencefalia 

e espinha bífida em todo mundo (CHRISTIANSON; HOWSON; 

MODELL, 2006). A anencefalia é uma anomalia congênita 

incompatível com a vida, uma vez que os neonatos afetados podem 

sobreviver apenas cerca de algumas horas após o nascimento. As 

crianças com espinha bífida sobrevivem, mas podem apresentar 

anomalias graves do SNC associadas, como a hidrocefalia, que pode 

levar a deficiências cognitivas. Além disto, as crianças com espinha 

bífida possuem graves disfunções, incluindo variados graus de paralisia 
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dos membros inferiores e de incontinência urinária e fecal, as quais 

geram incapacidades importantes que persistirão por toda a vida do 

indivíduo (O’RAHILLY; MÜLLER, 2005; SADLER, 2009). 

Os DTN possuem uma etiologia multifatorial em que há a 

combinação de fatores tanto genéticos quanto ambientais. Estudos 

evidenciam que índices plasmáticos elevados de Hcy materna, 

decorrentes da deficiência de AF – vitamina B9 – estão associados ao 

aumento na prevalência de DTN (KIRKE; MILLS; SCOTT, 1997; DE 

LA CALLE et al., 2003; MATTSON; SHEA, 2003; BRAUER; 

TIERNEY, 2004; ZHANG et al., 2008; VAN MIL; OOSTERBAAN; 

STEEGERS-THEUNISSEN, 2010). O uso periconcepcional do AF têm 

sido associado à redução do risco de DTN desde 1976 quando, por meio 

de estudos realizados com gestantes na Inglaterra, foi demonstrada pela 

primeira vez a relação entre níveis reduzidos de AF na corrente 

sanguínea materna e a ocorrência de DTN (SMITHELLS; SHEPPARD; 

SCHORAH, 1976). Na década de 90, o Medical Research Council 
concluiu que a suplementação com AF deveria ser recomendada, ainda 

no período periconcepcional, a todas as mulheres que tivessem histórico 

de gestações afetadas por DTN (MRC Vitamin Study Research Group, 

1991). Posteriormente, diversos programas pertencentes a organizações 

internacionais, como a Organização Mundial de Saúde e a Food and 
Drug Administration (FDA), passaram a recomendar a ingestão diária de 

400 µg de AF no período periconcepcional a todas as mulheres. Estes 

programas têm levado à redução expressiva da prevalência de DTN 

(VAN MIL; OOSTERBAAN; STEEGERS-THEUNISSEN, 2010), 

embora os mecanismos responsáveis pelos efeitos benéficos do AF não 

tenham sido elucidados.  

Políticas públicas com o objetivo de adequar a ingestão do AF a 

toda a população por meio da fortificação de alimentos foram 

implementadas a partir da década de 90 nos países desenvolvidos. 

Devido a essas políticas, esses países apresentaram uma redução na 

prevalência de DTN nas últimas décadas (CORNEL; ERICKSON, 

1997; KALTER, 2003; MOLLOY, 2005; DE WALS et al., 2007; 

SAYED et al., 2008). No Brasil, somente a partir de dezembro de 2002, 

o Ministério da Saúde determinou que todas as farinhas de trigo e milho 

fabricadas no país ou importadas fossem enriquecidas com ferro e AF, 

segundo resolução nº 344 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA, 2004). Mas a partir da publicação da lei, as empresas ainda 

tiveram prazo até junho de 2004 para se adequar a esta norma, portanto, 

podemos considerar que a adequação efetiva da ingestão diária de AF 

recomendada à população é ainda muito recente no Brasil. Deste modo, 
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é precoce para o país falar em redução da prevalência de DTN em 

decorrência da fortificação das farinhas com AF, o que se sabe por ora, é 

que os dados existentes até o momento colocam o Brasil ao lado do 

México no patamar dos países com as mais altas taxas de DTN na 

América Latina (SANTOS; PEREIRA, 2007; LIMA et al., 2009; 

BARBOSA et al., 2011).  

 

 

1.3 DESENVOLVIMENTO DA MEDULA ESPINHAL  

 

A formação de estruturas complexas presentes no SNC dos 

vertebrados a partir de uma estrutura primordial relativamente simples – 

a placa neural – envolve diversos mecanismos de desenvolvimento 

simultâneos e interdependentes, incluindo: movimentos morfogenéticos, 

o estabelecimento de identidades posicionais e um processo complexo 

de histogênese (LENT, 2002; WOLPERT; TICKLE, 2010). 

A formação deste sistema em vertebrados é subdividida em 

etapas bem definidas, a saber: a determinação da identidade neural no 

ectoderma, a indução neural; a subdivisão do SNC em regiões com 

propriedades distintas ao longo dos eixos rostrocaudal e dorsoventral do 

embrião, a regionalização do SNC; a série de transformações 

morfogenéticas responsáveis pela formação do TN, a neurulação; a 

divisão celular controlada de células precursoras, por meio de divisões 

simétricas que geram novas células precursoras, a proliferação; a 

migração e posterior diferenciação destas células precursoras em 

neurônios e glia; o estabelecimento de conexões no SNC, a 

sinaptogênese, que ocorre simultaneamente à eliminação programada de 

células e circuitos extranumerários por apoptose; e o estabelecimento de 

conexões entre o SNC e o sistema nervoso periférico, a axogênese 

(STRÄHLE; BLADER, 1994; BOYAN et al., 1995; GÖTZ; 

HUTTNER, 2005; KALAM AL-AZAD et al., 2011). 

Inicialmente, uma vez que o tecido neural é induzido, ele 

precisa ser especificado ao longo do eixo rostrocaudal para formar as 

diferentes regiões do SNC. Desde o início da formação do sistema 

nervoso, ainda na placa neural, esta informação posicional é adquirida, e 

é essencial ao sucesso das etapas posteriores do desenvolvimento deste 

sistema ( GATO et al., 2005; WOLPERT; TICKLE, 2010). Durante o 

desenvolvimento, a medula espinhal inicialmente alonga-se 

progressivamente em direção rostrocaudal. Como já visto anteriormente, 

a morfogênese desta estrutura, em vertebrados, ocorre devido a dois 

eventos do desenvolvimento que são temporal e espacialmente distintos, 
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a neurulação primária e secundária; responsáveis pela formação das 

regiões cérvico-torácia e lombossacral da medula espinhal, 

respectivamente (SCHOENWOLF; DELONGO, 1980; 

SCHOENWOLF; SMITH, 1990; LE DOUARIN; TEILLET; CATALA, 

1998). Em embriões de ave, a morfogênese inicial da medula espinhal 

tem início no estágio de 6 a 10 somitos. Neste estágio, a placa neural 

situa-se posteriormente ao nó de Hensen– região sinalizadora localizada 

em frente à linha primitiva –, o sulco neural é anterior ao nó e, o TN em 

fechamento está situado ao nível do último par individualizado de 

somitos (CATALA et al., 1996). 

O destino neural das células da medula espinhal é logo 

reprogramado por fatores extrínsecos, que orientam o destino final 

destas células. Várias classes de moléculas secretadas estão implicadas 

nesta sinalização, entre elas: os fatores de crescimento de fibroblasto 

(FGFs, do inglês, fibroblast growth factors), o ácido retinóico, os 

membros da família Wnt (do inglês, wingless) e a própria atividade 

caudalizante do mesoderma paraxial – os somitos (GODSAVE; 

DURSTON, 1997; KIECKER; NIEHRS, 2001; LEWIS; EISEN, 2003; 

MADEN, 2006). A especificação inicial ocorre ainda na placa neural, 

pois essas moléculas sinalizadoras estão presentes já na linha primitiva 

e, posteriormente, no mesoderma paraxial, de forma que a exposição das 

células com destino neural aos FGFs derivados da linha primitiva e, 

posteriormente, à atividade sinalizadora do mesoderma paraxial, que 

envolve a expressão de ácido retinóico, impõe um padrão caudal às 

células com destino neural (STOREY et al., 1998; MUHR et al., 1999). 

A placa neural é formada por uma camada única de células 

neuroepiteliais. O TN recém-formado é constituído por essas células, 

que são consideradas as células-tronco neurais, pois possuem intensa 

atividade proliferativa e são multipotentes, portanto, capazes de originar 

os diferentes tipos de neurônios presentes no SNC e, também, as 

diferentes células gliais – astrócitos e oligodendrócitos (MCDERMOTT; 

BARRY; MCMAHON, 2005; WOLPERT; TICKLE, 2010). As células 

neuroepiteliais possuem características típicas de células epiteliais, 

sendo altamente polarizadas ao longo do eixo ápicobasal, o que é óbvio 

quando se observa a organização da membrana plasmática destas 

células, sendo marcante a presença de junções celulares na porção apical 

da membrana (WODARZ; HUTTNER, 2003). Aparentemente, esta 

camada neuroepitelial parece estratificada, por isso este tecido é 

denominado pseudoestratificado. Isso acontece porque, durante o ciclo 

celular, o núcleo das células neuroepiteliais migra ao longo do eixo 
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ápicobasal da célula, o que é conhecido como migração nuclear 

intercinética (GÖTZ; HUTTNER, 2005). 

Durante a histogênese do tecido nervoso, a atividade 

proliferativa intensa das células neuroepiteliais leva rapidamente a um 

aumento acentuado no número de células precursoras. Com a posterior 

diferenciação destas células precursoras em neurônios – neurogênese –

estabelece-se uma linha de células secundária ao TN original, 

transformando o tecido neuroepitelial anteriormente constituído por uma 

camada única de células. Na medula espinhal, esta nova camada celular 

é denominada camada do manto ou intermediária, e o neuroepitélio 

proliferativo localizado próximo à luz do TN é então denominado 

camada ependimária (GATO et al., 2005; WOLPERT; TICKLE, 2010). 

Durante a fase de diferenciação, ocorre primeiramente a diferenciação 

das células em neurônios – a neurogênese – e, posteriormente a 

gliogênese – formação das células gliais  (PANCHISION; MCKAY, 

2002).  

Após o início da neurogênese, as células neuroepiteliais 

originam as células da glia radial, que exibem características tanto de 

células neuroepiteliais, como de células gliais (GÖTZ; HUTTNER, 

2005). Essas células possuem processos radiais que se expandem da 

superfície apical à superfície pial do TN e expressam marcadores de 

células gliais como: o transportador de glutamato-aspartato (GLAST, do 

inglês, glutamate-aspartate transporter), a proteína S100, a proteína 

ácida fibrilar da glia (GFAP, do inglês, glial fibrillary acidic protein) e a 

proteína vimentina (LEVITT; RAKIC, 1980; KRIEGSTEIN; GÖTZ, 

2003). Estas células servem como guia durante a migração dos 

neurônios, tanto no encéfalo, quanto na medula espinhal, e foram 

visualizadas primeiramente pelo método de impregnação de Golgi, 

sendo esta técnica importante para a história da glia radial 

(BENTIVOGLIO; MAZZARELLO, 1999). Suas propriedades 

astrogliais, no entanto, não foram descobertas antes da década de 80, 

quando os métodos imuno-histoquímicos permitiram identificar a 

expressão da proteína GFAP nos processos radiais das células 

encontradas no córtex cerebral de primatas (LEVITT; RAKIC, 1980). 

Adicionalmente, as células da glia radial também mantêm propriedades 

de células neuroepiteliais, que incluem: a expressão de marcadores de 

células neuroepiteliais, como a proteína de filamento intermediário 

nestina, a manutenção da polaridade ápicobasal da célula através da 

presença de junções celulares de membrana, e a manutenção do contato 

celular com a lâmina basal (HARTFUSS et al., 2001; GÖTZ; 

HUTTNER, 2005). 
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As células da glia radial correspondem ao primeiro fenótipo 

distinto das células neuroepiteliais observados na medula espinhal 

embrionária. A glia radial presente nesta estrutura do SNC exibe uma 

morfologia bipolar e possui um corpo celular em formato oval 

localizado na camada ependimária. Estas células estendem um longo 

processo desde a camada ependimária até a superfície pial, e um 

pequeno processo até a lâmina basal, dispondo-se perpendicularmente 

ao longo do eixo do canal neural da medula espinhal (MCDERMOTT; 

BARRY; MCMAHON, 2005). Após o término da neurogênese e da 

migração neuronal, algumas células da glia radial alteram sua função e 

fenótipo, perdendo as características de células neuroepiteliais e 

diferenciando-se em astrócitos, sendo, portanto, consideradas 

progenitores gliais (CULICAN et al., 1990; RAKIC, 2003).  

Durante a neurogênese, as células precursoras migram através 

da glia radial estabelecendo a camada do manto na medula espinhal, 

região onde as células diferenciam para dar origem aos neurônios 

presentes na substância cinzenta. Os neurônios imaturos passam por 

uma série de mudanças para se tornarem funcionais, adquirindo uma 

morfologia que confere a habilidade de sintetizar neurotransmissores e 

conduzir sinais elétricos (RAY; GAGE, 1994; RICHARDS et al., 1995). 

As moléculas responsáveis pelo início dessa diferenciação são as 

proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs, do inglês, bone morphogenetic 

proteins) e o Shh (do inglês, Sonic hedgehog). A distribuição destas 

moléculas obedece a um gradiente ao longo do eixo dorsoventral da 

medula espinhal, levando à formação de diferentes classes de neurônios 

– motoneurônios, interneurônios e neurônios sensoriais – e  orientando o 

crescimento axonal destes, permitindo o estabelecimento de conexões 

apropriadas (KALYANI et al., 1998; KALAM AL-AZAD et al., 2011). 

A notocorda é considerada a fonte principal de sinalização 

envolvida primeiro na indução neural e, posteriormente, no 

estabelecimento do padrão dorsoventral na medula espinhal (TEILLET; 

LAPOINTE; LE DOUARIN, 1998). Sinais provenientes da notocorda 

levam à formação de um centro sinalizador conhecido como placa do 

assoalho (do inglês, floor plate); enquanto a sinalização proveniente do 

ectoderma dorsal leva à formação de outra região sinalizadora – a placa 

do teto (do inglês, roof plate) (WOLPERT; TICKLE, 2010). A molécula 

de Shh secretada pela notocorda e pela placa do assoalho coordena à 

indução de motoneurônios e de algumas classes de interneurônios 

(YAMADA et al., 1993; ROELINK et al., 1994), enquanto as BMPs 

presentes dorsalmente e na placa do teto sinalizam à diferenciação em 

neurônios sensoriais (LIEM et al., 1995). Esse processo de 
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desenvolvimento é finamente regulado e o sucesso deste garante à 

medula espinhal realizar as suas duas principais funções: transmitir ao 

encéfalo as informações sensoriais provenientes do meio externo, e 

integrar as informações sensoriais proprioceptivas às respostas motoras. 

Para tanto, estes dois sistemas são altamente segregados 

anatomicamente, de forma que os neurônios e circuitos que processam 

as informações sensoriais estão concentrados na região dorsal, enquanto 

os circuitos relacionados à propriocepção e ao controle motor são 

restritos à região ventral da medula espinhal (JESSELL, 2000). 

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, ocorre um 

balanço dinâmico envolvendo a sobrevivência e a morte celular, e 

também a proliferação e a diferenciação, o que permite gerar um tecido 

nervoso maduro funcional. Tem sido demonstrado que o fator de 

transcrição e supressor de tumor p 53 tem um papel importante nesses 

eventos moleculares, atuando como regulador destes processos, 

contribuindo para dirigir os neurônios a um fenótipo específico durante 

o desenvolvimento (SOLA et al., 2011; VUONG; CONLEY; AL-

UBAIDI, 2012). 

A p 53 é considerada um supressor de tumor porque sua função 

principal consiste em ativar mecanismos de checagem (do inglês, 

checkpoints) do ciclo celular e, consequentemente, induzir o reparo do 

DNA ou a apoptose (STEWART; PIETENPOL, 2001). Entretanto, 

existe a evidência de que a p 53 possui outras funções durante o 

desenvolvimento neuronal (TEDESCHI; DI GIOVANNI, 2009; 

MOLCHADSKY et al., 2010). Entre estas funções estão: a indução de 

sinais anti-proliferativos nos neurônios em diferenciação, a ativação de 

receptores para fatores de crescimento neuronal como os NGFs (do 

inglês, nerve growth factors) e a indução de apoptose durante a 

maturação final dos circuitos neurais (EIZENBERG et al., 1996; 

ZHANG; YAN; CHEN, 2006; ARMESILLA-DIAZ et al., 2009; QIN et 

al., 2009). 

A atividade de p 53 é expressiva durante a diferenciação 

neuronal e ocorrem mudanças na localização subcelular, bem como nos 

níveis desta proteína durante os estágios de diferenciação e maturação 

neuronal (EIZENBERG et al., 1996; QIN et al., 2009). Durante a 

diferenciação, a p 53 é translocada para o núcleo, e em células já 
diferenciadas, ela é expressa principalmente no citoplasma (TEDESCHI; 

DI GIOVANNI, 2009; MOLCHADSKY et al., 2010; VUONG; 

CONLEY; AL-UBAIDI, 2012). Altos níveis de expressão da proteína 

são encontrados nos axônios em crescimento dos neurônios e a inibição 
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da p 53 neste estágio de maturação neuronal leva ao colapso destas 

estruturas (QIN et al., 2009). 

 

 

1.4 DESENVOLVIMENTO DO ESQUELETO AXIAL: 

IMPORTÂNCIA DOS GENES PAX 1/9 E SOX9 

 

O esqueleto axial dos vertebrados é composto pelo crânio, a 

coluna vertebral, as costelas e o esterno. A coluna vertebral é a estrutura 

óssea que protege a medula espinhal, e confere suporte e ao mesmo 

tempo mobilidade ao corpo dos vertebrados. É também uma das 

estruturas mais visivelmente segmentadas no corpo, juntamente com as 

costelas e os nervos espinhais (MONSORO-BURQ, 2005). 

Nos embriões de vertebrados, o esqueleto axial, bem como a 

musculatura esquelética dorsal juntamente com a derme da região do 

tronco, originam-se de estruturas embrionárias denominadas somitos. 

Estas estruturas metamerizadas formam-se a partir da diferenciação do 

mesoderma paraxial adjacente ao TN e à notocorda, que está localizado 

nos níveis posteriores ao mesoderma não segmentado presente na região 

cefálica (BRENT; TABIN, 2002; STAFFORD et al., 2011). Os somitos 

são estruturas pares, dispostas de cada lado do TN e correspondem às 

primeiras estruturas segmentares visíveis no desenvolvimento 

embrionário, constituindo a base do padrão segmentar do corpo dos 

vertebrados. Os somitos não somente originam estruturas metamerizadas 

como as vértebras, os discos intervertebrais, a musculatura, tendões e 

ligamentos da região dorsal do tronco, e as costelas, mas também são 

responsáveis por determinar o padrão de segmentação de tecidos 

adjacentes como, nervos periféricos, gânglios da raiz dorsal e vasos 

sanguíneos (TEILLET; KALCHEIM; LE DOUARIN, 1987; KEYNES 

et al., 1990; WILTING; EICHMANN; CHRIST, 1997; CHRIST et al., 

1998). O metamerismo dos somitos é pré-requisito para a habilidade em 

realizar movimentos rotacionais que o corpo dos vertebrados adquiriu. 

O termo somito foi introduzido por Balfour em 1881 para 

caracterizar essas unidades segmentadas do mesoderma paraxial, 

anteriormente descritas por Ramak em 1850 como protovértebras, sendo 

a primeira descrição detalhada dos somitos de embriões de galinha feita 

por Williams em 1910 (CHRIST; HUANG; SCAAL, 2004). Os somitos 

surgem progressivamente como pares de esferas epiteliais que brotam a 

partir do mesoderma paraxial pós-cranial, seguindo uma direção 

rostrocaudal. Estas estruturas são formadas de maneira precisamente 

coordenada durante o desenvolvimento embrionário e o tempo 
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necessário ao surgimento de cada par de somitos é bem determinado e 

específico de cada espécie. Em embriões de ave, o surgimento ocorre a 

cada 90 minutos (PALMEIRIM et al., 1998; CHRIST; HUANG; 

WILTING, 2000). Em embriões humanos, formam-se cerca de três 

pares de somitos por dia, o que equivale a um par de somitos a cada 8 

horas (SADLER, 2005). 

Os somitos recém-formados correspondem a estruturas esféricas 

que possuem uma região dorsal e uma região ventral, ambas formadas 

por células epiteliais, e um lúmen que contém células mesenquimais – a 

somitocele. Uma vez formado, e em resposta à sinalização celular 

proveniente de tecidos vizinhos como a notocorda, o TN e o ectoderma 

superficial, rapidamente se distinguem dois compartimentos celulares no 

somito: o esclerótomo e o dermomiótomo (BALLING; NEUBÜSER; 

CHRIST, 1996; BRENT; TABIN, 2002). Ocorre uma regionalização do 

somito e, durante este processo, as células da região ventral passam por 

uma transição epitélio-mesenquimal, originando o esclerótomo, 

enquanto na região dorsal, as células mantêm a característica epitelial, 

originando o dermomiótomo. Com o decorrer do desenvolvimento, as 

células presentes na borda do dermomiótomo passam por um processo 

de delaminação e migram pelo somito estabelecendo o terceiro 

compartimento celular desta estrutura – o miótomo – localizado entre o 

esclerótomo e o dermomiótomo. O esclerótomo origina o esqueleto e a 

cartilagem do tronco, o miótomo contém células precursoras de tecido 

músculo-esquelético do tronco e membros e o dermomiótomo contém 

células que contribuem para a formação da derme e da musculatura 

dorsal do tronco (ORDAHL; LE DOUARIN, 1992; CHRIST; 

ORDAHL, 1995; STAFFORD et al., 2011) (Fig. 5). 

