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RESUMO
Os melandcitos sdao células originadas a partir da crista neural (CN). Suas principais fungdes estdo
ligadas a sua capacidade de produzir melanina, proteina que auxilia na absor¢do dos raios
ultravioletas, conferindo fotoprotegdo para a maioria dos vertebrados. A CN ¢ uma populacido de
células multipotentes dividida em dois grandes dominios, a crista neural truncal, que dara origem a
neurdnios e células gliais do sistema nervoso periférico e melandcitos; ¢ a crista neural cefélica que
originara os mesmos derivados da truncal, com a adigdo de derivados mesenquimais, como
osteoblastos, condrocitos, adipdcitos e células musculares lisas. A diferenciagdo dessas células ¢
controlada por uma complexa regulacdo entre fatores soluveis, fatores de transcrigdo e diferentes
componentes de matriz extracelular, separados temporo-espacialmente. As células progenotiras de
melanocitos ira migrar lateralmente, entre a ectoderme e o dermomidtomo,diferente dos outros
progenotires, que migram ventralmente. Até o momento, ndo se sabe como ¢ controlada essa mudanga
da rota ventral para a rota lateral. Para tentar responder essa questdo, foi realizado um extenso
levantamento bibliogafico, associado a analises em bancos de dados de expressdo de proteinas ao
longo do desenvolvimento. Essas analises permitiram eleger novas proteinas e mecanismos candidatos
ao controle da migragdo lateral das células da CN. Com essas informag¢des foram claboradas 4
hipoteses que associassem essas novas proteinas/mecanismos aos dados ja descritos sobre esse
processo de migracdo celular. A coeréncia dessas hipoteses foram testadas in silico, utilizando
ferramentas de bioinformatica e analises em bancos de dados. A ativagdo do fator de transcricao Lefl,
no inicio da migragdo lateral, mostrou-se intimamente ligada a expressdo de Mitf (controlador master
da diferenciacdo dos melandcitos), conjuntamente a ele, Yin Yangl, poderia atuar como co-fator de
transcri¢do, auxiliando Lefl a ativar Mitf. Além disso, foram identificados os fatores soluveis Fgf8 e
Wntl1 com expressdo associada ao momento que as células da CN iniciam sua migragdo lateral. Esses
fatores podem atuar como quimiotéxico para as células da CN, bem como parecem atuar diretamente
na transcri¢do de Lefl. Esse € o primeiro trabalho que sugere que a ativacdo na expressao de Fgf8 e
Wntll, em momento especifico do desenvolvimento embrionario, seriam os responsaveis pela
mudanga na rota de migracdo das células da CN e, consequentemente, no inicio do desenvolvimento
dos melandcitos. O melanoma é um dos canceres com maior taxa de metastase e um dos mais
frequéntes nos brasileiros segundo o INCA. Entender a biologia dos melandcitos e como se da a
relacdo entre proteinas envolvidas desde o comeco da sua diferenciagcdo pode auxiliar na comprensdo

dos fendmenos metastaticos das células cancerigenas e cri¢do de novos farmacos.

Palavras-chave: Lef1, diferenciagdo celular, Mitf, Fgf8, Wntl1, crista neural.