O esclerótomo é a região do somito responsável pela formação 

das vértebras. As vértebras são as unidades anatômicas que compõem a 

coluna vertebral e consistem de elementos repetidos que variam em 

tamanho e morfologia de acordo com sua posição ao longo do eixo 

rostrocaudal. Cada vértebra, com exceção do atlas (1ª vértebra cervical), 

é formada por uma porção ventral, denominada corpo vertebral, que se 

desenvolve em torno da notocorda, e por um par de arcos vertebrais ou 

neurais, que se desenvolvem lateralmente à medula espinhal, formando 

os pedículos, lâminas e os processos transversos, que, por sua vez, 

fundem- se dorsalmente próximo à pele – formando os processos 

espinhosos das vértebras (MONSORO-BURQ; LE DOUARIN, 2000; 

O'RAHILLY et al., 2008) (Fig.6). 
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Figura 5. Formação e regionalização dos somitos. (a) Secção transversal da 

região cervical de embrião de galinha com 2 dias. (b) O esquema ilustra a 

formação inicial do somito visualizada em a, neste estágio o somito corresponde 

a uma esfera de tecido epitealizado que contém células mesenquimais em seu 

interior. (c) Imagem em microscopia de varredura de embrião de galinha com 3 

dias (criofratura, secção transversal). (d) O esquema evidencia a 

compartimentalização do somito em três regiões visualizada em c. Aod, aorta 

dorsal; d, dorsal; Dem, dermomiótomo; Esc, esclerótomo; l, lateral m, medial; 

Mei, mesoderma intermediário; Mel, mesoderma lateral; Mio, miótomo; Not, 

notocorda; SD, somito dorsal; SOC, somitocele; SV, somito ventral; TN, tubo 

neural; v, ventral. Fonte: modificado de Balling, Neubüser e Christ (1996). 

 

 

O termo esclerótomo foi proposto pelo anatomista Hatschek em 

1980. Como mencionado anteriormente, as células que fazem parte 

desta estrutura provêm da região ventral do somito epitelizado e das 

células mesenquimais presentes na somitocele (CHRIST; ORDAHL, 

1995). Após a transição epitélio-mesenquimal que ocorre com as células 

da região ventral dos somitos, as células localizadas na porção medial do 

esclerótomo migram e proliferam em torno da notocorda e condensam 

para iniciar a formação da vértebra. Estas células mesenquimais darão 

origem aos corpos das vértebras e aos discos intervertebrais; enquanto as 

células posicionadas na porção mais lateral do esclerótomo darão 

origem ao mesênquima que formará os pedículos e a lâmina dos arcos 

vertebrais, bem como as costelas. Os processos espinhosos são formados 
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a partir das células localizadas inicialmente na região dorso-ventral do 

esclerótomo (CHRIST; WILTING, 1992; CHRIST; HUANG; 

WILTING, 2000). Após a formação dessas condensações de células 

mesenquimais, estas células se diferenciam em condroblastos, 

constituindo o molde cartilaginoso que será subsequentemente 

substituído por tecido ósseo durante o processo de ossificação 

endocondral, originando a coluna vertebral (RODRIGO, 2003; 

CHRIST; HUANG; SCAAL, 2004) (Fig. 7). 
 

 

 
 

Figura 6. Esquema ilustrando as partes que compõem a vértebra: arco e corpo 

vertebral com seus respectivos processos. Vértebra torácica em vista dorsal (à 

esquerda) e lateral direita (à direita). Fonte: O’Rahilly et al. (2008). Disponível 

em: http://www.dartmouth.edu/~humananatomy/figures/chapter_39/39-2.HTM. 

 

 

A transição epitélio-mesenquimal que ocorre na região ventral 

do somito é controlada principalmente por sinalizações oriundas da 

notocorda, como os genes Shh e Noggin (CHRIST; HUANG; 

WILTING, 2000). Estas sinalizações induzem a expressão dos genes 

Pax 1 e Pax 9 nas células do esclerótomo, desta forma, o esclerótomo é 

definido não apenas pela presença de células mesenquimais, mas 

também pela expressão destes marcadores celulares específicos 

(KOSEKI et al., 1993; PETERS; DOLL; NIESSING, 1995; DIETRICH; 

SCHUBERT; LUMSDEN, 1997). Nos embriões de galinha no estágio 

de 3 – 4 somitos, que equivale a 23 a 29 horas de desenvolvimento, as 

células da parede ventral da somitocele já são positivas para Pax 1 

(EBENSPERGER et al., 1995). Portanto, a expressão de Pax 1 na região 
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ventral do somito precede a transição epitélio-mesenquimal que 

corresponde à manifestação morfológica da formação do esclerótomo. 

Já o gene Pax 9 não é expresso no somito de embriões de galinha até 

que o mesênquima do esclerótomo esteja formado nos estágios de 4 – 5 

somitos (MULLER et al., 1996). 
 

 

 
 

Figura 7. Representação esquemática da sequência de diferenciação do 

esclerótomo em embriões de ave (1 a 5). Aod, aorta dorsal; cc, cabeça da 

costela; cdc, corpo distal da costela; cpc, corpo proximal da costela; cv, corpo 

da vértebra; d, dorsal; dem, dermomiótomo; l, lateral; m, musculatura; n, 

notocorda; pe, processo espinhoso; pt, processo transverso; S, somitocele; tc, 

tubérculo da costela; tn, tubo neural; v, ventral. Fonte: modificado de Christ, 

Huang e Wilting (2000). 

 

 

Portanto, a expressão de Pax 1 precede à de Pax 9 nas células 

do esclerótomo. Pax 1 é expresso inicialmente em todas as células do 
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esclerótomo, porém, em estágios subsequentes do desenvolvimento, a 

expressão torna-se mais intensa no compartimento ventromedial. Já Pax 

9 é expresso posteriormente e no compartimento ventrolateral do 

esclerótomo. Pax 1 é predominantemente expresso na região de 

formação dos “futuros” corpos vertebrais e discos intervertebrais, 

enquanto a expressão de Pax 9 estende-se mais lateralmente, 

predominando na região do mesênquima que originará os arcos 

vertebrais e a parte proximal das costelas (WALLIN et al., 1994; 

CHRIST; ORDAHL, 1995; NEUBÜSER; KOSEKI; BALLING, 1995; 

CHRIST; HUANG; SCAAL, 2004). Porém, em estágios subsequentes 

do desenvolvimento, a expressão de Pax 1/9 foi encontrada em todos os 

elementos vertebrais em desenvolvimento, incluindo a região do corpo 

da vértebra e também dos arcos vertebrais em embriões de galinha 

(LECLAIR; BONFIGLIO; TUAN, 1999). Devido à expressão precoce 

de Pax 1, este é considerado o marcador ideal destas células, porém, 

sabe-se que ambos os genes, Pax 1 e Pax 9, possuem um papel 

importante no desenvolvimento dos elementos vertebrais a partir do 

esclerótomo (BALLING; NEUBÜSER; CHRIST, 1996; RODRIGO, 

2003). 

Os genes Pax 1 e Pax 9 pertencem à família de genes Paired 

box (Pax). A família é composta por nove membros (Pax 1 a Pax 9) que 

codificam fatores de transcrição e são caracterizados pela presença de 

um domínio conservado de ligação ao DNA localizado na porção 

terminal NH2 – o paired box (NOLL, 1993; MANSOURI; 

GOUDREAU; GRUSS, 1999). Os genes Pax foram descritos pela 

primeira vez em Drosophila (BOPP et al., 1986), e, posteriormente, 

estes foram encontrados em muitas espécies de vertebrados como 

camundongo, zebrafish, anfíbio, galinha e humanos (KRAUSS et al., 

1991; WALTHER et al., 1991; STAPLETON et al., 1993; PETERS; 

DOLL; NIESSING, 1995; HIRSCH; HARRIS, 1997). Os genes da 

família Pax possuem este domínio de ligação ao DNA conservado entre 

as espécies e, algumas vezes, estes genes apresentam um padrão de 

expressão que se sobrepõe e se complementa durante o desenvolvimento 

(DAHL; KOSEKI; BALLING, 1997). 

Entre os membros da família Pax, os genes Pax 1 e Pax 9 são os 

únicos expressos no esclerótomo (WALTHER et al., 1991; WALLIN et 

al., 1994). Estudos utilizando camundongos knock-out, demonstraram 

que estes genes são essenciais ao desenvolvimento das vértebras, uma 

vez que os fenótipos dos camundongos com diferentes mutações no 

gene Pax 1 exibiram anomalias graves das vértebras, incluindo a 

ausência ou importantes deformidades nos corpos vertebrais, e a perda 
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dos discos intervertebrais; além disso, estes animais possuíam as partes 

proximais das costelas malformadas. As anomalias vertebrais são ainda 

mais graves quando há mutações também no gene Pax 9 e, nos 

camundongos knock-out para Pax 1/9, os arcos neurais  

chegam a se formar, mas são unidos por elementos de cartilagem 

ectópica. A gravidade dos defeitos não é a mesma ao longo do eixo 

rostrocaudal, sendo as anomalias mais graves encontradas nas regiões da 

coluna lombar e da cauda (KOSEKI et al., 1993; WALLIN et al., 1994; 

PETERS et al., 1999). 

Há pouco conhecimento sobre a função dos genes Pax 1/9 

durante o desenvolvimento das vértebras. Sabe-se que estes são 

necessários para manter a proliferação celular no esclerótomo inicial, 

bem como para a formação dos centros de condrificação que ocorre em 

estágios posteriores de diferenciação das vértebras (WILTING et al., 

1994; PETERS et al., 1999; RODRIGO, 2003). Pax1 coopera com a 

proteína mesenquimal forkhead-1 (Mfh1), presente no esclerótomo sob a 

influência de Shh. O domínio de expressão de Mfh1 estende-se mais 

dorsalmente e lateralmente do que o domínio da expressão de Pax 1, e  

uma das funções descritas para esta proteína é manter a atividade 

proliferativa das células do esclerótomo (FURUMOTO et al., 1999). Em 

relação à condrogênese, outros genes são requeridos neste processo e 

são expressos sob a influência de Pax 1/9 durante a diferenciação das 

células mesenquimais em cartilagem, como o gene Col 2a, que codifica 

o colágeno do tipo II, bem como fator de transcrição que é capaz de 

ativar a sua expressão – o Sox 9 (HEALY; UWANOGHO; SHARPE, 

1999; BI et al., 2001; LEUNG et al., 2011). A expressão de Pax1 e Pax 

9 é reduzida no início da formação dos moldes cartilaginosos, porém, as 

células do pericôndrio e dos discos intervertebrais mantêm a expressão 

destes genes em estágios de maior diferenciação dos tecidos 

mesenquimais (KOSEKI et al., 1993; WALLIN et al., 1994; BALLING; 

NEUBÜSER; CHRIST, 1996; PETERS et al., 1999). 

O fator de transcrição Sox 9 é essencial à formação dos moldes 

cartilaginosos das vértebras, regulando os estágios iniciais da 

condrogênese no mesênquima, controlando a proliferação e a expressão 

de genes da matriz cartilaginosa dos condrócitos (DE 

CROMBRUGGHE; LEFEBVRE; NAKASHIMA, 2001; IKEGAMI et 

al., 2011). Especialmente nas cartilagens destinadas à ossificação 

endocondral, a expressão dos produtos do gene Sox 9 é intensa nos 

condrócitos em repouso e em proliferação, com o máximo de expressão 

sendo visualizada em condrócitos pré-hipertróficos e, desaparecendo 

completamente nas zonas hipertróficas (NG et al., 1997; ZHAO et al., 
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1997). Adicionalmente, mutações no gene Sox 9 estão associadas com 

anomalias esqueléticas em humanos, na qual as anormalidades das 

estruturas ósseas são atribuídas a alterações no programa de 

diferenciação condrogênica (KWOK et al., 1995; PFEIFER et al., 1999; 

SOCK, 2003). 

 

 

1.5 HOMOCISTEÍNA, ÁCIDO FÓLICO E O DESENVOLVIMENTO 

EMBRIONÁRIO  

 

1.5.1 Metabolismo da Homocisteína e do Ácido Fólico 

 

A deficiência nutricional de AF (vitamina B9) tem como 

consequência direta o aumento dos níveis intracelulares de Hcy (DE LA 

CALLE et al., 2003; BRAUER; TIERNEY, 2004). A Hcy é um 

aminoácido sulfurado que não está presente na dieta e também não é 

utilizado na síntese proteica, mas é produzido nas células a partir da 

desmetilação do aminoácido metionina (SELHUB, 1999). 

Posteriormente, a Hcy pode ser convertida de forma reversível em 

outros metabólitos que participam de reações celulares, ou pode ser 

convertida irreversivelmente a cisteína e ser eliminada do organismo, o 

que ocorre através de três vias metabólicas principais: a remetilação, a 

transmetilação e a transsulfuração (HAGUE, 2003). 

No ciclo metabólico de remetilação, a conversão da Hcy é 

reversível, e está ligada ao metabolismo do AF, por isso as reações 

celulares são catalizadas por enzimas que utilizam vitaminas do 

complexo B como cofatores, incluindo as vitaminas B12 (cobalamina) e 

B6 (piridoxina). A enzima responsável pela conversão da Hcy em 

metionina, utilizando o grupamento metil presente no AF, é a metionina 

sintetase (MS), que é amplamente expressa em todas as células (VAN 

DER PUT et al., 2001) e utiliza como cofator a vitamina B12. Outra 

enzima encontrada no fígado e nos rins, a betaína homocisteína-

metiltransferase (BHMT) é capaz de remetilar a Hcy utilizando um 

grupo metil derivado da betaína, esta reação é responsável por cerca de 

50% da remetilação da Hcy que ocorre no fígado (ULREY et al., 2005). 

A reação de transmetilação é catalizada pela enzima metionina 

adenosil-transferase (MAT), que liga um grupamento ATP à metionina, 

formando a S-adenosilmetionina (AdoMet) (KOTB et al., 1997). A 

AdoMet é um composto altamente energético devido à presença de uma 

ligação sulfônica, e é também o doador universal de grupos metil nas 

células (MUDD; CANTONI, 1958). Existem duas isoformas diferentes 
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desta enzima, uma hepática – MAT 1A – e outra encontrada nos tecidos 

extra-hepáticos – MAT 2A (MATO et al., 1997). Mais de 100 reações 

de transmetilação transferem o grupo metil da AdoMet para uma grande 

variedade de substratos, incluindo proteínas, RNA, DNA e lipídeos 

(VAN DER PUT et al., 2001). Durante esta transferência de 

grupamentos metil, forma-se a S-adenosilhomocisteína (AdoHcy), que é 

um potente inibidor das reações de transmetilação e deve ser convertida 

à Hcy e adenosina pela ação da enzima s-adenosilhomocisteína 

hidrolase (SAH), que é amplamente expressa em todos os tecidos 

(BLOM, 2009). 

A Hcy é mantida nas células através das reações de remetilação 

e transmetilação, pois a conversão da Hcy a metionina é reversível e as 

diversas reações de transmetilação convertem a AdoMet a AdoHcy, 

gerando Hcy de forma cíclica a partir da metionina. Já durante a reação 

de transsulfuração, a Hcy é convertida de forma irreversível a cisteína, 

sendo, portanto, eliminada do organismo da seguinte maneira: 

primeiramente a Hcy é convertida à cistationa pela ação da enzima 

cistationa β-sintetase (CBS) e, numa reação subsequente, a cistationa é 

reduzida a cisteína pela ação da enzima cistationa γ-liase (CGL). As 

duas enzimas utilizam a vitamina B6 como cofator (Fig. 8).  
 

 

 
Figura 8. Resumo das três vias metabólicas envolvidas na eliminação da Hcy 

intracelular. A Hcy pode ser remetilada e convertida à metionina pela ação das 

enzimas metionina sintetase (MS) ou betaína-Hcy metiltransferase (BHMT) 

(vias de remetilação). As reações de transmetilação também estão envolvidas na 

eliminação da Hcy proveniente da conversão da AdoMet em AdoHcy pela ação 

da enzima metionina-adenosil-transferase (MAT). A Hcy também pode ser 

irreversivelmente convertida à cisteína pela ação da enzima cistationa β-

sintetase (CBS) na presença de vitamina B6 (via de transsulfuração). Fonte: 

modificado de Ulrey et al. (2005). 
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A cisteína é gerada nas reações de transsulfuração, portanto, não 

é um aminoácido essencial, embora desempenhe duas funções muito 

importantes no organismo: a oxidação do enxofre da cisteína, 

permitindo que este seja eliminado na forma de sulfato e, além disso, a 

cisteína é convertida também a glutationa – um potente antioxidante 

(HAGUE, 2003; BLOM, 2009). A enzima CBS está presente somente 

no fígado e nos rins, e cerca de 70% do enxofre proveniente da 

metionina é excretado pelos rins na forma de sulfato inorgânico, por 

esse motivo esta via metabólica é tão importante (FOWLER, 1997). 

Este conjunto de reações metabólicas permite que o organismo 

mantenha os níveis normais de Hcy que, em humanos, estão em torno de 

5 – 15 µM no plasma sanguíneo (UELAND et al., 1993). 

O AF é uma vitamina hidrossolúvel do complexo B obtida na 

dieta – vitamina B9. O nome ácido fólico é derivado do latim – folium – 
que significa folha. Ele foi isolado pela primeira vez de folhas de 

espinafre em 1941. Muitos alimentos são ricos em AF, incluindo, além 

de vegetais folhosos, como o espinafre e a couve, batatas, laranja, feijão, 

leveduras e órgãos como fígado. O nome químico do AF é ácido 

pteroilglutâmico. Na sua forma sintética, o AF apresenta-se como 

monoglutamato, forma mais ativa da vitamina, que é rapidamente 

absorvida (LUCOCK, 2000). 

O termo genérico folato inclui todos os tipos de poliglutamatos 

encontrados nas fontes naturais e também a forma sintética presente nos 

complexos vitamínicos, comprimidos e alimentos fortificados – que é 

denominada AF. O termo folato é bastante utilizado para designar as 

diversas apresentações químicas da vitamina (PITKIN, 2007). O AF 

natural, presente nos alimentos, corresponde ao 5-metiltetrahidrofolato 

(5-MeTHF) e 10-formiltetrahidrofolato (10-ForTHF) que fazem parte da 

composição dos derivados de poliglutamato. Estes devem ser 

hidrolizados a monoglutamatos antes de serem absorvidos pelo intestino 

e transportados às células através do plasma sanguíneo (BEAUDIN; 

STOVER, 2007). 

O transporte dos folatos através das membranas celulares é feito 

por dois mecanismos: transporte via receptor específico e via proteínas 

carreadoras de membrana, do inglês, carrier-mediated systems (RFC) 

(ANTONY, 1996). Os receptores de membrana do AF possuem alta 

afinidade por todas as formas de folato e foram descritas três isoformas, 

duas amplamente distribuídas nos tecidos e uma que é específica da 

placenta e está envolvida no transporte de folatos para o embrião/feto 

durante o desenvolvimento. O transporte do tipo RFC possui afinidade 



54 

 

muita mais alta pelas formas reduzidas dos folatos e ocorre através de 

transporte ativo envolvendo a participação de íons (FOWLER, 2001). 

O 5-MeTHF funciona como doador de metil na reação de 

remetilação da Hcy à metionina, catalizada pela enzima MS na presença 

de vitamina B12. Durante a remetilação, o 5-MeTHF é convertido em 

tetrahidrofolato (THF), que pode ser diretamente convertido em 5,10-

metilenotetrahidrofolato (5,10 - MetTHF), pela ação da enzima serina 

hidroximetiltransferase (SHMT). O 5,10 – MetTHF doa o grupo metil 

para conversão da base pirimídica uracila em timina, atuando como 

cofator da enzima timidilato sintetase (TS), esta reação está implicada 

na síntese e reparo do DNA (DUTHIE et al., 2002). O THF pode ser 

convertido de forma indireta em 5,10-MetTHF, via formação de outros 

dois metabólitos: 10-ForTHF e 5,10-metenilTHF, essa conversão 

indireta é catalizada pela enzima metilenotetrahidrofolato desidrogenase 

1 (MTHFD1). Os dois metabólitos gerados nesta reação são capazes de 

doar unidades de carbono que são utilizadas na biossíntese de purinas 

(APPLING, 1991; VAN DER PUT et al., 2001) (Fig.9). 

Dentro da célula, os folatos funcionam como coenzimas na 

transferência reversível de unidades de carbono em uma grande 

variedade de reações, como a conversão da serina em glicina, o 

catabolismo da histidina, a síntese de timidilato, metionina e purina 

(LUCOCK, 2000; BEAUDIN; STOVER, 2007). As unidades de 

carbono são obtidas a partir de reações mediadas pelos folatos, de forma 

que processos celulares vitais dependem deste metabolismo, tais como a 

síntese de ácidos nucleicos, proteínas, aminoácidos, a geração de 

grupamentos metil, o metabolismo de vitaminas e a remetilação da Hcy 

a metionina (BLOM, 2009). 

 
 

1.5.2 Alterações no metabolismo da Homocisteína e do Ácido Fólico: 

impactos celulares 
 

Os folatos, direta ou indiretamente, estão envolvidos em 

funções celulares muito importantes, como a remetilação da Hcy, a 

transferência de grupamentos metil via formação de AdoMet e a síntese 

e reparo do DNA. Dentre estas funções, a transferência de grupamentos 

metil via formação de AdoMet é necessária a uma diversidade de 

processos biológicos, entre eles a metilação do DNA, essencial à 

expressão gênica (BLOM, 2009). 

Considerando estas reações, nota-se que baixos níveis de folatos 

podem ter como consequência alterações na síntese de DNA, uma vez 
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que estes atuam como cofatores em reações importantes para a 

biossíntese das bases nitrogenadas que constituem a molécula – purinas 

e pirimidinas (LUCOCK, 2000). As alterações vão desde a redução na 

síntese, à incorporação de uracila à fita de DNA, esta é por si só 

mutagênica, bem como pode levar à quebra da molécula durante a 

tentativa de reparo por excisão de nucleotídeo, tendo como 

consequência a instabilidade do DNA (BLOUNT et al., 1997; DUTHIE 

et al., 2002). 
 

 

 
 

Figura 9. Metabolismo intracelular dos folatos: transferência de unidades de 

carbono. O grupamento hidroximetil do aminoácido serina é a maior fonte de 

unidades de carbono que são geradas dentro da mitocôndria ou no citoplasma 

das células pela ação da enzima SHMT.  A enzima MS utiliza a vitamina B12, e 

as enzimas CBS e SHMT utilizam a vitamina B6 como cofatores. AdoMet, S-

adenosilmetionina; AdoHcy, S-adenosilhomocisteína; BHMT, enzima betaína 

homocisteína-metiltransferase; CBS, enzima cistationa β-sintetase; MS, enzima 

metionina sintetase; MTHFD1, enzima metilenotetrahidrofolato desidrogenase; 

MTHFR, enzima metilenoTHF redutase; SAH, S-adenosilhomocisteína 

hidrolase; SHMT, serina hidroximetiltransferase; THF, tetrahidrofolato; TS, 

enzima timidilato sintetase. Fonte: modificado de Beaudin e Stover (2007). 
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Por todas estas funções, o AF é essencial ao funcionamento 

celular e, especialmente durante o desenvolvimento, o AF é importante 

para garantir a viabilidade das células em proliferação, de forma que a 

redução na síntese de DNA e de AdoMet em decorrência da sua 

deficiência, podem alterar a progressão do ciclo celular, modificando 

mecanismos celulares essenciais ao desenvolvimento embrionário, como 

a proliferação e a diferenciação celulares (BEAUDIN; STOVER, 2007; 

FENECH, 2012). 

Além dos folatos serem importantes para a manutenção de 

processos celulares vitais, a sua deficiência tem como consequência 

direta o aumento dos níveis plasmáticos de Hcy, que pode levar ao 

acúmulo intracelular deste aminoácido a ponto deste se tornar citotóxico 

de diversas maneiras, o que não possui relação com as vias metabólicas 

de remetilação e transmetilação, nas quais os folatos e a Hcy participam 

(JAMES et al., 2002; BRAUER; TIERNEY, 2004; VAN MIL; 

OOSTERBAAN; STEEGERS-THEUNISSEN, 2010). Um destes 

mecanismos de citotoxicidade envolve a conversão da Hcy intracelular a 

Hcy-tiolactona pela ação da enzima metionil-RNAt sintetase. A Hcy-

tiolactona constitui um metabólito reativo, e pode provocar mudanças na 

expressão e funcionalidade de proteínas devido à homocisteinilação de 

resíduos do aminoácido lisina, alterando as propriedades físico-químicas 

das proteínas, modificando a sua atividade biológica e podendo até 

inativá-las (JAKUBOWSKI, 1997; 2000). Neste contexto, fica evidente 

que altos níveis de Hcy podem modificar o padrão de expressão não só 

de genes, mas também de proteínas durante o desenvolvimento 

embrionário. 

O excesso de Hcy pode ter como efeito também a ocorrência de 

estresse oxidativo (PERLA-KAJAN; TWARDOWSKI; 

JAKUBOWSKI, 2007; MALINOWSKA; KOLODZIEJCZYK; OLAS, 

2012). O estresse oxidativo é resultado do desequilíbrio entre a 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de enzimas 

antioxidantes responsáveis pela sua eliminação, como a catalase, a 

superóxido desmutase e a glutationa peroxidase (SCHULZ et al., 2000). 

As ERO são produtos do metabolismo celular, sendo geradas 

principalmente pelas mitocôndrias, e incluem radicais como os ânions 

superóxido (O2
-
) e hidroxila (OH

-
) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(DEAN et al., 1997; SCHULZ et al., 2000). Estes compostos precisam 

ser eliminados das células de forma rápida, porque seu excesso é 

altamente prejudicial ao funcionamento e sobrevivência celulares, 

causando danos irreversíveis a todas as biomoléculas, atingindo desde 

proteínas e lípideos até a molécula de DNA, e podem levar à morte 
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celular programada (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; DALLE-

DONNE et al., 2003). 

A capacidade da Hcy de induzir estresse oxidativo é um 

fenômeno bem descrito em células endoteliais e também no tecido 

nervoso adulto (STARKEBAUM; HARLAN, 1986; UPCHURCH et al., 

1997; TYAGI et al., 2005; TANG et al., 2011; WANG et al., 2012). Isso 

porque a hiperhomocisteinemia está relacionada ao aumento do risco de 

doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (ANDERSON et al., 

2000; SESHADRI et al., 2002; ZHUO; WANG; PRATICO, 2011; 

FOWDAR et al., 2012). O mecanismo pelo qual o excesso de Hcy 

levaria ao aumento das ERO seria devido à presença do grupo tiol, que 

pode ser rapidamente oxidado na corrente sanguínea, formando Hcy e o 

radical H2O2 (SHARMA et al., 2006). Um segundo mecanismo seria 

através do comprometimento da transcrição, tradução e atividade de 

enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e a superóxido 

desmutase (HANDY; ZHANG; LOSCALZO, 2005; LUBOS; 

LOSCALZO; HANDY, 2007). 

Os embriões são altamente sensíveis ao estresse oxidativo 

porque no estágio embrionário os organismos geralmente possuem uma 

capacidade antioxidante reduzida (UFER; WANG, 2011). Além disso, a 

embriogênese compreende uma série de eventos simultâneos que 

envolvem processos celulares básicos, que incluem proliferação, 

diferenciação e apoptose. A regulação precisa destes eventos celulares 

corresponde à base para o estabelecimento das estruturas embrionárias e 

para a posterior organogênese. Sendo assim, os efeitos deletérios das 

ERO podem induzir não só anormalidades no desenvolvimento, mas 

provocar também a morte dos embriões (THOMPSON; AL-HASAN, 

2012). 

Dentro dos parâmetros bioquímicos mais utilizados para avaliar 

a indução de estresse oxidativo estão: a carbonilação de proteínas, 

utilizada como marcador de oxidação de proteínas (DALLE-DONNE et 

al., 2006); e a determinação dos níveis totais de tióis não-proteicos 

(NPSH), estes últimos são constituídos principalmente por glutationa 

(cerca de 90%) (COOPER; KRISTAL, 1997). A glutationa é um 

tripeptídeo que atua como um importante antioxidante intracelular e 

possui múltiplas funções, entre elas: serve como substrato para as 

enzimas antioxidantes, atua diretamente na quebra dos radicais OH
-
 e 

O2
-
 e também está envolvida na reciclagem de antioxidantes com a 

vitamina E (KIDD, 1997; SCHULZ et al., 2000). A carbonilação de 

proteínas é o tipo mais frequente de modificação que ocorre nas 

proteínas em resposta ao estresse oxidativo, estas modificações são 
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irreversíveis, induzindo a degradação das proteínas (WONG et al., 

2008). 

Além das ERO causarem danos a todas as biomoléculas 

celulares, a mitocôndria é o principal alvo destes radicais porque o DNA 

desta organela é desprovido de histonas e possui poucos mecanismos de 

reparo quando comparado ao DNA nuclear (AON et al., 2006). As 

proteínas da família Bcl 2 estão presentes na mitocôndria e atuam na 

sobrevivência celular por impedir a liberação do citocromo c da 

mitocôndria para o citoplasma das células (KLUCK et al., 1997). Por 

isso, o aumento da expressão da proteína anti-apoptótica Bcl 2 nas 

células pode ocorrer em resposta ao estresse oxidativo e o efeito protetor 

da Bcl 2 pode inibir a morte celular por apoptose nestas situações 

(KAUFMANN; BICKFORD; TAGLIALATELA, 2001; LEE et al., 

2001; SUSNOW et al., 2009). 

As células frequentemente respondem de forma rápida ao 

estresse sintetizando um grupo de proteínas denominadas coletivamente 

de proteínas de choque térmico (HSPs, do inglês, heat shock proteins) 

(SAGARA et al., 1998). Estas proteínas são altamente conservadas entre 

as espécies e foram encontradas em todas as células do organismo 

(WHITLEY; GOLDBERG; JORDAN, 1999). Grande parte das 

proteínas desta família, que também atuam como chaperonas, são 

proteínas constitutivas que participam da homesotase celular, sendo 

responsáveis pelo enovelamento e transporte de proteínas dentro das 

células (WANG et al., 2004). Um tipo de HSP induzível – a proteína de 

choque térmico de 70 kDa (HSP 70) – é expressa como resultado do 

estresse oxidativo e é capaz de prevenir os danos celulares causados por 

essa condição, possuindo um efeito citoprotetor (HUNTER-LAVIN et 

al., 2004; GUO et al., 2007). 

 

 

1.6 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA 
 

Diante deste panorama, o presente trabalho de tese justifica-se, 

considerando que, embora seja conhecido o efeito protetor do AF sobre 

os DTN, os mecanismos celulares responsáveis por esse efeito ainda não 

foram estabelecidos. O uso da Hcy no tratamento dos embriões 

possibilitou simular a situação de deficiência de AF neste modelo 

experimental, por gerar a condição de hiperhomocisteinemia decorrente 

da falta de folatos no organismo. O estudo propôs a investigação dos 

possíveis mecanismos celulares envolvidos na morfogênese do TN, 

incluindo a participação dos tecidos neural e mesenquimal, e 
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caracterizou o efeito da dose elevada de Hcy sobre esses mecanismos, 

utilizando o G. domesticus como modelo experimental.  

Considerando a importância dos DTN na medula espinhal como 

um problema de saúde pública, uma vez que as crianças afetadas 

possuem sérios comprometimentos físicos, além de apresentarem, não 

raro, anomalias associadas como a hidrocefalia, que pode levar a graves 

deficiências cognitivas; e também a falta de conhecimento acerca dos 

mecanismos biológicos envolvidos na gênese destas anomalias 

congênitas, bem como sobre o efeito nocivo da Hcy e o papel protetor 

do AF neste processo, justifica-se a proposta científica desta tese. Neste 

contexto, este estudo visa contribuir para o melhor entendimento dos 

efeitos do AF na prevenção dos DTN, bem como para a maior 

compreensão dos mecanismos celulares envolvidos na gênese desses 

defeitos na medula espinhal. 

Resultados obtidos no Laboratório de Reprodução e 

Desenvolvimento Animal – BEG/CCB/UFSC – evidenciaram alterações 

na organização celular do telencéfalo e da medula espinhal de embriões 

de ave tratados com Hcy e redução na proliferação celular e na 

expressão da molécula de adesão celular neural (NCAM, do inglês, 

neural cell adhesion molecule) na medula espinhal e mesênquima de 

embriões tratados com Hcy, efeitos que foram prevenidos pela 

administração de AF (KOBUS, 2007; KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 

2009; MÜLLER; KOBUS; NAZARI, 2013). No presente trabalho de 

tese, investigou-se se alterações nos mecanismos de proliferação e 

diferenciação celulares de tecidos neurais e mesenquimais estão 

envolvidas na gênese dos DTN. Adicionalmente, foi testada a hipótese 

de que a Hcy induz estresse celular e oxidativo nos tecidos neural e 

mesenquimal e de que estes também podem estar envolvidos na gênese 

dos DTN.  
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Investigar o efeito de dose elevada de Hcy, típico da 

hiperhomocisteinemia, sobre os mecanismos celulares envolvidos na 

morfogênese da medula espinhal e do esqueleto axial, que estão 

relacionados à gênese dos DTN. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

– Caracterizar o efeito da Hcy sobre a sobrevivência e o padrão 

morfológico externo, e sobre a morfogênese da medula espinhal e do 

esqueleto axial dos embriões; 

  

– Avaliar se a Hcy induz a ocorrência de estresse celular através 

da análise da expressão das proteínas HSP 70 e Bcl 2 na medula 

espinhal e mesênquima axial;  

 

– Investigar se a Hcy induz a carbonilação de proteínas e a 

redução da glutationa na medula espinhal e mesênquima axial; 

 

– Reconhecer o efeito da Hcy sobre a proliferação celular 

durante a morfogênese da medula espinhal e do esqueleto axial através 

da análise da expressão de proteínas do ciclo celular; 

 

– Reconhecer o efeito da Hcy sobre e a expressão gênica e 

proteica de Pax 1/9 e Sox 9 durante a diferenciação do esqueleto axial; 

 

– Reconhecer o efeito da Hcy sobre a diferenciação neuronal na 

medula espinhal; 

 

– Verificar se a administração de AF previne os efeitos 

celulares da dose elevada de Hcy durante o desenvolvimento da medula 

espinhal e do esqueleto axial de embriões de G. domesticus.  
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 MODELO BIOLÓGICO EXPERIMENTAL 
 

Ovos fertilizados da espécie G. domesticus foram doados pela 

Empresa Tyson do Brasil Alimentos Ltda – São José/SC, transportados 

ao Laboratório de Reprodução e Desenvolvimento Animal/BEG/CCB 

em bandejas apropriadas, confeccionadas com papel reciclável, que 

possuem acomodações individuais, o que dificulta a movimentação dos 

ovos durante o trajeto. A amostra consistiu de ovos homogêneos, de 

coloração bege e peso médio de 65g. Todos os procedimentos realizados 

com os embriões neste projeto foram aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais – CEUA/UFSC – sob o n
o
 23080.025620/2009-

51/UFSC. 

 

 

3.2 CONDIÇÕES DE INCUBAÇÃO DOS EMBRIÕES  
 

Os ovos fertilizados foram estocados a um intervalo de 

temperatura entre 15 e 20°C, por um período médio de 96 h (Magaldi, 

1974). Em laboratório, os ovos foram limpos, numerados e tiveram a 

massa aferida em balança de precisão (0,01g). Após estes 

procedimentos, os ovos foram incubados em posição vertical (90°), em 

incubadora apropriada, a temperatura (38°C) e umidade relativa (65%) 

constantes (DIAS; MÜLLER, 1998). 

Iniciada a incubação, foi estabelecido um período de cerca de 2 

h para que os embriões retomassem o desenvolvimento, sendo então 

determinadas as características do desenvolvimento embrionário de 

acordo com o descrito por Hamburger e Hamilton (1951) para a espécie 

G. domesticus. A idade dos embriões foi descrita em dias embrionários, 

correspondendo um dia embrionário (E) a 24 h de desenvolvimento.  

 

 

3.3 PRÉ-TRATAMENTO E TRATAMENTO DOS EMBRIÕES  

 

Após 26 h de incubação (E1) os ovos foram retirados da 

incubadora para realização do pré-tratamento dos embriões. Utilizando 

um estilete de extremidade rombóide, a câmara de ar do ovo foi 

percutida e efetuou-se um orifício (1 cm de diâmetro) para possibilitar a 

administração das substâncias e o acompanhamento do desenvolvimento 

do embrião. As substâncias foram administradas via câmara de ar, 
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utilizando uma micropipeta para aplicação das substâncias sobre a 

membrana interna da casca (Fig. 10a). Concluída a manipulação, a 

abertura na casca foi fechada com filme PVC transparente atóxico e o 

ovo recolocado na estufa. O desenvolvimento dos embriões foi 

acompanhado diariamente através da abertura.  

Os embriões foram submetidos a um pré-tratamento com 26 h 

de incubação (E1) e a um tratamento com 48 h de incubação (E2). Os 

embriões foram manipulados nestas idades porque durante o intervalo 

de tempo entre o pré-tratamento e o tratamento, o processo de 

neurulação ainda não se completou. Na figura 10b, está representado um 

embrião de ave com aproximadamente 24 h de desenvolvimento (E1), 

correspondente à idade de pré-tratamento; e na figura 10c está 

representado um embrião de ave com aproximadamente 46 h de 

desenvolvimento (E2), correspondente à idade do tratamento. 
 

 

 
 

Figura 10. (a) Esquema didático de ovo de G. domesticus no momento da 

postura. A seta () indica o local onde será efetuada a abertura para realização 

do pré-tratamento e tratamento, e o asterisco (*) indica o local da administração 

das substâncias. (b) Vista dorsal de embrião de galinha com 23 – 25 h de 

desenvolvimento (E1). (c) Vista dorsal de embrião de galinha com 42 – 46 h de 

desenvolvimento (E2). Fontes: Wolpert e Tickle (2010) e 

http://www.swarthmore.edu/NatSci/sgilber1/DB_lab/Chick/chick_stage.html. 

 

 

Para contemplar os objetivos propostos, foram constituídos 4 

grupos experimentais:  
 

– Grupo AF – pré-tratado com 50 μl de solução salina e tratado 
com 0,5 μg AF diluído em 50 μl de solução salina;  

– Grupo Hcy – pré-tratado com 50 μl de solução salina e tratado 

com 20 μmol de D,L-Hcy diluída em 50 μl de solução salina;  
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– Grupo AF+Hcy – pré-tratado com 0,5 μg AF diluído em 50 μl 

de solução salina e tratado com 20 μmol de D,L-Hcy diluída em 50 μl de 

solução salina; 

– Grupo controle – os embriões foram pré-tratados e tratados 

com 50 μl de solução salina. 

  

Foram realizadas 21 incubações no período compreendido entre 

março de 2009 a outubro de 2012, totalizando 487 embriões: n = 74 para 

o grupo controle, n = 77 para o grupo AF, n = 223 para o grupo Hcy e n 

= 113 para o grupo AF + Hcy. O n corresponde ao total de embriões 

incubados para realizar todos os procedimentos metodológicos. Deste 

total, cada grupo experimental foi subdividido em dois lotes, de forma 

que parte dos embriões foi mantida em incubação até 52 h após o 

tratamento (E4) e parte permaneceu na estufa por 98 h após o tratamento 

(E6). Nestas idades, os embriões foram crioanestesiados (4ºC por 15 

min), removidos do ovo e das membranas extra-embrionárias, lavados 

em solução salina e analisados ao estereomicroscópio (Olympus SHZ 

10; zoom de 7 – 70 X), para verificar o estágio de desenvolvimento e a 

presença de alterações na morfologia externa.  

As doses de AF e Hcy utilizadas foram estabelecidas com base 

em estudos anteriores (ROSENQUIST; RATASHAK; SELHUB, 1996; 

EPELDEGUI et al., 2002; KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009) e após 

a realização de experimentos piloto no Laboratório de Reprodução e 

Desenvolvimento Animal – BEG / CCB / UFSC. Nestes experimentos, 

os embriões tratados com a dose de 40 μmol de D,L-Hcy não 

sobreviveram até a primeira idade de análise – E4. 