ABSTRACT
Melanocytes are cells originated from the neural crest (CN) and are capable of producing melanin, a
protein that helps in the absorption of ultraviolet rays, providing photoprotection for most vertebrates.
CN is a population of multipotent cells divided into two large domains, the truncal neural crest, which
will give rise to neurons and glial cells of the peripheral nervous system and melanocytes and the
cephalic neural crest which will give rise to the same derivatives of the truncal, with the addition of
mesenchymal derivatives, such as osteoblasts, chondrocytes, adipocytes and smooth muscle cells. The
differentiation of these cells is controlled by a complex regulation between soluble factors,
transcription factors and different extracellular matrix components, separated temporo-spatially. CN
cells migrate from the dorsal edges of the neural tube, with the first group migrating along a ventral
route, going between the neural tube and the somites, originating the sympathetic ganglia. The second
group will migrate ventrally, but now between the sclerotome and the dermomyotome, giving rise to
the dorsal root ganglia. The last group of CN cells to migrate will totally change the migration route,
starting to migrate between the ectoderm and the dermomiotome, through a lateral route, no longer
ventral. These cells will form a large part of the melanocytes. So far, it is not known how this change
from the ventral route to the lateral route is controlled. To try to answer this question, an extensive
bibliographic survey was carried out, associated with analyzes in protein expression databases
throughout development. These analyzes made it possible to elect new proteins and candidate
mechanisms to control the lateral migration of CN cells. With these information, 4 hypotheses were
developed that would associate these new proteins/mechanisms with the data already described about
this process of cell migration. The coherence of these hypotheses was tested in silico, using
bioinformatics tools and analysis in databases. The activation of the transcription factor Lefl, at the
beginning of lateral migration, was shown to be closely linked to the expression of Mitf (master
controller of melanocyte differentiation), together with him, Yin Yangl, could act as a transcription
cofactor, helping Lefl activating Mitf. In addition, soluble factors Fgf8 and Wntl1 were identified
with expression associated with the moment when CN cells start their lateral migration. These factors
can act as a chemotaxis for CN cells, as well as appear to act directly on Lefl transcription. This is the
first study that suggests that activation in the expression of Fgf8 and Wntl 1, at a specific moment of
embryonic development, would be responsible for the change in the migration path of CN cells and,
consequently, in the beginning of the development of melanocytes. Melanoma is one of the cancers
with the highest rate of metastasis and one of the most frequent in Brazil according to INCA.
Understanding the biology of melanocytes and how the relationship between proteins involved occurs
since the beginning of their differentiation can help in understanding the metastatic phenomena of

cancer cells and the creation of new drugs

Keywords: Mitf, Lefl, Wntl1, cell differentiation, Fgf8, neural crest.
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1 INTRODUCAO

1.1 MELANOCITOS: SUAS FUNCOES E IMPORTANCIA

Os melanécitos sdo células pigmentares que comumente sao encontradas na pele,
olhos, pelos e penas de vertebrados. Em alguns casos excepcionais podem ser encontrados nas
visceras de algumas espécies (KUKLENSKI, 1915; MAKITA; MOCHIZUKI, 1984;
MUROYA et al., 2000). Uma das principais caracteristicas dos melandcitos ¢ a producao da
melanina, uma macromolécula heterogénea e amplamente descrita nos grupos de vertebrados.
A melanina ¢ derivada da tirosina, sintetizada pelos melanocitos e muitas vezes transferida
para outras células via microvesiculas, denominadas melanossomos. Os melandcitos
produzem proteinas, como Dopacromo tautomerase (DCT) e Tirosinase (Tyr) que tém a
capacidade de proteger contra os raios raios ultravioletas (UV), apresentam alta capacidade de
sobrevivéncia quando submetidos ao estresse, eles auxiliam na foto protecdo e na
termorregulacdo dos vertebrados (LIN; FISHER, 2007; MORT; JACKSON; ELIZABETH
PATTON, 2015).

Os melandcitos sdo capazes de produzir dois tipos de melaninas, a eumelanina que ¢
caracterizada por apresentar um espectro de cores entre marrom e preto, possui efeito
fotoprotetor e antioxidante (Fig. 1A). J4 a feomelanina ¢ caracterizada por fazer parte do
espectro amarelo e vermelho e possuir efeito pro-oxidante (Fig. 1B) (DE LEEUW et al., 2001;
MITRA et al., 2012). A mistura de ambas as melaninas formam as diferentes coloragdes que
observamos em mamiferos (SIMON et al., 2009). Contudo, apenas aves ¢ mamiferos
expressam a feomelanina (ITO; WAKAMATSU, 2003).

A pigmentacdo ¢ uma caracteristica comum aos seres vivos, possuindo inumeras
funcdes, como a prote¢do aos raios ultravioletas, camuflagem e atracdo de parceiro para
copula (Fig. 1A-B), entre outros. Os melandcitos sdo as principais células pigmentares dos
vertebrados, sdo originadas a partir das células da crista neural (CN). A origem evolutiva dos
melandcitos nos vertebrados ¢ muito antiga, podendo remontar aos vertebrados mais basais

(TRAINOR, 2014)
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om produgdo predominante de eumelanina ou feomelanina

I

Fonte: http://animalstime.com/red-fox-mother-and-child/ e https://imgur.com/t/melanism/pmaV9.
Nota: (A) Raposa portadora do melanismo, condi¢do em que ha uma produgdo excessiva de eumelanina. (B)
Raposas com sua pelagem avermelhada, um exemplo da expressdo de feomelanina.