 

 

3.4 ANÁLISE DA SOBREVIVÊNCIA DOS EMBRIÕES 

 

Após serem realizados o pré-tratamento e o tratamento, o 

número de embriões vivos foi diariamente registrado durante todo o 

período de incubação (E6). Os embriões eram considerados vivos 

quando era possível visualizar os batimentos cardíacos ao 

estereomicroscópio. Para construção das curvas de sobrevivência, foram 

utilizados dados obtidos a partir de 5 incubações: controle (n = 23), AF 

(n = 26), Hcy (n = 69) e AF + Hcy (n = 35). O valor de n corresponde ao 

número total de embriões incubados para cada tratamento. 
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3.5 MICROSCOPIA DE LUZ E DE FLUORESCÊNCIA  

 

Os embriões, em E4 e E6 (n = 4 para cada idade, realizadas em 

triplicatas), foram fixados em formaldeído 10% por cerca de 20h e 

conservados em solução de álcool 70% à temperatura ambiente até a 

posterior dissecação da região do tronco (KOBUS; NAZARI; 

MÜLLER, 2009). O tronco dos embriões foi desidratado em série 

alcoólica crescente 70º - 100º GL e diafanizado em xilol, incluído em 

parafina e seccionado (6 μm, para análise por microscopia de luz e 

fluorescência e 12 μm, para análise por microscopia confocal). Os cortes 

foram desparafinizados em xilol e hidratados em série alcoólica 

decrescente 100º – 70º GL para posterior realização das colorações com 

azul de toluidina (1), azul de alcian (2) e marcações por imuno-

histoquímica (3): 
 

1) Coloração com azul de toluidina: utilizada como controle 

histológico e para análise da morfologia da medula espinhal e do 

mesênquima axial. Após desparafinização e hidratação, os cortes foram 

lavados em água destilada e incubados em solução de azul de toluidina 

5% (60ºC por 10 minutos). Após, os cortes foram lavados em água 

destilada, seguida de lavagem em água corrente, desidratação em série 

alcoólica crescente 100º – 70º GL e diafanização em xilol, antes da 

montagem das lâminas com Entellan
®

 (Merck, Millipore); 
 

2) Coloração com azul de alcian: utilizada para verificar a 

distribuição das células do esclerótomo, e posteriormente, a presença de 

centros de condrificação nos elementos vertebrais. Os procedimentos 

são iguais aos descritos para a coloração de azul de toluidina, 

excetuando-se a incubação dos cortes em solução de azul de alcian por 

30 minutos a temperatura ambiente; 
 

3) Marcações por imuno-histoquímica: utilizadas para 

identificar proteínas específicas relacionadas aos mecanismos celulares 

investigados: 
 

– Para avaliar a indução de estresse celular na medula espinhal e 

no mesênquima axial foi verificada a expressão da proteína HSP 70 

induzível (anticorpo desenvolvido em camundongo anti-HSP 70 IgG
 ®

, 
Abcam) e da proteína Bcl 2 (anticorpo desenvolvido em camundongo 

anti-Bcl 2
 
IgG

®
,Chemicon); 

 

– Para avaliar a proliferação na medula espinhal e no 

mesênquima axial, foi utilizado o anticorpo desenvolvido em coelho 
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anti-fosfo-histona H3 IgG
 ®

 (Upstate) que liga-se à proteína histona H3 

fosforilada. A fosforilação da histona H3 inicia na fase G2 do ciclo 

celular, ou seja, ocorre quando a cromatina condensa, mas precisamente 

na fase G2 e no momento da entrada da célula na fase M do ciclo 

celular. A desfosforilação da proteína inicia na anáfase, e só termina 

quando ocorre a descondensação dos cromossomos, ao final da mitose; 

por esse motivo, o anticorpo é considerado um marcador específico de 

mitose (HENDZEL et al., 1997); 

 

– Para avaliar possíveis alterações no ciclo celular em 

decorrência de danos ao DNA, foi utilizado o anticorpo desenvolvido 

em coelho anti-PCNA IgG
 ®

 (Santa Cruz Biotechnology). O PCNA – 

antígeno nuclear de proliferação celular (do inglês, proliferating cell 

nuclear antigen) – é uma proteína de checkpoint requerida tanto para a 

replicação quanto para o reparo da molécula de DNA, por isso, 

modificações na expressão desta proteína podem indicar a presença de 

danos na molécula (KELMAN, 1997; MAGA; HUBSCHER, 2003); 
 

– Para verificar alterações na diferenciação do mesênquima 

axial foi verificada a expressão de proteínas envolvidas no 

desenvolvimento deste tecido (Pax 1/9 e Sox 9) utilizando o anticorpo 

desenvolvido em cabra anti-Pax 1 IgG 
® 

(Santa Cruz Biotechnology), o 

anticorpo desenvolvido em coelho anti-Pax 9 IgG 
®
 (Sigma) e o 

anticorpo desenvolvido em camundongo anti-Sox 9 IgG2a
 ®

 (Santa Cruz 

Biotechnology); 
 

– Para avaliar a diferenciação neuronal na medula espinhal, 

foram verificadas a expressão das proteínas p 53 (anticorpo 

desenvolvido em coelho anti-p 53 IgG 
®
, Santa Cruz Biotechnology) e 

β-tubulina III (anticorpo desenvolvido em camundongo anti-β-tubulina 

III IgG 
®
, Promega). A proteína tubulina, em suas diferentes isoformas, 

é a proteína constituinte dos microtúbulos citoplasmáticos, sendo a 

isoforma β-tubulina III específica de neurônios. Por isso, a proteína é 

considerada um marcador de células neuronais (LEE; REBHUN; 

FRANKFURTER, 1990; ROSKAMS; CAI; RONNETT, 1998). 
 

Para realização das marcações imuno-histoquímicas, os cortes 

foram lavados em tampão fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) e a atividade das 
peroxidades endógenas foi bloqueada utilizando H2O2 (0,3%) em 

metanol (1:1). Após, os cortes foram lavados em PBS + Triton X-100 

(0,3%) e incubados com soro fetal bovino a 5% para posterior incubação 

a 4ºC por cerca de 12 h com os seguintes anticorpos primários: anti-
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fosfo-histona H3, anti-PCNA, anti-Pax 9 e anti-p 53, desenvolvidos em 

coelho; anti-Sox9, anti-β-tubulina III, anti-HSP 70 e anti-Bcl 2, 

desenvolvidos em camundongo. Após, os cortes foram lavados em PBS 

e incubados a 25ºC por 90 min com os seguintes anticorpos secundários: 

anti-cabra IgG
®
 (Abcam), anti-coelho IgG

®
 (Sigma), anti-camundongo 

IgG
®
 (Sigma), anti-camundongo IgG2a

®
 (Abcam), todos eles conjugados 

à peroxidase. Para revelação, e posterior análise em microscopia de luz, 

os cortes foram lavados em PBS e tratados com solução contendo 3,3- 

diaminobenzidina (DAB) e H2O2 (1mg de DAB e 5 ul de H2O2 para 

cada ml de solução). Para as análises em microscópio de fluorescência 

(Olympus – Modelo Bx41) e confocal (Confocal Scanner TCSSP5, 

Leica), foram utilizados os seguintes anticorpos secundários: anti-cabra 

IgG Alexa Fluor 488
®
 (Molecular Probes), anti-coelho IgG Alexa Fluor 

488
®
 (Sigma), anti-coelho IgG Alexa Fluor 633

®
 (Molecular Probes), e 

anti-camundongo IgG2a Alexa Fluor 633
®
 (Molecular Probes). Para as 

análises de fluorescência, os cortes foram lavados e incubados com 4,6-

diamidina-2-fenilindol
®
 (DAPI, Sigma) por 3 minutos a temperatura 

ambiente. Os controles negativos foram tratados da mesma maneira 

descrita acima, exceto pela incubação com os anticorpos primários, que 

foram substituídos por PBS. Os procedimentos de montagem de lâminas 

aplicados às técnicas imuno-histoquímicas para análise em microscopia 

de luz foram os mesmos aplicados para as colorações. Para as lâminas 

analisadas em fluorescência, utilizou-se um meio de montagem aquoso – 

Gelmount
®
 (Sigma). 

 

 

3.6 ANÁLISE QUANTITATIVA DAS MARCAÇÕES CELULARES  

 

Para quantificar as células marcadas através da técnica de 

microscopia de luz foi realizada análise estereológica dos cortes 

utilizando a gratícula de Weibel Nº 2 (Tonbridge, England) (1000X). A 

gratícula é formada por um sistema que contém 21 linhas (d) e 42 

pontos numa área de teste equivalente a 36,36 d
2
 (WEIBEL; KISTLER; 

SCHERLE, 1966). A densidade numérica de células marcadas por área 

(NA) foi determinada em uma área de 14.544 µm
2
. As células foram 

contadas em 4 campos alternados na medula espinhal (3 cortes por 

embrião, 6 embriões por grupo, 72 campos por grupo) e 5 campos 

alternados no mesênquima axial (3 cortes por embrião, 6 embriões por 

grupo, 90 campos por grupo) (KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009).  

Para quantificar a densidade integrada de pixels por área nas 

imagens de fluorescência, foi realizada a análise destas imagens 
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utilizando o software Image J (NIH Image). Primeiramente as imagens 

foram convertidas em escala de cinza (formato 8-bit) e se definiu a 

variação de intensidade do fluorocromo (0 a 255). Após, determinou-se 

a escala da imagem e a densidade integrada de pixels foi calculada em 

uma área de 3.826,71 µm
2
.
 
Foi analisada a área total de cada imagem de 

fluorescência, a qual foi dividida em 4 campos (2 cortes por embrião, 6 

embriões por grupo, 48 campos por grupo) (INMAN et al., 2005; 

COOPER; ALBERTSON, 2008). A região da medula espinhal escolhida 

para análise foi a camada do manto localizada na região ventral, onde 

ocorre a diferenciação de neurônios motores. 

 

 

3.7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

  

Para verificar se o tratamento com Hcy induz estresse oxidativo 

e/ou altera as defesas antioxidantes na medula espinhal e mesênquima 

axial, foram realizadas as seguintes análises bioquímicas: determinação 

dos níveis de carbonilação de proteínas e dos níveis de tióis não-

proteicos (NPSH). O tronco dos embriões foi homogeneizado a 4ºC em 

tampão carbonil e PBS 20mM, respectivamente. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas a 1.000 g por 10 minutos (4ºC) e o 

sobrenadante obtido foi utilizado para as análises. Foram utilizados os 

embriões em E4 (n = 3 para cada grupo, realizadas em triplicatas). 

 

 

3.7.1 Determinação dos níveis de carbonilação de proteínas 

  

A quantidade de grupos carbonil foi mensurada através da 

marcação dos complexos proteína-hidrazona recém-formados, derivados 

da reação com 2,4- dinitrofenilidrazina (DNPH). Estes derivados foram 

extraídos utilizando ácido tricloroacético a 10%, seguido do tratamento 

com solução de etanol/etilacetato (1:1) e posterior re-extração com ácido 

tricloroacético a 10%. O precipitado resultante foi dissolvido em 

cloridrato de uréia 6 M. A diferença de espectro entre a amostra de 

proteína branca para DNHP foi utilizada para calcular a quantidade em 

nmol de DNPH incorporado por mg de proteína. A incorporação foi 

mensurada pela absorbância da amostra lida a 370 nm com 

espectofotômetro (SILVEIRA et al., 2011). Os resultados foram 

expressos em nmol de DNPH incorporado por mg de proteína. 

 

 

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/
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3.7.2 Determinação dos níveis de tióis não-proteicos (NPSH) 

 

Os níveis de tióis não-proteicos (NPSH), os quais são 

constituídos principalmente por glutationa (cerca de 90%) (COOPER; 

KRISTAL, 1997), foram determinados a partir da fração obtida após 

tratamento do sobrenadante com ácido tricloroacético a 10%, conforme 

descrito por Ellman (1959). Após centrifugação, uma alíquota do 

sobrenadante foi diluída em tampão fosfato (800 mM, pH 7,4), e foi 

adicionado 500 μm de 5,5’- ditio-bis ácido 2-nitrobenzóico (DTNB). A 

formação da cor é resultado da reação entre o DTNB e os tióis, a qual 

ocorre em cerca de 5 minutos e é estável por mais de 30 minutos. A 

absorbância foi lida após 10 minutos a 412 nm com espectofotômetro. 

Os resultados foram expressos em nmol de NPSH por mg de proteína. 

 

 

3.8 EXTRAÇÃO DE RNA E RT-PCR QUANTITATIVA EM TEMPO 

REAL (RT-qPCR) 

 

O desenvolvimento dos embriões foi interrompido em E4 (n = 3 

para cada grupo, realizado em triplicatas) e procedeu-se à extração do 

RNA total dos embriões, in vivo, utilizando o reagente BRAzol
®
 

(Labtrade). Após a extração do RNA, o cDNA foi sintetizado utilizando 

o sistema GoTaq® 2-Step RT-qPCR (Promega). Para realização da PCR 

quantitativa em tempo real (qPCR), foi utilizado o SYBR Green PCR 
master mixture

®
 (Promega). A RT-qPCR foi realizada no equipamento 

HT 7900 Fast Real-Time PCR System
®

 (Apllied Biosystems). As 

sequências de inciadores (primers) utilizadas para amplificação dos 

genes Pax 1, Pax 9, β-actina e GAPDH foram descritas anteriormente 

por Sanzo e Tuan (1998) (Tabela 1). Os genes β-actina e GAPDH foram 

utilizados como controle da reação. Os resultados foram expressos em 

nível de expressão relativa ao gene controle. O ΔΔCt foi calculado para 

cada amostra e a expressão relativa do gene foi determinada utilizando a 

fórmula 2 
–ΔΔCt

.  

 

 

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para estimar e comparar a probabilidade de sobrevivência dos 

embriões controle e tratados foi aplicado o método de Kaplan-Meier. O 

teste de Log-rank foi aplicado para verificar a existência de diferenças 

significativas entre os grupos (p ≤ 0,05) (RICH et al., 2010).  
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Tabela 1. Sequências dos iniciadores (primers) dos genes alvo e controle 

utilizados para realização da RT-qPCR a temperatura de anelamento de 58ºC. 
 

Gene 
Nº 

GenBank 
Sequência dos Primers (5’ – 3’) a 

Produto 

da PCR 

(pb) b 

Pax 1 U22046 
GACACGTTACCTCCATCGGATC 

TGGCTTATTTGTCCATTTACACTCC 
206 

Pax 9 X82443 
CCCGTGGAAACTTGTATAACACTCC 

TCAATAGCAGTGGATCGCATAACC 
233 

β-actin X00182 
CACGGTATTGTCACCAACTGGG 

AGATGGGCACAGTGTGGGTAAC 
279 

GAPDH JJ00849 
AGTCATCCCTGAGCTGAATG 

AGGATCAAGTCCACAACACG 
330 

a
 A primeira linha corresponde à sequência senso e a segunda linha corresponde à 

sequência anti-senso. Todas as sequências são encontradas no GenBank e foram 

utilizadas anteriormente por Sanzo e Tuan (1998).  
b
 Tamanho do produto da PCR em pares de base (pb). 

 

 

A frequência de DTN na medula espinhal corresponde a uma 

variável categórica e não apresentou uma distribuição normal. Por isso 

estes dados foram expressos em porcentagem e avaliados pela análise de 

variância (ANOVA) não-paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida do 

teste de Dunn (SOKAL; ROHLF, 1994).  

Os dados quantitativos obtidos a partir das análises das lâminas 

histológicas, das imagens de fluorescência (Image J), das análises por 

RT-qPCR e bioquímicas apresentaram distribuição normal e foram 

apresentados como média (± erro padrão). Diferenças significativas 

entre os grupos foram avaliadas através da ANOVA de duas-vias, 

seguida do teste de Duncan ou Tukey HSD para n desigual (p ≤ 0,05). 

Para determinar o efeito independente do AF e da Hcy, bem como testar 
a interação entre essas variáveis, foi aplicada ANOVA de duas-vias 

(SIDIA, 2003).  

Para realização das análises estatísticas acima descritas, foram 

utilizados os programas GraphPad Prisma
®
 versão 4.0 e Statistica

® 

versão 6.0
 
para Windows. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 EFEITO DA HCY SOBRE A SOBREVIVÊNCIA E 

MORFOLOGIA EXTERNA DOS EMBRIÕES  

 

Os embriões dos grupos controle e AF exibiram taxas mais altas 

de sobrevivência em comparação com os grupos Hcy e AF + Hcy. As 

curvas de sobrevivência obtidas através do método de Kaplan-Meier 

revelaram que, 24 h após o tratamento dos embriões, em E3, cerca de 

36% dos embriões do grupo Hcy sobreviveram versus 76% do grupo 

controle, 69% do grupo AF e 63% do grupo AF + Hcy (Fig. 11). Ao 

final do experimento, em E6, a sobrevivência dos embriões do grupo 

Hcy caiu para aproximadamente 25%. O teste de Log-rank revelou que 

o tratamento com Hcy afetou significativamente a taxa de sobrevivência 

dos embriões durante todo o período de incubação (x
2
 = 11,16; df = 3; p 

= 0,0109). 
 

 

 
 

Figura 11. Curvas de sobrevivência obtidas pelo método de Kaplan-Meier 

evidenciam a redução significativa na taxa de sobrevivência (%) dos embriões 

do grupo Hcy. P <0.05 após o teste de Log-rank. 

 

 

Os embriões dos grupos controle e AF não exibiram alterações 

na morfologia externa em ambas as idades de análise. Já os embriões 

dos grupos Hcy e AF + Hcy apresentaram alterações na morfologia 

externa que foram classificadas em categorias, conforme listado na 

Tabela 2, a saber: DTN, assimetria das vesículas ópticas, falha no 

desenvolvimento das estruturas faciais, falha no desenvolvimento dos 
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brotos dos membros posteriores, presença de bolhas na superfície do 

epitélio e falha no fechamento da parede anterior do corpo.  
 

 

Tabela 2. Alterações morfológicas externas observadas nos embriões dos 

grupos Hcy e AF + Hcy. 
 

 Idade embrionária 

E4 E6 

Frequência (%) 

 

Alterações morfológicas 

 

 

Hcy 

 

AF + Hcy 

 

Hcy 

 

AF + Hcy 

 

Defeitos do tubo neural 

(DTN)  44
*
 27,3 50

*
 23,1 

 

Assimetria de vesículas 

ópticas 8,0 14,0 11,0 ---- 

 

Falha no desenvolvimento 

de estruturas faciais 

4,0 ---- 11,0 ---- 

 

Falha no desenvolvimento 

dos brotos dos membros 

posteriores 

4,0 9,1 11,0 ---- 

 

Presença de bolhas na 

superfície do epitélio 

8,0 ---- 5,6 ---- 

 

Falha no fechamento da 

parede anterior do corpo 

---- 4,5 22,0 ---- 

 

Total  

 

68 

 

54,9 

 

60,6 

 

23,1 

     

 (n = 25) (n = 22) (n = 18) (n = 13) 

Hcy = grupo homocisteína; AF + Hcy = grupo ácido fólico + homocisteína. n = número 

de embriões analisados. 

* indica diferenças significativas quando comparados ao grupo controle pelo teste de 

Dunn (p <0.05). 

 

 

Alguns embriões exibiram uma ou mais categorias de alterações 

morfológicas. Nestes casos, a assimetria de vesículas ópticas era 

acompanhada de falha no desenvolvimento de estruturas faciais, e os 
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DTN eram acompanhados de falhas no desenvolvimento dos brotos dos 

membros ou da presença de bolhas na superfície do epitélio (Figs. 12 – 

13). O pré-tratamento com AF nem sempre preveniu estes eventos, uma 

vez que os embriões do grupo AF + Hcy muitas vezes exibiram as 

mesmas categorias de erros no desenvolvimento. Entretanto, é provável 

que estas alterações tenham sido induzidas pelo tratamento com Hcy, já 

que os embriões do grupo AF não apresentaram alterações na 

morfologia externa. 
 

 

 
 

Figura 12. DTN induzidos pelo tratamento com Hcy nos embriões em E4. (a) 

Embrião do grupo controle exibindo morfologia externa normal. (b) Embrião 

tratado com Hcy apresenta espinha bífida (asterisco) e regressão caudal 

acompanhada da posição alterada dos brotos dos membros (cabeça de seta 

branca). Em (c), imagem em maior aumento do embrião visualizado em b. (d) 

Esquema representativo de embrião com espinha bífida (asterisco) e regressão 

caudal (cabeças de seta preta). bm, broto do membro; c, cauda. Escalas em a = 3 

mm; em b = 2,5 mm; em c = 1,5 mm.  
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Nas duas idades de análise, os DTN corresponderam à categoria 

de alteração morfológica externa mais frequente (Tabela 2). Após 

realizar a análise morfológica externa e microscópica dos embriões, os 

DTN foram classificados em 3 categorias: espinha bífida, espinha bífida 

oculta e regressão caudal (Tabela 3; Figs. 12     15). 

Nos embriões em E4, a espinha bífida (20%) e a espinha bífida 

oculta (16%) foram os DTN mais frequentes no grupo Hcy, seguidas 

pela regressão caudal (8%). Em E6, a alteração morfológica registrada 

com maior frequência nos embriões foi a regressão caudal (38,9%) 

seguida pela falha no fechamento da parede anterior do corpo (22 %) 

(Tabelas 2 e 3). 
 

 

 
 

Figura 13. DTN induzidos pelo tratamento com Hcy nos embriões em E6. (a) 

Embrião controle exibindo morfologia normal. (b) Embrião tratado com Hcy 

com espinha bífida (asterisco) e regressão caudal (cabeça de seta branca). (c) 

Embrião tratado com Hcy exibindo regressão caudal (cabeça de seta branca) 

acompanhada da posição alterada dos brotos dos membros posteriores (cabeças 

de seta duplas brancas). (d) Esquema representativo de embrião com espinha 

bífida (asterisco) e regressão caudal (cabeças de seta preta). c, cauda; ma, 

membro anterior; mp, membro posterior. Escalas em a = 3,5 mm; em b = 1 mm; 

em c = 3 mm.  
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O pré-tratamento com AF nem sempre preveniu a ocorrência de 

DTN, porque os embriões do grupo AF + Hcy também apresentaram 

DTN em ambas as idades de análise. Entretanto, a ocorrência destes 

defeitos foi mais baixa nos embriões do grupo AF + Hcy quando 

comparados aos embriões do grupo Hcy. Além disso, o pré-tratamento 

com AF também não provocou DTN nos embriões. 
 

 

Tabela 3. Categorias de DTN observadas nos embriões dos grupos Hcy e AF + 

Hcy. 
 

 Idade embrionária 

E4 E6 

Frequência (%) 

 

Categorias de DTN  

 

Hcy 

 

AF + Hcy 

 

Hcy 

 

AF + Hcy 

Espinha bífida  20,0
*
 9,1 11,1 7.7 

Espinha bífida oculta 16,0 9,1 5,6 ---- 

Regressão caudal 8,0 9,1 38,9 15,4 

 

Total  

 

44
*
 

 

27,3 

 

50
*
 

 

23,1 

 (n = 25) (n = 22) (n = 18) (n = 13) 

Hcy = grupo homocisteína; AF + Hcy = grupo ácido fólico + homocisteína. n = números 

de embriões analisados.  

* indica diferenças significativas quando comparados ao grupo controle pelo teste de 

Dunn (p <0.05). 

 

 

4.2 EFEITO DA HCY SOBRE A MORFOGÊNESE DA MEDULA 

ESPINHAL E DO ESQUELETO AXIAL 

 

A Hcy induziu alterações da morfogênese da medula espinhal 

nas duas idades embrionárias analisadas. Os embriões dos grupos 

controle e AF não exibiram DTN. Já para os embriões tratados com 

Hcy, diferentes categorias de DTN foram registradas, conforme 

apresentado na Tabela 3.  

Os DTN foram observados na região tóraco-lombar dos 

embriões em E4 e E6 (Figs. 14 – 15). Nos embriões em E4, a espinha 
bífida foi histologicamente visível na medula espinhal dos embriões, 

acompanhada de alteração na morfologia e posição dos gânglios da raiz 

dorsal (Figs. 14c – d). Nestes embriões, o tecido neuroepitelial 
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apresentava-se exposto ao ambiente externo e a organização das 

camadas celulares da medula espinhal foi modificada.  
 

 

 
 

Figura 14. Morfologia da medula espinhal de embriões E4 (coloração com azul 

de toluidina). (a) Controle exibindo medula espinhal com morfologia normal. 

(b) Maior aumento da região delimitada em a evidenciando a organização das 

camadas celulares. (c) Embrião do grupo Hcy exibindo espinha bífida com 

tecido neuroepitelial exposto (setas) e gânglios espinhais com morfologia e 

posicionamento alterados (asteriscos). (d) Em maior aumento observa-se a 

modificação na organização das camadas celulares. (e) Espinha bífida com 

múltiplas neuroceles (asteriscos pretos) e massas celulares desorganizadas 

(asteriscos brancos). (f) Espinha bífida oculta com canal neural duplo (asteriscos 

pretos) e excesso de células neuroepiteliais (asteriscos brancos). ce, camada 

ependimária; cmg, camada marginal; cmt, camada do manto; grd, gânglio da 

raiz dorsal. Escalas em a, c, e, f = 100 µm; em b, d = 50 µm.  
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Figura 15. Morfologia da medula espinhal de embriões E6 (coloração com azul 

de toluidina). (a) Controle exibindo morfologia normal. (b) Maior aumento da 

região delimitada em a evidenciando a organização das camadas celulares. (c) 

Embrião do grupo Hcy exibindo espinha bífida com tecido neuroepitelial 

exposto, gânglios espinhais e elementos vertebrais com morfologia e 

posicionamento alterados (asteriscos brancos); o asterisco preto indica a camada 

marginal. (d) Embrião do grupo Hcy com espinha bífida oculta apresentando 

múltiplas neuroceles (asteriscos pretos) e desorganização das camadas celulares 

na medula espinhal. (e) Embrião do grupo Hcy exibindo espinha bífida com 

tecido neuroepitelial exposto (setas), alteração na morfologia dos gânglios 

espinhais (astericos brancos) e desorganização das camadas celulares (asterisco 

preto). (f) Embrião do grupo Hcy com regressão caudal exibindo hipoplasia da 

medula espinhal, redução do tamanho do gânglio espinhal (asterisco branco) e 

ausência de elementos vertebrais. av, arco vertebral; ce, camada ependimária; 

cmg, camada marginal; cmt, camada do manto; cov, corpo da vértebra; grd, 

gânglio da raiz dorsal. Escalas em a – f = 100 µm. 
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Alguns embriões apresentaram anormalidades na formação do 

canal neural da medula espinhal, exibindo mais de uma neurocele e 

excesso de tecido neuroepitelial desorganizado, não apresentando o 

padrão de estabelecimento de camadas celulares encontrado na medula 

espinhal neste estágio de desenvolvimento – camadas ependimária, do 

manto e marginal (Fig. 14 e). Os embriões em E4 do grupo Hcy, com 

DTN do tipo espinha bífida oculta, também apresentaram morfologia 

anormal da medula espinhal com canal neural duplicado e excesso de 

células neuroepiteliais que se expandiam para dentro do canal neural 

(Fig. 14f). 

Os embriões em E6 tratados com Hcy também apresentaram 

espinha bífida e espinha bífida oculta, com morfologia similiar à 

apresentada pela medula espinhal dos embriões em E4 (Fig. 15c – e). Os 

embriões em E6 que apresentaram regressão caudal exibiram hipoplasia 

da medula espinhal lombar e diminuição significativa no tamanho dos 

gânglios da raiz dorsal (Fig. 15f).  Tanto a espinha bífida oculta, quanto 

a regressão caudal, foram observadas na análise morfológica externa e 

microscópica e foram reconhecidas como DTN, de acordo com as 

classificações existentes na literatura (ALLES; SULIK, 1993; 

INAGAKI et al., 2000; SUZUKI, 2007). 

O tratamento dos embriões com Hcy também provocou 

modificações na morfogênese do esqueleto axial em ambas as idades de 

análise (Figs. 16 – 17). Os embriões em E4 dos grupos controle e AF 

exibiram uma distribuição regular das células do esclerótomo, revelada 

pela coloração com azul de alcian, a qual evidenciou o início do 

processo de condrificação nestas estruturas. Estes embriões 

apresentaram marcação com azul de alcian no esclerótomo lateral e 

ventral, a coloração foi mais intensa principalmente junto à notocorda 

(Fig. 16 a – c). Em contraste, os embriões do grupo Hcy, que possuíam 

espinha bifida, apresentaram distribuição irregular das células do 

esclerótomo, revelando alterações na morfogênese desta estrutura (Fig. 

16 d – e). 

Os embriões em E6 dos grupos controle e AF apresentaram 

desenvolvimento normal dos elementos vertebrais, exibindo 

condensações celulares no mesênquima dos arcos e corpos vertebrais, 

revelada pela intensa coloração com azul de alcian, a qual evidenciou a 

deposição de cartilagem nestas estruturas (Fig. 17 a – c). Novamente, o 

tratamento com Hcy provocou modificações na morfogênese das 

estruturas do esqueleto axial.  
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Figura 16. Cortes transversais de embriões E4 submetidos à coloração com azul 

de alcian. Embriões controle (a, b) e do grupo AF (c) exibindo marcação com 

azul de alcian no esclerótomo e na notocorda. Embriões com espinha bifida e 

tecido neuroepitelial exposto (d) e com múltiplos na medula espinhal (e), ambos 

exibindo distribuição irregular do esclerótomo (cabeças de seta). (f) Embriões 

do grupo AF + Hcy exibindo marcação para azul de alcian no esclerótmo e 

dentro da notocorda.  dm, dermomiótomo; esc, esclerótomo; grd, gânglio da raiz 

dorsal; me, medula espinhal; n, notocorda. Escalas em a, d, e = 100 µm; em b, 

c, f = 50 µm. 
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Figura 17. Cortes transversais de embriões E6 submetidos à coloração com azul 

de alcian. Embriões controle (a, b) e do grupo AF (c) exibindo marcação com 

azul de alcian dentro da notocorda e nos elementos vertebrais em 

desenvolvimento. Embriões do grupo Hcy com espinha bifida (d) e regressão 

caudal (e). (d) Embrião exibindo falha na fusão dos arcos vertebrais na região 

dorsal acompanhada de rotação lateral. (e) Embrião com ausência de elementos 

vertebrais. (f) Embrião do grupo AF + Hcy exibindo marcação com azul de 

alcian dentro da notocorda e nos elementos vertebrais em desenvolvimento. av, 

arco vertebral; cov, corpo da vértebra; grd, gânglio da raiz dorsal; me, medula 

espinal; n, notocorda. Escala em a, b, d = 100 µm; em c, e, f = 50 µm. 
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Os embriões em E6 tratados com Hcy, que possuíam espinha 

bífida, exibiram falha na fusão dos arcos vertebrais na linha média 

dorsal, acompanhada de desvio no posicionamento destes arcos, estes 

apresentaram rotação lateral (Fig. 17 d). Os embriões tratados com Hcy, 

que exibiram regressão caudal, não possuíam elementos vertebrais na 

região lombar inferior da medula espinhal, o que foi confirmado pela 

ausência de coloração com azul de alcian, indicando falha na formação 

de centros de condrificação nestas estruturas neste estágio de 

desenvolvimento (Fig. 17 e). 

Os embriões do grupo AF + Hcy, que não apresentaram 

alterações na morfogênese da medula espinhal, exibiram distribuição 

regular das células do esclerótomo em E4, semelhante ao padrão 

observado para os embriões controle e do grupo AF, exibindo marcação 

com azul de alcian no esclerótomo e na notocorda. Nos embriões em E6, 

foi verificada a presença de centros de condrificação, formados pela 

condensação de células mesenquimais nos arcos e corpos vertebrais em 

desenvolvimento, similar ao que foi observado nos embriões dos grupos 

controle e AF neste estágio de desenvolvimento, após a realização da 

coloração com azul de alcian (Figs. 16 f e 17f). 

 
 

4.3 HCY INDUZ ESTRESSE CELULAR NOS TECIDOS NEURAL E 

MESENQUIMAL  
 

Para avaliar se a Hcy induzia estresse celular nos tecidos 

neurais e mesenquimais dos embriões, foi avaliada a expressão das 

proteínas HSP 70 e Bcl 2 por meio da análise imuno-histoquímica destes 

tecidos em E4. A presença destas duas proteínas foi verificada na 

medula espinhal e no mesênquima dorsal e lateral, localizados próximo 

à região dorsal da medula espinhal e aos gânglios espinhais, 

respectivamente (Figs. 18 e 19).   

Os embriões do grupo Hcy exibiram a maior densidade de 

células por área (NA) positivas para HSP 70 na medula espinhal (205,32 

± 8,54 mm
2
), diferindo significativamente do grupo controle (p 

<0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F(1,284) = 14,84; p <0,001) e da interação AF X 

Hcy (F(1,284) = 31,49; p <0,0001), demonstrando que a Hcy induziu um 

aumento significativo na expressão da HSP 70 e que o pré-tratamento 

com AF preveniu este efeito na medula espinhal dos embriões em E4 

(Fig. 18). 
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Figura 18. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-HSP 70 exibindo células positivas na medula 

espinhal (detalhe no canto inferior) e no mesênquima dorsal e lateral (detalhe no 

canto superior). Embriões dos grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e AF + Hcy 

(d) que apresentaram morfologia normal. (e, f) Embriões do grupo Hcy com 

espinha bífida oculta. me, medula espinhal. Escalas em a - f = 50 µm; nos 

detalhes = 10 µm. Os gráficos apresentam o efeito da Hcy sobre a NA de células 

positivas para HSP 70. * (p <0,05), ***(p <0,001) quando comparado ao grupo 

controle. # representa o efeito protetor do AF. 
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 No tecido mesenquimal dos embriões do grupo Hcy, também 

foi encontrada a maior NA de células positivas para HSP 70 (300,24 ± 

10,83 mm
2
), a qual diferiu significativamente do controle (166,54 ± 

11,80 mm
2
). A NA de células positivas para HSP 70 no mesênquima dos 

embriões do grupo AF + Hcy também foi maior do que a registrada no 

grupo controle (207,80 ± 9,83 mm
2
, p <0,05). Portanto, a Hcy induziu 

aumento da expressão da proteína HSP 70 no mesênquima dos embriões 

em E4, mas o pré-tratamento com AF não preveniu este efeito (Fig. 18). 

 A proteína Bcl 2 foi localizada na medula espinhal dos 

embriões em E4 controle e tratados. Os embriões do grupo Hcy 

apresentaram a maior NA de células marcadas com anticorpo anti-Bcl 2, 

a qual diferiu significativamente do grupo controle (178,58 ± 10,14 

mm
2
, p <0,0001). A ANOVA de duas vias revelou feito signifcativo da 

interação AF x Hcy (F(1,284) = 14,77; p <0,001), indicando que o pré-

tratamento com AF preveniu o aumento na expressão da proteína Bcl 2 

induzido pela Hcy (Fig. 19). 

No tecido mesenquimal dos embriões, o tratamento com Hcy 

também levou ao aumento significativo na expressão da proteína Bcl 2 

(301,00 ± 9,50 mm
2
, p <0,0001). A ANOVA de duas vias indicou efeito 

significativo do tratamento com Hcy (F(1,284) = 25,73; p <0,0001) e da 

interação AF x Hcy (F(1,284) = 43,59; p <0,0001), revelando que a Hcy 

induziu o aumento da expressão de Bcl 2 e o pré-tratamento com AF 

preveniu este efeito também no mesênquima dos embriões em E4 (Fig. 

19). 

 

 

4.4 HCY INDUZ ESTRESSE OXIDATIVO NOS TECIDOS NEURAL 

E MESENQUIMAL  

 

Para avaliar se a Hcy induziu estresse oxidativo nos tecidos 

neural e mesenquimal dos embriões, os seguintes parâmetros foram 

verificados: conteúdo de carbolinas e de tióis não proteicos (NPSH). 

Ambos determinados na medula espinhal e tecido mesenquimal dos 

embriões em E4 controle e tratados.  

A carbonilação de proteínas aumentou significativamente no 

grupo Hcy em comparação com o grupo controle (4,23 ± 0,75 nmol/mg, 

p <0,001). A ANOVA de duas vias indicou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F(1,18)= 21,69; p <0,001) e da interação AF x Hcy 

(F(1,18) = 36,86; p <0,0001), revelando que o tratamento com Hcy 

induziu o aumento da carbonilação de proteínas na medula espinhal e 
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tecido mesenquimal dos embriões em E4, e que o pré-tratamento com 

AF preveniu este efeito.  
 

 

 
 

Figura 19. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Bcl 2 exibindo células positivas na medula 

espinhal (detalhe no canto inferior) e no mesênquima dorsal e lateral (detalhe no 

canto superior). Embriões dos grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e AF + Hcy 

(d) que apresentaram morfologia normal. (e, f) Embriões do grupo Hcy com 

espinha bífida oculta com presença de múltiplos canais (*). me, medula 

espinhal. Escalas em a - f = 50 µm; nos detalhes = 10 µm. Os gráficos 

apresentam o efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para Bcl 2.  ***(p 

<0,001) quando comparado ao grupo controle. # representa o efeito protetor do 

AF. 
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Quando determinadas as concentrações de NPSH, foi 

evidenciada uma queda no conteúdo tiólico dos embriões do grupo Hcy 

(67,67 ± 0,75 nmol/mg 0,59, p <0,05). A ANOVA de duas vias indicou 

efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,8)= 20,36; p <0,01), mas 

não da interação AF x Hcy (F(1,8)= 1,15; p > 0,05),  revelando que a Hcy 

induziu queda no conteúdo tiólico na medula espinhal e tecido 

mesenquimal dos embriões em E4 e que o pré-tratamento com AF não 

preveniu este efeito (Fig. 20). 
 

 

 
 

Figura 20. (a) Concentração de carbonilas e de (b) tióis não-preoteicos (NPSH) 

expressos em nmol/ mg de proteína na medula espinhal e mesênquima dos 

embriões em E4. Os dados correspondem a média (± erro padrão). * (p <0,05), 

**(p <0,001) quando comparado ao grupo controle. # representa o efeito 

protetor do AF. 

 

 

4.5 EFEITO DA HCY SOBRE OS MECANISMOS CELULARES 

ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DA MEDULA 

ESPINHAL E DO ESQUELETO AXIAL 
 

4.5.1 Efeito da Hcy sobre o ciclo celular: expressão de fosfo-histona 

H3 e PCNA 

 

Células em proliferação, marcadas com anticorpo anti-fosfo-

histona H3, foram visualizadas na camada ependimária da medula 

espinhal e nas células mesenquimais do esclerótomo e dos elementos 

vertebrais em desenvolvimento dos embriões controle e tratados (Figs. 

21 e 22).  

Os embriões em E4 do grupo Hcy exibiram a menor NA de 

células em proliferação na medula espinhal (29,60 ± 4,04 mm
2
) 

diferindo significativamente do grupo controle (p <0,0001). A ANOVA 

de duas vias revelou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,284) 

= 116,99; p <0,0001) e não da interação AF x Hcy (F(1,284) = 0,0135; p 
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<0,9075), demonstrando que a Hcy reduziu a proliferação celular na 

medula espinhal dos embriões em E4 e que o pré-tratamento com AF 

não preveniu este efeito (Fig. 21). 
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Figura 21. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-fosfo-histona H3 exibindo células em 

proliferação na medula espinhal (detalhe no canto superior) e no esclerótomo 

(detalhe no canto inferior). Embriões dos grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e 

AF + Hcy (d) com morfologia normal. Embriões do grupo Hcy com espinha 

bífida (e) exibindo múltiplas neuroceles na medula espinhal (*), e com espinha 

bífida oculta (f) exibindo canal neural duplo na medula espinhal (*). me, medula 

espinhal; n, notocorda. Escalas em a - f = 100 µm; nos detalhes = 10 µm. Os 

gráficos apresentam o efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para fosfo-

histona H3. ***(p <0,001) quando comparado ao grupo controle. # representa o 

efeito protetor do AF.  

 

 

Células em proliferação foram visualizadas no esclerótomo dos 

embriões em E4 controle e tratados (Fig. 21). Nesta idade, a mais baixa 

NA foi registrada no grupo Hcy (64,17 ± 4,45 mm
2
), e a análise post hoc 

revelou diferença significativa quando este foi comparado ao grupo 

controle (p <0,001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo 

da interação AF x Hcy (F(1,284) = 16,79; p <0.0001), demonstrando que o 

pré-tratamento com AF preveniu a diminuição na proliferação celular 

induzida pela Hcy no esclerótomo dos embriões.  

Novamente, os embriões em E6 do grupo Hcy apresentaram a 

menor NA de células em proliferação na medula espinhal (51,57 ± 5,84 

mm
2
), a qual diferiu significativamente da NA registrada para os grupos 

controle (74,49 ± 6,15 mm
2
; p <0,05) e AF + Hcy (80,22 ± 7,27 mm

2
; p 

<0,05) (Fig. 19). A ANOVA de duas vias indicou efeito significativo da 

interação AF x Hcy (F(1,284) = 6,49; p <0,05), sugerindo que o pré-

tratamento com AF foi capaz de prevenir a importante redução na 

proliferação celular induzida pela Hcy na medula espinhal dos embriões 

em E6. 

Nos embriões em E6, foram também observadas células em 

proliferação nos arcos e corpos vertebrais em desenvolvimento, bem 

como no tecido mesenquimal próximo a estas estruturas (Fig. 19). 

Novamente, os embriões do grupo Hcy apresentaram a menor NA de 

células em proliferação (59,59 ± 4,50 mm
2
; p <0.0001), a qual diferiu 

significativamente em comparação com o grupo controle (p <0,0001). A 

ANOVA de duas vias indicou efeito significativo do tratamento com 

Hcy (F(1,284) = 4,61; p <0,05). Portanto, a Hcy induziu uma importante 

redução na proliferação celular nos elementos vertebrais em 

desenvolvimento e o pré-tramento com AF não foi capaz de prevenir 

este efeito em E6. 
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Figura 22. Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-fosfo-histona H3 exibindo células em 

proliferação na medula espinhal (detalhe no canto superior) e nos elementos 

vertebrais em desenvolvimento (detalhe no canto inferior). Embriões dos grupos 

controle (a), AF (b) e AF + Hcy (d) com morfologia normal. (c) Embrião do 

grupo Hcy com regressão caudal. av, arco vertebral; cov, corpo da vértebra; me, 

medula espinhal; n, notocorda. Escalas em a - d = 100 µm; nos detalhes = 10 

µm. Os gráficos apresentam o efeito da Hcy sobre a NA de células positivas 

para fosfo-histona H3. *(p <0,05) e ***(p <0, 001) quando comparado ao 

grupo controle. # representa o efeito protetor do AF.  

 

 

Para estabelecer relações entre a redução na proliferação celular 

induzida pela Hcy e a gênese da espinha bífida, os dados de proliferação 
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celular dos embriões com esta categoria de DTN foram analisados 

separadamente. Esta categoria de DTN é considerada a forma mais 

grave destes defeitos na medula espinhal e os embriões do grupo Hcy 

que possuíam este DTN apresentaram redução significativa no número 

de células em proliferação no mesênquima (48,13 ± 10,11 mm
2
,
 
p 

<0,0001) e na medula espinhal (30,08 ± 8,81 mm
2
, p <0,001) em E4 

(Fig. 21e). Para as outras duas categorias de DTN descritas aqui – 

espinha bífida oculta e regressão caudal – a redução na NA de células 

mesenquimais em proliferação também foi significativa, sendo os 

valores de 61,88 (± 9,86) mm
2
 para os embriões do grupo Hcy com 

espinha bífida oculta em E4, e de 13,75 (± 7,36) mm
2
 para os embriões 

do grupo Hcy com regressão caudal em E6 (p <0,0001). Na medula 

espinhal, a redução na proliferação celular também foi significativa para 

os embriões com espinha bífida oculta em E4 (28,80 ± 8,30 mm
2
, p 

<0,001), mas não para os embriões com regressão caudal em E6 (40,11 

± 13,28 mm
2
, p > 0,05) (Figs. 21f e 22c). 

A imuno-histoquímica com anticorpo anti-PCNA revelou a 

presença do antígeno na medula espinhal dos embriões controle e 

tratados. A marcação foi visualizada principalmente nas células da 

camada ependimária, mas algumas células localizadas no limite entre a 

camada ependimária e a do manto também exibiram marcação positiva. 

No mesênquima, as células do esclerótomo também expressaram PCNA, 

enquanto pouca ou nenhuma expressão do antígeno foi observada nos 

elementos vertebrais em desenvolvimento dos embriões controle e 

tratados (Figs. 23 e 24).  

Os embriões em E4 do grupo Hcy exibiram a maior NA de 

células marcadas com anticorpo anti-PCNA na medula espinhal (177,62 

± 11,83 mm
2
), diferindo significativamente do grupo controle (p 

<0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F(1,284) = 15,44; p <0,001) e da interação AF x Hcy 

(F(1,284) = 39,10; p <0,0001), demonstrando que a Hcy induziu um 

aumento significativo na expressão de PCNA na medula espinhal dos 

embriões em E4 e que o pré-tratamento com AF preveniu este efeito. 

Células expressando PCNA também foram visualizadas no 

esclerótomo dos embriões em E4 e a mais alta NA foi registrada no 

grupo Hcy (289,54 ± 10,33 mm
2
), quando comparado ao grupo controle 

(p <0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo da 

interação AF x Hcy (F(1,284) = 65,68; p <0,0001), demonstrando que o 

pré-tratamento com AF preveniu o aumento da expressão de PCNA 

induzida pela Hcy no esclerótomo dos embriões em E4 (Fig. 23). 
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Figura 23. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-PCNA exibindo células reativas na medula 

espinhal e no esclerótomo. Embriões dos grupos controle (a - c), AF (d - f), Hcy 

(g – i) e AF + Hcy (j - l). As imagens de fluorescência evidenciam a marcação 

para PCNA no núcleo das células (vermelho) da medula espinhal (b, e, h, k) e 

do esclerótomo (c, f, i, l). Os núcleos das células foram corados com DAPI 

(azul). ce, camada ependimária; cmt, camada do manto; n, notocorda. Escalas 

em a, d, e, j = 50 µm; em b, c, e, f, h, i, k, l = 10 µm. Os gráficos apresentam o 

efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para PCNA. ***(p <0, 001) 

quando comparado ao grupo controle. # representa o efeito protetor do AF.  
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Nos embriões em E6, a Hcy também induziu aumento 

significativo na expressão de PCNA na medula espinhal (139,42 ± 11,77 

mm
2
), quando comparado ao grupo controle (p <0,05). A ANOVA de 

duas vias revelou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,284) = 

15,24, p <0,01), mas não da interação AF x Hcy (F(1,284) = 0,46, p > 

0,05), demonstrando que a Hcy induziu aumento da expressão de PCNA 

na medula espinhal dos embriões e que o pré-tratamento com AF não 

preveniu este efeito em E6 (Fig. 24). 
 

 

 
 

Figura 24. Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-PCNA exibindo células positivas na medula 

espinhal (vermelho). Os núcleos das células foram corados com DAPI (azul). 

Embriões dos grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e AF + Hcy (d). ce, camada 

ependimária. Escalas em a - d = 10 µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy 

sobre a NA de células positivas para PCNA. *(p <0,05) quando comparado ao 

grupo controle.  

 

 

Através da marcação para PCNA, observou-se que o tratamento 

com Hcy induziu alteração no ciclo celular das células da medula 

espinhal dos embriões em E4 e E6 e também do esclerótomo dos 

embriões em E4, aumentando de forma significativa a expressão do 

antígeno nestes tecidos. Este aumento na NA das células marcadas com 
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PCNA pode ser um indicativo da ocorrência de dano ao DNA destas 

células. 

 

 

4.5.2 Efeito da Hcy sobre a diferenciação neuronal: expressão das 

proteínas p 53 e β-tubulina III 

 

Através da técnica de imuno-histoquímica, observamos a 

expressão e colocalização das proteínas p 53 e β-tubulina III na região 

ventral da camada do manto da medula espinhal, onde ocorre a 

diferenciação neuronal. Esta expressão colocalizada foi observada nas 

medulas dos embriões em E4 e E6 controle e tratados (Figs. 25 e 26).  

Nos embriões em E4, a menor expressão da proteína p 53 foi 

observada nos embriões do grupo Hcy (23.337,5 ± 1.428,16 µm
2
), 

diferindo significativamente do grupo controle (p <0,0001). A ANOVA 

de duas vias revelou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,188) 

= 22,45; p <0,0001), sugerindo que a Hcy reduziu significativamente a 

expressão da proteína p 53 durante a diferenciação neuronal na região 

ventral da medula espinhal e que o pré-tratamento com AF não preveniu 

este efeito.  

Já com relação à expressão da β-tubulina III, esta também foi 

reduzida nos embriões do grupo Hcy (13.441,76 ± 1.168,47 µm
2
), 

diferindo significativamente do grupo controle (p <0,0001). A ANOVA 

de duas vias indicou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,284) 

= 8,39; p <0,05) e da interação AF x Hcy (F(1,188) = 30,51; p <0,0001), 

demonstrando que a Hcy reduziu a expressão da β-tubulina III e que o 

pré-tratamento com AF preveniu este efeito em E4 (Fig. 25). 

Adicionalmente, nos embriões do grupo Hcy com espinha bífida, a 

localização das proteínas p 53 e β-tubulina III também foi alterada, uma 

vez que não era restrita à região da camada do manto, estendendo-se 

para a região próxima à camada ependimária da medula espinhal em E4 

(Fig. 25 e).  

Na medula espinhal dos embriões em E6, a expressão de ambas 

as proteínas, p 53 e β-tubulina III foi maior em todos os grupos, quando 

comparada a expressão observada em E4. Isto era esperado, uma vez 

que com o decorrer do desenvolvimento, a diferenciação neuronal 

progride. Como observado nos embriões em E4, a expressão da proteína 

p 53 foi reduzida nos embriões do grupo Hcy (28.123,15 ± 1.547,59 

µm
2
) e esta diferença foi significativa quando comparada ao grupo 

controle (p <0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito 

significativo do tratamento com Hcy (F(1,188) = 8,69, p <0,01) e da 
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interação AF x Hcy (F(1,188) = 15,81; p <0,001), demonstrando que a 

Hcy levou à redução significativa na expressão de p 53 e que o pré-

tratamento com AF preveniu este efeito em E6 (Fig. 26). 
 

 

 
 

Figura 25. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com os anticorpos anti-p 53 (verde) e anti-β-tubulina III 

(vermelho). Os núcleos das células foram corados com DAPI (azul). Embriões 

dos grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e AF + Hcy (d) exibindo células 

positivas na medula espinhal. Em maior aumento os detalhes evidenciam a 

marcação para p 53 (acima) e para β-tubulina III (abaixo) na camada do manto. 

(e) Embrião do grupo Hcy com espinha bífida exibindo alteração na localização 

das proteínas p 53 e β-tubulina III na medula espinhal. ce, camada ependimária; 

cmt, camada do manto; β-tubIII, β-tubulina III. Escalas em a – e = 50 µm; nos 

detalhes = 30 µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy sobre a densidade 

integrada de pixels por área de p 53 e β-tubulina III. ***(p <0,0001) e *(p 

<0,05) quando comparado ao grupo controle. # representa o efeito protetor do 

AF.  
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Figura 26. Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com os anticorpos anti-p 53 (verde) e anti-β-tubulina III 

(vermelho). Todos os núcleos foram corados com DAPI (azul). Embriões dos 

grupos controle (a), AF (b), Hcy (c) e AF + Hcy (d) exibindo células positivas 

na medula espinhal. Em maior aumento os detalhes evidenciam a marcação para 

p53 (acima) e para β-tubulina III (abaixo) na camada do manto. (e) Embrião do 

grupo Hcy com espinha bífida exibindo alteração na localização das proteínas p 

53 e β-tubulina III na medula espinhal. ce, camada ependimária; cmg, camada 

marginal; cmt, camada do manto. Escalas em a – e = 50 µm; nos detalhes = 30 

µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy sobre a densidade integrada de pixels 

por área de p 53 e β-tubulina III. ***(p <0,0001) e *(p <0,05) quando 

comparado ao grupo controle. # representa o efeito protetor do AF. 

 

 

A expressão da proteína β-tubulina III também foi reduzida nos 

embriões em E6 do grupo Hcy (27.377,69 ± 1.901,08 µm
2
), quando 
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comparada à expressão no grupo controle (p <0,001). A ANOVA de 

duas vias indicou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,188) = 

15,37; p <0,001), mas não da interação AF x Hcy (F(1,188) = 1,56; p > 

0,05), sugerindo que a Hcy induziu uma importante redução na 

expressão de β-tubulina III em E6 e que o pré-tratamento com AF não 

preveniu este efeito (Fig. 26). De fato, com relação à expressão das 

proteínas p 53 e β-tubulina III nos embriões em E6 com espinha bífida, a 

localização de ambas as proteínas foi alterada, de forma que células 

próximas à camada ependimária exibiram marcação positiva para p 53 e 

β-tubulina III (Fig. 26 e). 

Quando avaliamos separadamente a expressão de p 53 e β-

tubulina III na medula espinhal dos embriões que apresentaram espinha 

bífida, obtivemos resultados importantes. Em E4, estes embriões 

também apresentaram expressão reduzida de p 53 (23.382, 80 ± 

3.332,49 µm
2
, p <0,001)

 
e de β-tubulina III (13.160,97 ± 2.373,38 µm

2
, 

p <0,001) quando comparados ao grupo controle. Em E6, nas medulas 

com espinha bífida, a expressão de p 53 também foi reduzida (26.299,1 

± 2.945,67 µm
2
)

 
em comparação com o grupo controle (p <0,001) e, 

mais ainda, a expressão da β-tubulina III foi significativamente menor 

quando comparada a expressão encontrada na medula espinhal dos 

embriões do grupo controle e dos embriões do grupo Hcy com 

morfologia normal (10.510,4 ± 1.732,1 µm
2
, p <0,001). Portanto, 

observou-se que nos embriões com espinha bífida, a diferenciação 

neuronal na região ventral da medula espinhal é fortemente prejudicada, 

uma vez que a expressão de β-tubulina III é significativamente reduzida 

nestes embriões. 

 

 

4.5.3 Efeito da Hcy sobre a diferenciação do esqueleto axial: 

expressão de Pax 1/9 e Sox 9 

 

A expressão relativa dos genes Pax 1 e Pax 9 foi verificada 

através da análise por RT-qPCR do esclerótomo dos embriões em E4. A 

análise revelou que a expressão do RNAm para Pax 1 foi 

significativamente reduzida nos embriões do grupo Hcy (0,022 ± 0,003), 

quando comparada ao grupo controle (p <0,01). A ANOVA de duas 

vias indicou efeito significativo do tratamento com Hcy (F (1,20) = 7,57; 

p <0,05) e da interação AF x Hcy (F (1,20) = 5,90; p <0,05), revelando 

que a Hcy induziu redução significativa na expressão do gene Pax 1 e 

que o pré-tratamento com AF preveniu este efeito (Fig. 27). 

Adicionalmente, a análise por RT-qPCR revelou que o RNAm para Pax 
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9 foi expresso no esclerótomo dos embriões em E4 controle e tratados. E 

novamente, semelhante ao resultado obtido para a expressão do gene 

Pax 1, o tratamento com Hcy provocou a redução significativa na 

expressão relativa do gene Pax 9 (0,031 ± 0,004), quando comparado ao 

grupo controle (p <0,01). A ANOVA de duas vias indicou efeito 

significativo do tratamento com Hcy (F (1,20) = 7,41; p <0,05) e da 

interação AF x Hcy (F (1,20) = 6,12; p <0,05). Portanto, o pré-tratamento 

com AF foi capaz de prevenir a redução na expressão gênica de Pax 9 

induzida pela Hcy no esclerótomo dos embriões em E4 (Fig. 27). 
 

 

 
 

Figura 27. Expressão relativa de RNAm para Pax 1(à esquerda) e Pax 9 (à 

direita) no esclerótomo dos embriões em E4. β-actina e GAPDH foram 

utilizados como genes controle. Os dados foram expressos com média (± erro 

padrão).**(p <0,01) quando comparado ao grupo controle. # representa o efeito 

protetor do AF. 

 

 

A proteína Pax 1 foi localizada através de imuno-histoquímica 

no esclerótomo dos embriões em E4 controle e tratados. A proteína foi 

expressa no núcleo das células mesenquimais. Os embriões em E4 do 

grupo Hcy exibiram a menor NA de células positivas para Pax 1 (105,43 

± 6,97 mm
2
), a qual diferiu significativamente do grupo controle (p 

<0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F (1,356) = 59,47; p <0,0001), sugerindo que a Hcy 

induziu uma redução significativa na expressão da proteína Pax 1 no 

esclerótomo dos embriões e que o pré-tratamento com AF não preveniu 

este efeito (Fig. 28). 

A expressão da proteína Pax 1 foi verificada também nos 

elementos vertebrais em desenvolvimento, bem como no tecido 

mesenquimal localizado próximo a estas estruturas dos embriões em E6 

controle e tratados. Os produtos gênicos do Pax 1 foram expressos no 
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núcleo das células mesenquimais. Mais uma vez, os embriões do grupo 

Hcy exibiram a menor NA de células positivas para Pax 1 (113,07 ± 

11,71 mm
2
), diferindo significativamente do grupo controle (p 

<0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F (1,356) = 27,24; p <0,0001), sugerindo que a Hcy 

induziu uma redução significativa na expressão da proteína Pax 1 nas 

células mesenquimais dos embriões e que o pré-tratamento com AF não 

preveniu este efeito em E6  (Fig. 29). 
 

 

 
 

Figura 28. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Pax 1 exibindo células positivas no 

esclerótomo. Corte tranversal indicando a região visualizada em b, d, f e h. 

Embriões controle (b – c), dos grupos AF (d – e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – 

i). As imagens de microscopia confocal (c, e, g, i) revelam a localização nuclear 

da proteína (verde). Todos os núcleos foram corados com DAPI (azul). me, 

medula espinhal; n, notocorda. Escalas em a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; 

em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy sobre a NA de células 

positivas para Pax 1. *** (p <0,0001) quando comparado ao controle. 

 

 

A proteína Pax 9 foi imunolocalizada no esclerótomo dos 

embriões em E4 controle e tratados. A expressão foi verificada no 
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núcleo das células mesenquimais. O grupo Hcy apresentou a mais baixa 

NA de células positivas para Pax 9 (115,36 ± 8,88 mm
2
), quando 

comparado ao grupo controle (p <0,0001). A ANOVA de duas vias 

revelou efeito significativo do tratamento com Hcy (F(1,356) = 70,07; p 

<0,0001), indicando que a Hcy reduziu a expressão da proteína e que o 

pré-tratamento com AF não preveniu este efeito em E4 (Fig. 30). 

 

 

 
 

Figura 29.  Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Pax 1 exibindo células positivas nos corpos 

vertebrais (b – c, h – i) e nos arcos vertebrais (d – e, f – g) em desenvolvimento. 

Corte tranversal indicando as regiões visualizadas em b e h (quadrado sólido) e 

em d e f (quadrado pontilhado) e em. Embriões controle (b – c), dos grupos AF 

(d – e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – i). As imagens de microscopia confocal (c, 

e, g, i) revelam a localização nuclear da proteína (verde). Todos os núcleos 

foram corados com DAPI (azul). me, medula espinhal; n, notocorda. Escalas em 

a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico apresenta o 

efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para Pax 1. *** (p <0,0001) 

quando comparado ao controle. 
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Figura 30. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Pax 9 exibindo células positivas no 

esclerótomo. Corte tranversal indicando a região visualizada em b, d, f e h. 

Embriões controle (b – c), dos grupos AF (d – e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – 

i). As imagens de microscopia confocal (c, e, g, i) revelam a localização nuclear 

da proteína (verde). Todos os núcleos foram corados com DAPI (azul). me, 

medula espinhal; n, notocorda. Escalas em a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; 

em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy sobre a NA de células 

positivas para Pax 9. *** (p <0,0001) quando comparado ao controle. 

 

 

Nos embriões em E6, células positivas para Pax 9 foram 

encontradas nos elementos vertebrais em desenvolvimento de todos os 

embriões. Novamente, a proteína estava presente no núcleo das células 

mesenquimais e a menor NA de células expressando Pax 9 foi 

encontrada nos embriões do grupo Hcy (100,84 ± 13,44 mm
2
), diferindo 

significativamente do grupo controle (p <0,0001). Mais uma vez, o pré-

tratamento com AF não preveniu este efeito, pois a ANOVA de duas 

vias não indicou efeito significativo da interação AF x Hcy (F(1,356) = 

3,71; p > 0,05) (Fig. 31). 
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Figura 31. Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Pax 9 exibindo células positivas nos arcos 

vertebrais (b – c, h – i)  e corpos vertebrais (d – e, f – g) em desenvolvimento. 

Corte tranversal indicando as regiões visualizadas em b e h (quadrado 

pontilhado) e em d e f (quadrado sólido). Embriões controle (b – c), dos grupos 

AF (d – e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – i). As imagens de microscopia confocal 

(c, e, g, i) revelam a localização nuclear da proteína (vermelho).  Todos os 

núcleos foram corados com DAPI (azul). me, medula espinhal; n, notocorda. 

Escalas em a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico 

apresenta o efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para Pax 9. *** (p 

<0,0001) quando comparado ao controle. 

 

 

A proteína Sox 9 foi localizada por imuno-histoquímica no 

esclerótomo dos embriões em E4 controle e tratados. A proteína estava 
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presente no núcleo das células mesenquimais. A menor NA de células 

positivas para Sox 9 foi observada nos embriões do grupo Hcy (135,99 

± 10,30 mm
2
), diferindo significativamente do

  
grupo controle (p 

<0,0001). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do 

tratamento com Hcy (F(1,356) = 65,63; p <0,0001), indicando que a Hcy 

induziu redução significativa na expressão da proteína e que o pré-

tratamento com AF não preveniu este efeito em E4 (Fig. 32). 
 

 

 
 

Figura 32. Cortes transversais de embriões em E4 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Sox 9 exibindo células positivas no 

esclerótomo. Corte tranversal indicando a região visualizada em b, d, f e h. 

Embriões controle (b – c), dos grupos AF (d – e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – 

i). As imagens de microscopia confocal (c, e, g, i) revelam a localização nuclear 

da proteína (vermelho). Todos os núcleos foram corados com DAPI (azul). me, 

medula espinhal; n, notocorda. Escalas em a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; 

em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico apresenta o efeito da Hcy sobre a NA de células 

positivas para Sox 9. *** (p <0,0001) quando comparado ao controle. 

 

 

A expressão de Sox 9 também foi encontrada nas células 

mesenquimais dos elementos vertebrais em desenvolvimento, bem como 

no mesênquima localizado próximo a estas estruturas dos embriões em 
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E6 controle e tratados. A marcação para Sox 9 foi verificada no núcleo 

das células. Os embriões do grupo Hcy apresentaram a mais baixa NA 

de células positivas para Sox 9 (194,81 ± 13,04 mm
2
), a qual diferiu 

significativamente do grupo controle (p <0,0001). A ANOVA de duas 

vias indicou efeito significativo da interação AF x Hcy (F (1,356) = 7,02; p 

<0,05) (Fig. 33). Portanto, o tratamento com Hcy reduziu 

significativamente o número de células positivas para Sox 9 no 

mesênquima dos embriões e o pré-tratamento com AF preveniu este 

efeito em E6.  
 

 

 
 

Figura 33. Cortes transversais de embriões em E6 submetidos à imuno-

histoquímica com anticorpo anti-Sox 9 exibindo células positivas nos corpos 

vertebrais (b – c, h – i)  e arcos vertebrais (d – e, f – g) em desenvolvimento. 

Corte tranversal indicando as regiões visualizadas em b e h (quadrado sólido) e 

em d e f (quadrado pontilhado). Embriões controle (b – c), dos grupos AF (d – 

e), Hcy (f – g) e AF + Hcy (h – i). As imagens de microscopia confocal (c, e, g, 

i) revelaram a localização nuclear da proteína (vermelho).  Todos os núcleos 

foram corados com DAPI (azul). me, medula espinhal; n, notocorda. Escalas em 

a = 100 µm; em b, d, f, h = 50 µm; em c, e, g, i = 10 µm. O gráfico apresenta o 

efeito da Hcy sobre a NA de células positivas para Sox 9. *** (p <0,0001) 

quando comparado ao controle. # representa o efeito protetor do AF. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A eficácia da ingestão materna de AF, durante o período 

periconcepcional, na prevenção dos DTN é um fenômeno bem descrito 

na literatura (SMITHELLS; SHEPPARD; SCHORAH, 1976;  MRC 

Vitamin Study Research Group, 1991; KALTER, 2003; 

CHRISTIANSON; HOWSON; MODELL, 2006; VAN MIL; 

OOSTERBAAN; STEEGERS-THEUNISSEN, 2010). Desde que foi 

descoberta que a deficiência de AF leva à hiperhomocisteinemia, 

condição que corresponde ao aumento da concentração de Hcy no 

plasma sanguíneo, esta tem sido apontada entre as etiologias mais 

importantes de DTN em humanos (STEEGERS-THEUNISSEN et al., 

1995; KIRKE; MILLS; SCOTT, 1997; HAGUE, 2003; BLOM; 

SMULDERS, 2011). 

Nesta linha, estudos experimentais realizados em embriões de 

camundongo e galinha, demonstraram o papel teratogênico da Hcy, 

evidenciando a incidência não só de DTN induzidos pela Hcy, mas 

também de outras anomalias congênitas como defeitos cardíacos, na 

formação da face, olhos, membros, além de distúrbios na formação de 

vasos sanguíneos (ROSENQUIST; RATASHAK; SELHUB, 1996; 

LIMPACH et al., 2000; EPELDEGUI et al., 2002; DE LAS CASAS et 

al., 2003; BOOT et al., 2004; TIERNEY et al., 2004; BROUNS et al., 

2005; LATACHA; ROSENQUIST, 2005; DUNLEVY et al., 2006; 

HAN et al., 2009; KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009; 

MALDONADO et al., 2011; OOSTERBAAN; STEEGERS; URSEM, 

2012). Estudos epidemiológicos também confirmam o efeito protetor do 

AF sobre estas e outras anomalias congênitas (BOTTO; OLNEY; 

ERICKSON, 2004; GOH et al., 2006; CZEIZEL, 2009). 

Entretanto, apesar do amplo conhecimento existente acerca da 

relação entre o desequilíbrio AF / Hcy materno e a ocorrência de DTN, 

os mecanismos celulares e moleculares através dos quais o AF confere 

proteção aos embriões, bem como os efeitos nocivos da Hcy sobre os 

mecanismos celulares e moleculares da embriogênese, ainda não foram 

elucidados.  

Os resultados apresentados neste trabalho de tese revelaram que 

o tratamento in ovo com Hcy reduz a sobrevivência dos embriões e 

induz a ocorrência de diferentes categorias de DTN, que incluem 

importantes modificações na morfogênese da medula espinhal e do 

esqueleto axial. As alterações morfológicas induzidas pela Hcy foram 

acompanhadas de efeitos celulares e moleculares como: (1) estresse 

celular e oxidativo, revelados pelas análises da expressão das proteínas 
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HSP 70 induzível e Bcl 2, e pela mensuração dos níveis de carbonilação 

de proteínas e de NPSH; (2) alterações no ciclo celular evidenciadas 

pela redução do número de células em proliferação e pela ocorrência de 

danos no DNA evidenciados pela presença do antígeno PCNA; (3) 

modificações no padrão de diferenciação neuronal verificadas através 

das análises de expressão das protéinas p 53 e β-tubulina III; (4) e 

modificações no padrão de diferenciação do esqueleto axial 

evidenciadas pela redução na expressão gênica e / ou proteica de Pax 1/9 

e Sox 9.  

 

 

5.1 A HCY REDUZ A SOBREVIVÊNCIA DOS EMBRIÕES E 

ALTERA O PADRÃO DE MORFOGÊNESE DA MEDULA 

ESPINHAL E DO ESQUELETO AXIAL  

 

De acordo com estudos anteriores, que investigaram o efeito da 

Hcy sobre a sobrevivência de diferentes modelos animais no período 

embrionário (VAN AERTS et al., 1993; ROSENQUIST; RATASHAK; 

SELHUB, 1996; LIMPACH et al., 2000; EPELDEGUI et al., 2002; 

MILLER et al., 2003), nossos dados revelaram que o tratamento com 

Hcy reduz a taxa de sobrevivência dos embriões. No presente trabalho 

de tese, a administração da dose de 20 µmol de D,L-Hcy em E2 reduziu 

significativamente a sobrevivência para cerca de 25% em E6, revelando 

o efeito letal da Hcy sobre os embriões. Adicionalmente, em 

experimentos piloto, verificou-se que nenhum dos embriões tratados 

com a dose de 40 µmol de D,L-Hcy permaneceu vivo até E4 (dados não 

apresentados). 

A literatura revela que o tratamento com Hcy, nas suas 

diferentes apresentações químicas, diminui a sobrevivência dos 

embriões de galinha. Entretanto, os resultados acerca das taxas de 

sobrevivência são variáveis, como ilustrado na Tabela 4. Desta forma, 

muitas vezes é difícil estabelecer comparações entre estes dados, uma 

vez que diversos fatores precisam ser considerados nesta análise, entre 

eles: a estrutura química da Hcy utilizada, a idade embrionária de 

administração da Hcy, a duração entre a idade de exposição e a análise 

dos embriões, e o método de tratamento empregado. Independentemente 

da variabilidade de resultados e metodologias, sabe-se que a Hcy reduz 

de maneira significativa a sobrevivência dos embriões de galinha e que 

este efeito pode ser considerado dose-dependente (ROSENQUIST; 

RATASHAK; SELHUB, 1996; LIMPACH et al., 2000; EPELDEGUI et 

al., 2002; MILLER et al., 2003). 
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Tabela 4. Dados de sobrevivência de embriões de galinha expostos à Hcy. 
 

Estrutura

Química 

Dose 

(µmol) 
Método de 

exposição 

Idade de 

exposição  

(h)  

Idade de 

análise  

(h/dias) 

TS 

(%) 
Ref. 

D,L-Hcy 

5 – 7.5 sobre a 

membrana 

interna da 

casca * 

0, 24 e 48  53 h 

≥ 85% 

1 10 ≥ 85% 

15 ≤ 25% 

5 
injeção na 

câmara de 

ar ** 

0, 24 e 48  11 dias 

~ 50% 

2 
10 ~ 30% 

15 ~ 40% 

L-Hcy 

tiolactona 

3.5 sobre a 

membrana 

interna da 

casca *  

72  6 dias 

~ 50% 

3 4.5 ~ 40% 

5 < 20% 

10 
sobre o 

embrião * 

 

29 – 33  

 

 

3 – 41/2  

dias 

 

100% 
4 

 
20 ~ 75% 

40 ~ 55% 

* 
estes métodos utilizam micropipeta. 

** 
este método utiliza seringa de insulina. TS, taxa 

de sobrevivência; Ref., referências. 
1
ROSENQUIST; RATASHAK; SELHUB

 
(1996); 

2 

MILLER et al. (2003); 
3 

LIMPACH et al. (2000); 
4 

EPELDEGUI et al. (2002). Fonte: 

modificado de MÜLLER; KOBUS; NAZARI, 2013. 

 

 

Os resultados demonstraram que a sobrevivência dos embriões 

foi reduzida para cerca de 36% em E3,  chegando a 25% ao final do 

período de incubação em E6, evidenciando que a queda mais expressiva 

na taxa de sobrevivência ocorreu 24 horas após a exposição dos 

embriões à Hcy. Um possível mecanismo que pode explicar este efeito 

letal da Hcy é o já conhecido efeito desta substância sobre a 

vascularização extra-embrionária dos embriões de ave.  

De acordo com Latacha e Rosenquist (2005) e Oosterbaan et al. 

(2012), a exposição dos embriões de galinha à Hcy no início do 

desenvolvimento é extremamente tóxica, por impedir o desenvolvimento 

da vascularização extra-embrionária que irá garantir a sobrevivência e o 

desenvolvimento normal destes embriões. Segundo estes autores, um 
dos mecanismos responsáveis por esse efeito seria a redução na 

expressão do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, do inglês, 

vascular endothelial growth factor), o qual é necessário à formação dos 

vasos. De fato, neste trabalho de tese, foi observada desde uma 

importante redução até a ausência completa da vascularização extra-
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embrionária nos embriões que não sobreviveram após as 24 horas de 

tratamento com Hcy (dados não apresentados). 

Estudos experimentais utilizando embriões de galinha expostos 

à Hcy confirmam a relação existente entre a hiperhomocisteinemia e a 

incidência de DTN, embora as frequências destes defeitos sejam 

variáveis e poucos estudos tenham feito uma descrição e análise 

morfológica detalhada destas anomalias (ROSENQUIST; RATASHAK; 

SELHUB, 1996; ROSENQUIST; SCHNEIDER; MONAGHAN, 1999; 

EPELDEGUI et al., 2002; DE LAS CASAS et al., 2003; KOBUS; 

NAZARI; MÜLLER, 2009; MÜLLER; KOBUS; NAZARI, 2013). 

Aqui, o tratamento com uma dose única de 20 µmol de D,L-Hcy induziu 

a incidência de diferentes categorias de DTN nos embriões de galinha, 

incluindo espinha bífida, espinha bífida oculta e regressão caudal. 

Embora os embriões do grupo AF + Hcy também tenham apresentado 

DTN, exibindo modificações na morfologia da medula espinhal e do 

tecido mesenquimal, provavelmente, esse efeito foi induzido pela Hcy, 

uma vez que os embriões tratados somente com AF exibiram morfologia 

normal, semelhante aos embriões do grupo controle.  

Epeldegui et al. (2002) expuseram embriões de galinha com 30 

horas de incubação a dose de 20 µmol de L-Hcy tiolactona, registrando 

uma taxa de incidência de DTN de aproximadamente 27%. O estudo de 

Rosenquist, Ratashak e Selhub (1996) revelou a frequência de cerca de 

35% de DTN na medula espinhal após a exposição dos embriões a dose 

15 µmol de L-Hcy tiolactona. Neste trabalho de tese, o tratamento dos 

embriões de galinha com a dose de 20 µmol de D,L-Hcy induziu DTN 

do tipo espinha bífida, espinha bífida oculta e regressão caudal. Nos 

embriões em E4, a espinha bífida foi a categoria de DTN observada com 

maior frequência; enquanto nos embriões em E6, foi a regressão caudal. 

A incidência de regressão caudal após a exposição dos embriões à Hcy 

foi registrada pela primeira vez neste estudo. E em geral, os estudos de 

outros autores consideram somente os DTN do tipo espinha bífida e, 

algumas vezes, os DTN do tipo espinha bífida oculta, para estabelecer 

estas frequências.  

As diferentes categorias de DTN observados na medula 

espinhal dos embriões nos permitem especular que a Hcy pode afetar os 

processos de neurulação primária e secundária independemente, bem 

como na região de sobreposição presente nos embriões de galinha. Essa 

observação baseia-se principalmente na análise microscópica da 

organização do canal neural e das camadas celulares da medula espinhal 

embrionária.  Por exemplo, na espinha bífida, o tecido neuroepitelial 

está exposto como resultado da falha na fusão e adesão das pregas 
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neurais na linha média dorsal do embrião durante a neurulação primária. 

Nesta situação, foi observada redução na expressão da NCAM na 

medula espinhal (KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009), que pode ter 

contribuído para a gênese deste tipo de DTN.  Por outro lado, a 

persistência de múltiplas neuroceles e de canal neural duplo na medula 

espinhal dos embriões com espinha bífida oculta indica que houve falha 

durante o processo de coalescência das múltiplas neuroceles formadas 

no TN durante o processo de neurulação secundária (SCHOENWOLF, 

1979; SCHOENWOLF; DELONGO, 1980). Além disso, o DTN do tipo 

regressão caudal observado aqui, confirma a interferência da Hcy sobre 

a neurulação secundária, uma vez que esta anomalia ocorre na região do 

botão caudal, que é responsável por originar a porção final da medula 

espinhal, que é formada inteiramente pelo processo de neurulação 

secundária (COLAS; SCHOENWOLF, 2001). 

Vale lembrar que as anormalidades na medula espinhal foram 

acompanhadas de alterações também no desenvolvimento do tecido 

mesenquimal. Em E4, as análises dos embriões tratados com Hcy 

revelaram modificações na distribuição das células do esclerótomo e, 

posteriormente, em E6, evidenciaram graves erros no desenvolvimento 

dos elementos vertebrais, principalmente dos arcos vertebrais. As 

alterações na morfogênese do esqueleto axial observadas aqui 

constituem um dado interessante, uma vez que defeitos no esqueleto 

axial sempre acompanham os DTN. Por esse motivo, as alterações na 

morfogênese do esqueleto axial são consideradas nas hipóteses que 

procuram explicar as causas dos DTN.  

Uma destas hipóteses segue a teoria de desordem no processo 

de neurulação, onde alterações nos mecanismos celulares envolvidos na 

formação do TN poderiam também estar envolvidas com os defeitos no 

esqueleto axial. Outra hipótese sugere que a anomalia do sistema 

nervoso é sempre acompanhada de uma alteração óssea nos casos de 

DTN, não estando ainda estabelecido se há um defeito primário, ou se as 

causas genéticas e/ou ambientais interferem simultaneamente no 

desenvolvimento dos tecidos neural e mesenquimal (SUZUKI, 2007). 

Neste estudo, conforme discutiremos mais adiante, as evidências obtidas 

desde a análise morfológica inicial, confirmam a hipótese de que o 

desequilíbrio entre os níveis de AF e Hcy é capaz de modificar o 

desenvolvimento de ambos os tecidos. 

Embora os DTN identificados nesse trabalho tenham sido 

organizados em categorias, constataram-se em uma mesma categoria 

diferentes graus de comprometimento dos tecidos neural e mesenquimal. 

No entanto, ao contrário do tecido neuroepitelial, o tecido mesenquimal 
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foi comprometido em todas as categorias de DTN. Alterações do tecido 

mesenquimal e, consequentemente na morfogênese do esqueleto axial, 

podem contribuir de forma significativa para a gênese dos DTN na 

medula espinhal. Dessa forma, os DTN nem sempre são decorrentes de 

falhas no processo de neurulação, uma vez que o próprio termo espinha 

bífida denota uma alteração na formação das vértebras. Em nosso estudo 

foi evidente em todas as categorias de DTN a presença de alterações de 

vértebra, o que pode ter sido a causa primária das anomalias observadas. 

 

 

5.2 A HCY INDUZ ESTRESSE CELULAR E OXIDATIVO NOS 

TECIDOS NEURAL E MESENQUIMAL DOS EMBRIÕES 

 

Através da análise imuno-histoquímica, foi demonstrado neste 

trabalho, que a exposição dos embriões à Hcy provocou aumento na 

expressão da proteína HSP 70 induzível nos tecidos neurais e 

mesenquimais dos embriões de galinha em E4. Esse aumento foi 

verificado tanto nos tecidos dos embriões com morfologia normal, 

quanto naqueles que apresentaram espinha bífida. Este resultado é 

importante, uma vez que a expressão de HSP 70 é reconhecidamente um 

indicativo de estresse celular e tem sido relacionada à ocorrência de 

anomalias congênitas como fendas lábio-palatinas e DTN, e pode, 

portanto, possuir um papel significativo na patogênese destas anomalias 

(CHILD et al., 2006).  

Adicionalmente, existe uma relação entre a expressão de HSP 

70 e a ocorrência de estresse oxidativo, sendo esta proteína capaz de 

aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa 

peroxidase e a glutationa redutase, atuando como um agente citoprotetor 

(ARYA; MALLIK; LAKHOTIA, 2007; GUO et al., 2007). Entretanto, 

apesar do aumento da expressão de HSP 70 observado nos tecidos 

neural e mesenquimal dos embriões tratados com Hcy, foi verificada a 

condição de estresse oxidativo nos tecidos destes embriões. A análise 

dos parâmetros de estresse oxidativo revelou que a Hcy induziu esta 

condição nos tecidos embrionários, aumentando cerca de 15 vezes os 

níveis de carbonilação de proteínas em E4. Os níveis de defesas 

antioxidantes, avaliados através da mensuração de NPSH, reduziram, 

embora em menor proporção, e esta redução também foi significativa.  

A indução de estresse oxidativo pela Hcy já foi demonstrada 

principalmente em células endoteliais, por meio da geração de ERO 

como o H2O2, e pela diminuição da atividade da enzima glutationa 

peroxidase (UPCHURCH et al., 1997; HANDY; ZHANG; 
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LOSCALZO, 2005). A relação do estresse oxidativo com a ocorrência 

de anomalias congênitas induzidas pela deficiência de AF e/ou pela 

hiperhomocisteinemia, como fendas lábio-palatinas, defeitos cardíacos e 

DTN, foi estabelecida em estudos epidemiológicos (MARTIN et al., 

2004; HOBBS et al., 2005; ZHAO et al., 2006), sendo escassa a 

literatura experimental sobre o assunto (KNOTT et al., 2003; WEIL et 

al., 2004; NACHMANY et al., 2006), o que torna difícil a discussão 

destes dados. 

Existe uma relação bem estabelecida entre níveis elevados de 

Hcy, a deficiência de AF e indução de estresse oxidativo 

(MALINOWSKA; KOLODZIEJCZYK; OLAS, 2012). Estudos sobre a 

ocorrência de doenças cardiovasculares revelaram que a suplementação 

com AF diminui os níveis plasmáticos de Hcy, responsável pela geração 

de ERO, e aumenta os níveis de glutationa (HUNTER-LAVIN et al., 

2004). Nossos resultados demonstraram que a Hcy reduziu de forma 

significativa os níveis de glutationa nos embriões em E4, porém, o pré-

tratamento com AF não preveniu este efeito. Em contrapartida, o efeito 

da Hcy sobre a carbonilação de proteínas, que leva a modificações 

irreversíveis na estrutura das proteínas e pode levar a sua inativação 

(DALLE-DONNE et al., 2006), foi muito mais significativo e foi 

prevenido pelo AF. Semelhante aos nossos resultados, o estudo de Koz 

et al. (2010) avaliou a indução de estresse oxidativo no encéfalo de ratos 

recém-nascidos de fêmeas com hiperhomocisteinemia e encontrou 

aumento expressivo da peroxidação lipídica, outro parâmetro 

bioquímico utilizado para avaliar se há aumento de ERO. Porém, a 

depleção nos níveis de defesas antioxidantes, no caso, da glutationa, não 

foi significativa. 

O desequilíbrio da homeostase do estado de oxi-redução celular 

pode induzir o atraso no desenvolvimento, anomalias congênitas e até 

levar a morte dos embriões (THOMPSON; AL-HASAN, 2012). Isso 

porque, além desta homeostase de certa forma ser responsável por 

controlar o destino das células do embrião, a atividade das enzimas 

antioxidantes é muito menor nos embriões em comparação com os 

organismos adultos, o que faz os organismos muito mais suscetíveis aos 

danos decorrentes do estresse oxidativo durante o curso do seu 

desenvolvimento (UFER; WANG, 2011). 

Modificações no estado de oxi-redução celular podem ter 

importantes implicações durante o desenvolvimento embrionário. Isso 

porque o balanço entre os níveis de ERO e de antioxidantes é 

extremamente regulado durante os diferentes estágios de 

desenvolvimento dos organismos, de forma que flutuações no estado de 
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oxi-redução levam a modificações no destino das células (HANSEN, 

2006). Sabe-se que o estado de redução é importante para a proliferação, 

a oxidação leve leva à diferenciação e a alta oxidação leva à apoptose 

das células embrionárias (DENNERY, 2010). Nossos resultados 

apontaram para alterações na proliferação e diferenciação dos tecidos 

neurais e mesenquimais dos embriões tratados com Hcy, que podem ter 

tido como causa, além de outros fatores que serão discutidos mais 

adiante, o desequilíbrio do estado de oxi-redução celular verificado nos 

tecidos destes embriões. 

Outro dado relevante deste trabalho foi o aumento da expressão 

da proteína Bcl 2 nos tecidos dos embriões tratados com Hcy. A Bcl 2 é 

uma proteína presente na mitocôndria que protege as células de diversas 

condições de estresse (LEE et al., 2001). Seu papel na preservação da 

integridade das membranas mitocondriais, impedindo a liberação do 

citocromo c e evitando assim a ocorrência de apoptose via ativação de 

caspases é um fenômeno bem descrito (KOWALTOWSKI; FISKUM, 

2005; SUSNOW et al., 2009). Além desta importante função, a Bcl 2 

participa também do mecanismo antioxidante, protegendo as células do 

estresse oxidativo (SAGARA et al., 1998; KAUFMANN; BICKFORD; 

TAGLIALATELA, 2001; CHEN; DUNIGAN; DICKMAN, 2003).  

Já foi demonstrado que em células que super-expressam Bcl 2, 

ocorre aumento nos níveis de glutationa, aumentando à resistência das 

células à apoptose (RIMPLER et al., 1999; LEE et al., 2001). Além 

disso, foi demonstrado que a Bcl 2 pode regular a quantidade de 

glutationa presente nas mitocôndrias dos neurônios, fornecendo uma 

fonte altamente localizada de glutationa na membrana mitocondrial, por 

estabelecer uma ligação direta à proteína, diminuindo a  susceptibilidade 

das proteínas da membrana mitocondrial à oxidação, protegendo a 

organela (ZIMMERMANN et al., 2007). Como os embriões expostos à 

Hcy exibiram aumento na expressão de Bcl 2, estes efeitos antioxidantes 

da Bcl 2 podem explicar, em parte, a queda não tão significativa dos 

níveis de glutationa verificada nestes embriões através da mensuração 

da quantidade de NPSH. 
 

 

5.3 A HCY ALTERA A PROGRESSÃO DO CICLO CELULAR E A 

DIFERENCIAÇÃO NA MEDULA ESPINHAL E NO ESQUELETO 

AXIAL EM DESENVOLVIMENTO 

 

O acúmulo de Hcy decorrente da deficiência de AF pode 

comprometer a síntese de ácidos nucleicos, que é necessária à 
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manutenção da proliferação celular intensa, bem como à síntese e 

expressão de genes e proteínas que ocorre durante a embriogênese.  

Este trabalho de tese investigou o efeito da Hcy sobre o ciclo 

celular por meio das análises imuno-histoquímicas com os anticorpos 

anti-fosfo-histona H3 e PCNA. Foi verificado que o tratamento com a 

dose de 20 μmol de D,L-Hcy reduziu a expressão da proteína fosfo-

histona H3 nos tecidos neurais e mesenquimais, indicando que a taxa de 

proliferação celular nestes tecidos foi reduzida pela Hcy em ambas as 

idades de análise – E4 e E6. Este mesmo efeito tinha sido verificado em 

estudo anterior, após o tratamento dos embriões em E1 com a dose de 10 

μmol de D,L-Hcy (KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009).  

A redução da proliferação celular em tecidos neurais durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso foi reportada anteriormente por 

Craciunescu et al. (2004). Estes autores demonstraram que a deficiência 

de AF leva à redução da proliferação e ao aumento da apoptose em 

progenitores neurais do encéfalo de fetos de camundongos, utilizando 

como marcadores a fosfo-histona H3 e a incorporação de 

bromodioxiuridina (BrdU). Outros estudos demonstraram in vitro, 

através da análise de crescimento das culturas e da incorporação de 

BrdU, que o tratamento com Hcy modifica o padrão de proliferação e 

diferenciação de células neuroepiteliais e da crista neural em embriões 

de ave (BOOT et al., 2003; TIERNEY et al., 2004).  
A redução da proliferação nos tecidos mesenquimais, em 

decorrência da exposição à Hcy, foi também avaliada. Van Aerts et al. 

(1993) evidenciaram a redução significativa na densidade celular do 

mesênquima cefálico de embriões após à exposição à L-Hcy in vitro. 

Dunlevy et al. (2006) avaliaram a densidade celular no mesênquima 

cefálico de embriões de camundongo, após exposição in vitro a 

inibidores do ciclo de metilação, o que levou ao aumento dos níveis de 

SAH nas culturas embrionárias, caracterizando, portanto, um quadro de 

hiperhomocisteinemia. Esta redução na densidade celular foi associada à 

ocorrência de anencefalia nestes embriões.  

Neste estudo, foi avaliada separadamente, a expressão da 

proteína fosfo-histona H3 nos tecidos neurais e mesenquimais dos 

embriões com DTN. Esta análise revelou que a redução na proliferação 

celular induzida pela Hcy, principalmente no mesênquima, pode estar 

relacionada à genêse dos DTN na medula espinhal. Isso porque, em 

todas as categorias de DTN registradas, desde a espinha bífida à 

regressão caudal, foi verificada redução significativa no número de 

células em proliferação no tecido mesenquimal – esclerótomo e 

elementos vertebrais em desenvolvimento. Vale lembrar que os 
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embriões com DTN apresentaram modificações importantes na 

morfogênese do esqueleto axial, que podem, entre outros fatores que 

serão discutidos mais adiante, ser resultado desta redução significativa 

na proliferação celular durante o desenvolvimento. Adicionalmente, em 

E6, o pré-tratamento com AF não preveniu a redução no número de 

células em proliferação induzida pela Hcy no mesênquima dos 

embriões, o que pode explicar, em parte, a elevada incidência de 

regressão caudal, DTN acompanhado da ausência dos elementos 

vertebrais, verificada nos embriões em E6 dos grupos Hcy e AF + Hcy.  

Para a marcação da PCNA, foi observado o efeito oposto: a Hcy 

levou ao aumento da expressão deste antígeno na medula espinhal em 

E4 e E6, e no esclerótomo dos embriões em E4. Células marcadas com 

PCNA foram localizadas principalmente na camada ependimária da 

medula espinhal, enquanto no esclerótomo, células expressando PCNA 

foram dispersas por toda a estrutura. Este aumento das células marcadas 

com PCNA pode ser um indicativo de atraso no ciclo celular, que pode 

justificar a redução na proliferação observada através da marcação com 

fosfo-histona H3. Adicionalmente, este atraso no ciclo celular pode se 

dever à ocorrência de dano ao DNA destas células, uma vez que o 

PCNA está envolvido tanto no controle da progressão do ciclo celular, 

quanto na execução de mecanismos de reparo (KELMAN, 1997; 

MAGA; HUBSCHER, 2003; SCOVASSI; PROSPERI, 2006; ZHANG 

et al., 2011). Tierney et al. (2004) demonstraram que o tratamento das 

células progenitoras da crista neural com Hcy reduz a proliferação por 

inibir a progressão do ciclo celular destes progenitores ou a entrada na 

fase de síntese do ciclo celular. Portanto, o aumento da expressão de 

PCNA nas células mesenquimais e neurais dos embriões tratados com 

Hcy é um indicativo da presença de danos no DNA, que podem ter sido 

provocados de forma direta, por todos os efeitos conhecidos da Hcy 

sobre a síntese e reparo do DNA; ou indiretamente, devido à condição 

de estresse oxidativo que também foi observada nestes tecidos 

embrionários, e pode, igualmente, causar danos ao DNA das células.  

A indução de dano ao DNA leva à parada do ciclo celular para 

recrutamento de vias de reparo da molécula. Por esse motivo, alterações 

no ciclo celular podem reduzir a taxa de proliferação num determinado 

estágio do desenvolvimento, e ter como consequência o atraso no 

mecanismo de diferenciação das células. Neste trabalho, foi verificado 

que o tratamento com Hcy reduziu a expressão de β-tubulina III e p 53 

na região ventral da camada do manto na medula espinhal em ambas as 

idades embrionárias, onde ocorre a diferenciação dos neurônios. A 

proteína tubulina está presente nos microtúbulos citoplasmáticos, e a 
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isoforma β-tubulina III é típica de neurônios, sendo considerada um 

marcador específico destas células (ROSKAMS; CAI; RONNETT, 

1998). Portanto, a redução na sua expressão indica redução no número 

de neurônios. A proteína p 53, por sua vez, exerce um papel importante 

durante o desenvolvimento do sistema nervoso, dirigindo os neurônios a 

um fenótipo específico durante o desenvolvimento (SOLA et al., 2011; 

VUONG; CONLEY; AL-UBAIDI, 2012). As principais funções da p 53 

durante o desenvolvimento do sistema nervoso incluem: a indução de 

sinais anti-proliferativos nos neurônios em diferenciação, a ativação de 

receptores para fatores de crescimento como os NGFs e a indução de 

apoptose que ocorre durante a maturação final dos circuitos neurais 

(EIZENBERG et al., 1996; ZHANG; YAN; CHEN, 2006; 

ARMESILLA-DIAZ et al., 2009; QIN et al., 2009). Através da análise 

imuno-histoquímica em microscopia confocal, foi verificada a 

colocalização das proteínas β-tubulina III e p 53 no citoplasma das 

células, o que era esperado, já que durante a diferenciação neuronal, a 

proteína p 53 é translocada para o núcleo, porém em células já 

diferenciadas, ela é expressa principalmente no citoplasma (TEDESCHI; 

DI GIOVANNI, 2009; VUONG; CONLEY; AL-UBAIDI, 2012). A 

expressão da proteína foi observada também na camada marginal da 

medula espinhal, região onde estão localizados os axônios, o que 

também era esperado, uma vez que altos níveis de expressão de p 53 são 

encontrados nos axônios em crescimento. O tratamento com Hcy levou 

à redução na expressão de p 53 em ambas as camadas medulares – 

manto e marginal – evidenciando seu efeito nocivo sobre a diferenciação 

dos neurônios na medula espinhal, uma vez que a inibição da p 53 neste 

estágio de maturação neuronal pode levar ao colapso dos cones de 

crescimento axonais (QIN et al., 2009). 

Esses resultados corroboram dados anteriores, que 

evidenciaram alterações na organização das camadas celulares da 

medula espinhal após à exposição dos embriões à dose de 10 µmol de 

D,L-Hcy (KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009). Foi observada redução 

na espessura das camadas do manto e marginal da medula espinhal de 

embriões em E4, a qual pode estar relacionada à redução no número de 

neurônios diferenciados, tendo em vista os resultados obtidos no 

presente trabalho, através da análise das marcações com p 53 e β-

tubulina III na medula espinhal dos embriões em E4 e E6, após 

exposição ao dobro da dose de D,L-Hcy. Neste sentido, alterações na 

diferenciação de células da crista neural após exposição à Hcy em 

cultura foram reportadas anteriormente por Boot et al. (2003).  Estes 

autores não observaram nenhuma diferenciação das células da crista 
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neural em tecido nervoso após a exposição à Hcy, que foi evidenciada 

pela ausência de formação de axônios nas culturas celulares. Além da 

redução na expressão das proteínas p 53 e β-tubulina III na medula 

espinhal dos embriões tratados com Hcy, foi observado que, naqueles 

embriões com espinha bífida, a localização da expressão destas 

proteínas também se alterou, de forma que células próximas à camada 

ependimária exibiram marcação positiva para ambas as proteínas (Figs. 

25 e 26). Este também é um resultado importante, pois considerando que 

logo após o fechamento do TN, as células neuroepiteliais iniciam a saída 

do ciclo celular e logo entram no estágio de diferenciação neural, o 

equilíbrio adequado entre a proliferação e o início da diferenciação 

neural pode ser crítico para o fechamento do TN. 

A diferenciação do tecido mesenquimal, necessária à 

morfogênese do esqueleto axial também foi modificada pelo tratamento 

com Hcy. Considerando que o desenvolimento das vértebras é 

controlado por um número limitado de genes, incluindo Pax 1/9 e Sox 9 

(BRENT; TABIN, 2002; MONSORO-BURQ, 2005; HATTORI et al., 

2010), o padrão de expressão dos genes e/ou dos produtos destes genes 

foi avaliado por meio das análises de RT-qPCR e imuno-histoquímicas, 

demonstrando que o desequilíbrio entre AF e Hcy altera a expressão de 

Pax 1/9 e Sox 9 durante o desenvolvimento do esqueleto axial.  

A expressão de Pax 1/9 é essencial à formação dos centros de 

condrificação, e nossos resultados revelaram que a Hcy é capaz de 

reduzir significativamente a expressão dos produtos gênicos de Pax 1/9 

durante o desenvolvimento do esqueleto axial. Adicionalmente, foi 

observada redução significativa na expressão destas proteínas nos 

embriões com espinha bífida, considerada a categoria mais grave de 

DTN, que afeta ambos os tecidos, neural e mesenquimal, causando 

graves modificações na morfologia dos elementos vertebrais.  

Neste trabalho, foi também verificada a redução na expressão 

do RNAm para Pax 1/9 no esclerótomo dos embriões em E4. Estes 

dados também são importantes porque demonstraram que a Hcy altera a 

dinâmica de expressão de Pax 1/9, que são evidenciados inicialmente no 

esclerótomo dos embriões em E4 e, mais tarde, nos elementos vertebrais 

em desenvolvimento em E6. O AF não altera a expressão dos produtos 

gênicos de Pax 1/9 em ambas as idades embrionárias, mas também não 

previne a redução destas proteínas no mesênquima dos embriões 

tratados com Hcy. Em contraste, o tratamento com Hcy reduziu 

significativamente a expressão do RNAm para Pax 1/9 e o pré-

tratamento com AF preveniu este efeito em E4. Desta forma, fica 

evidente que alterações na expressão gênica de Pax 1/9 induzidas pela 
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Hcy são prevenidas pelo pré-tratamento com AF, porém, a expressão 

das proteínas Pax 1/9 não é recuperada pelo AF. Portanto, nós 

hipotetizamos que as alterações na expressão de Pax 1/9 podem estar 

relacionadas à gênese dos DTN na medula espinhal dos embriões de 

galinha, já que estes exibiram anormalidades na morfogênese das 

vértebras. 

Os genes Pax 1/9 são necessários para manutenção das altas 

taxas de proliferação observadas durante uma fase restrita do 

desenvolvimento do esclerótomo, e estes genes são normalmente 

expressos em tecidos com altos níveis de proliferação celular (CHRIST; 

HUANG; SCAAL, 2004). Nossos resultados revelaram que o tratamento 

com Hcy reduziu significativamente a expressão de Pax 1/9 e o número 

de células mesenquimais em proliferação. A redução na proliferação 

destas células foi observada anteriormente, quando os embriões foram 

expostos à metade da dose de Hcy aplicada no presente estudo 

(KOBUS; NAZARI; MÜLLER, 2009). Após o tratamento com a dose 

de 20 µmol de D,L-Hcy, foi demonstrado que em todas as categorias de 

DTN, o número de células em proliferação no mesênquima axial foi 

reduzido, indicando a relação entre a redução na proliferação celular 

mesenquimal e a gênese dos DTN. Além disso, os embriões tratados 

com Hcy que exibiram espinha bífida, também apresentaram uma 

distribuição irregular das células do esclerótomo, e, nos embriões com 

regressão caudal, foi observada a perda de centros de condrificação em 

torno da notocorda e da medula espinhal. Sendo assim, os dados deste 

trabalho fortemente sugerem que a Hcy pode modificar mecanismos 

celulares envolvidos no desenvolvimento do esqueleto axial, e que estas 

alterações podem causar anormalidades nos elementos vertebrais, as 

quais estão presentes nos embriões tratados com Hcy que exibiram DTN 

na medula espinhal. 

Alterações na expressão dos produtos gênicos de Sox 9 também 

foram encontradas durante o desenvolvimento do esqueleto axial dos 

embriões de galinha tratados com Hcy. Similar ao resultado encontrado 

para a expressão das proteínas Pax 1/9, o tratamento com Hcy reduziu a 

expressão de Sox 9 em ambas as idades embrionárias, sendo esta 

redução ainda mais expressiva nos embriões com espinha bífida. Este 

efeito da Hcy é um dado importante, porque a expressão de Sox 9 é 

necessária para que ocorra a condensação do tecido mesenquimal antes 

do início da condrogênese, e de acordo com Hattori et al. (2010) e 

Leung et al. (2011), a condrificação não ocorre na ausência de Sox 9, 

causando anormalidades esqueléticas relacionadas a falhas na 

diferenciação dos tecidos mesenquimais em cartilagem. As 
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deformidades esqueléticas, bem como a ausência de elementos 

vertebrais observadas nos embriões em E4 e E6 com DTN, sugerem que 

as alterações na expressão do Sox 9 também podem ter contribuído para 

os fenótipos anormais. Neste contexto, sabe-se que o excesso de Hcy 

pode alterar a funcionalidade de proteínas através da homocisteinilação 

do aminoácido lisina (JAKUBOWSKI, 1997; 2000). Alterações no 

processo de condrificação podem ser explicadas por modificações na 

funcionalidade da enzima lisina oxidase, que é responsável pela 

produção da matriz extracelular de tecidos conjuntivos e pode ser 

irreversivelmente inativada pela Hcy (LIU; NELLAIAPPAN; KAGAN, 

1997; RAPOSO et al., 2004). 

Por fim, os efeitos celulares e moleculares da dose elevada de 

Hcy sobre a morfogênese dos tecidos neural e mesenquimal de embriões 

de G. domesticus, bem como a provável relação destes efeitos com a 

ocorrência de DTN na medula espinhal, estão sumarizados na figura 34. 

A dose elevada de Hcy modificou o equilíbrio da homeostase de 

oxi-redução celular, o que foi evidenciado pelo aumento da carbonilação 

de proteínas, pela redução dos níveis de NPSH e pelo aumento da 

expressão de Bcl 2 nos tecidos neurais e mesenquimais dos embriões 

tratados com Hcy. O aumento da expressão da proteína HSP 70 

induzível também revelou a geração de estresse celular nestes tecidos. 

Tanto o aumento da expressão de Bcl 2, quanto da HSP 70, sugere uma 

possível resposta da célula à condição de estresse oxidativo e, uma 

tentativa de proteger à célula da apoptose, que seria a consequência final 

dos danos provocados por esta condição, que não foi investigada neste 

estudo. Pode-se especular que a condição de estresse oxidativo pode ter 

sido produzida também por alterações na expressão e / ou atividade de 

enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx) e a 

glutationa redutase (GR), as quais também não foram avaliadas.  

A dose elevada de Hcy alterou a progressão do ciclo celular, 

reduzindo a proliferação e induzindo aumento da expressão de PCNA, 

que corresponde a um indicativo de ocorrência de danos ao DNA das 

células dos tecidos neurais e mesenquimais. A Hcy também modificou o 

padrão de diferenciação neural e mesenquimal, o que foi revelado pela 

análise da expressão de genes e proteínas envolvidos no 

desenvolvimento destes tecidos.  

O conjunto de alterações celulares e moleculares verificadas em 

ambos os tecidos embrionários – neural e mesenquimal – após o 

tratamento dos embriões com Hcy, pode estar implicado nas 

modificações da morfogênese da medula espinhal e do esqueleto axial 

observadas nos embriões com DTN, estando, portanto, relacionado à 
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gênese destes defeitos na medula espinhal dos embriões de G. 

domesticus.  
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Figura 34. Sumário dos efeitos da dose elevada de Hcy nas células dos tecidos 

neural e mesenquimal de embriões de G. domesticus: geração de estresse 

oxidativo, revelada pelo aumento da carbonilação de proteínas, pela redução dos 

níveis de NPSH e pelo aumento da expressão da proteína Bcl 2, esta última 

sugere a presença de dano mitocondrial; geração de estresse celular revelado 

pelo aumento da expressão de HSP 70 induzível; redução da proliferação celular 

revelada pela diminuição da expressão da proteína fosfo-histona H3; indicativo 

de dano no DNA revelado pelo aumento da expressão do antígeno PCNA;  

modificação do padrão de diferenciação do esqueleto axial revelado pela 

diminuição da expressão de Pax 1/9 e Sox 9;  modificação do padrão de 

diferenciação neuronal na medula espinhal revelado pela diminuição da 

expressão de p 53 e β-tubulina III. As linhas e setas pretas indicam possíveis 

efeitos celulares que não foram avaliados neste estudo. GPx, glutationa 

peroxidase; GR, glutationa redutase; NPSH, níveis totais de tóis não-proteicos; 

PCNA, antígeno nuclear de proliferação celular; P-histona H3, fosfo-histona 

H3; β-tub III, β-tubulina III; HSP 70, proteína de choque térmico de 70 kDa. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados neste trabalho permitiram a melhor 

compreensão dos efeitos da Hcy sobre os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos no desenvolvimento dos tecidos neural e 

mesenquimal, e sua possível correlação com a gênese dos DTN na 

medula espinhal, sendo aceitas as hipóteses previamente propostas neste 

trabalho, considerando a experimentação com elevados níveis de Hcy 

durante o desenvolvimento de embriões de G. domesticus. As principais 

conclusões obtidas são: 

 

– Redução da sobrevivência e alteração do padrão morfológico 

externo, bem como da morfogênese da medula espinhal e do esqueleto 

axial dos embriões tratados com Hcy; 

 

– Geração de estresse celular e oxidativo na medula espinhal e 

mesênquima axial dos embriões tratados com Hcy, efeito reconhecido 

pelo aumento da expressão das proteínas HSP 70 e Bcl 2, da 

carbonilação de proteínas e pela redução dos níveis de NPSH nestes 

tecidos; 

 

– Ocorrência de atraso no ciclo celular e redução da atividade 

proliferativa dos tecidos neural e mesenquimal dos embriões tratados 

com Hcy, evidenciados pela análise da expressão da proteína fosfo-

histona H3 e do antígeno PCNA; 

 

– A elevada expressão de PCNA verificada nas células neurais e 

mesenquimais dos embriões tratados com Hcy corresponde a um 

indicativo de ocorrência de danos ao DNA destas células; 

 

– Modificação no padrão de diferenciação neuronal na medula 

espinhal, reduzindo a expressão de p 53 e β-tubulina III nos embriões 

tratados com Hcy; 

 

– Redução na expressão dos genes e dos produtos dos genes 

Pax 1/9, responsáveis pela diferenciação inicial do esclerótomo, e, 

posteriormente, dos elementos vertebrais nos embriões tratados com 

Hcy; 

 

– Comprometimento da formação dos moldes cartilaginosos 

durante o desenvolvimento do esqueleto axial, reduzindo a expressão da 
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proteína Sox 9 no esclerótomo e nos elementos vertebrais em 

desenvolvimento dos embriões tratados com Hcy; 

 

– O pré-tratamento com AF nem sempre preveniu os efeitos 

celulares e moleculares induzidos pela dose elevada de Hcy durante o 

desenvolvimento da medula espinhal e do esqueleto axial; 

 

– Os efeitos celulares e moleculares observados nos tecidos 

neurais e mesenquimais dos embriões após o tratamento com Hcy 

foram, de maneira geral, intensificados nos embriões com DTN; 

portanto, estes efeitos podem estar relacionados com a gênese dos DTN 

na medula espinhal nos embriões de G. domesticus. 
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