As células da CN formam-se ao longo do eixo antero-posterior, nos embrides de
vertebrados. Durante todo o desenvolvimento, as células da CN s3ao capazes de formar
melandcitos, no entanto € na regido truncal que essa formagdo ¢ mais complexa, em partes
pela presenca dos somitos (LE DOUARIN, 2004). Na regido truncal, a primeira populacdo de
células sofrerdo transicdo epitélio mesenquimal (TEM) do tubo neural (TN) e migrara
perpendicularmente aos somitos, dando origem a derivados neurais que formardo os ganglios
simpaticos (Fig. 2A) . A segunda populacdo de células migrard medialmente ao somito, nesse
momento, ja dividido entre dermomidtomo e esclerotomo (Fig. 2B). A terceira onda de
migracdo das células da crista neural truncal (CNT) sofrerdo a TEM e permanecerdo 24h na
migration staging area (MSA) e entdo migrardo entre a ectoderme e o dermomidtomo dando
origem aos melanodcitos (Fig. 2C) (BRONNER-FRASER, 1986; VEGA-LOPEZ;
CERRIZUELA; AYBAR, 2017).


http://animalstime.com/red-fox-mother-and-child/
https://imgur.com/t/melanism/pmaV9
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Figura 2 — Ilustragdo das diferentes ondas de migragdo da CNT
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Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: As diferentes ondas de migragdo da CNT. (A) Primeira onda de migragdo das células da CNT dardo
origem aos neurdnios simpaticos. (B) A segunda onda de migracdo das células da CNT dara origem aos ganglios
sensoriais e células gliais (em amarelo) e a terceira onda de células da CNT saira do tubo neural, permanecera
por 24h na MSA (area pontilhada em C) e entdo migrara e dara origem aos melanocitos (C). (TN) Tubo neural,
(NT) notocorda.

Como observado, as células da CNT que formardo os primeiros melanocitos sdo as
células da CNT que mudam sua rota de migracao, passando a migrar por uma rota lateral (Fig.
2C). Mais intrigante ainda ¢ a breve parada dessas células na MSA antes de efetivamente
alterar sua rota de migracao. Muitos fatores de crescimento e de transcri¢ao ja foram descritos
como possiveis candidatos a controladores do inicio da migrag¢ao das células da CN pela rota
lateral e diferenciacdo inicial dos melandcitos, no entanto as relagdes entre eles e o efetivo
mecanismo de controle ¢ desconhecido.

Evolutivamente, o surgimento da CN¢ associado a formacao das placas ectodérmicas
que permitiu a formagao de novos 6rgaos sensoriais. Entretanto, a capacidade da CN adquirir
um perfil mesenquimal e migrar extensivamente pelo o corpo do individuo ¢ uma
caracteristica mais recente dos vertebrados (GANS; NORTHCUTT, 1983). Pesquisadores
mostraram que o embrido do tunicado Ciona intestinalis apresenta uma crista neural
rudimentar, que surge a partir da borda da placa neural e expressa variados genes
especificadores da CN, como Snail, Ets e FoxD (IMAI et al., 2006; JEFFERY et al., 2008;
RUSSO et al., 2004; TASSY et al., 2010; WADA; MAKABE, 2006). Esses fatores de
transcri¢do especificadores da CN modulam tanto a aquisicdo de um fendtipo mesenquimal,
como a diferenciagdo de melandcitos presentes no ocelo (JEFFERY; STRICKLER;
YAMAMOTO, 2004). Essas estruturas presentes em Ciona i. sdo todas formadas pelas
células da CN. Além disso, vérios elementos da via de sinalizagdo que controlam a
diferenciagdo dos melandcitos em vertebrados superiores, também estdo presentes em

anfioxos e urocordados, sugerindo que seja uma caracteristica comum entre anfioxos e
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vertebrados (JEFFERY, 2006). Esses dados mostram que a maioria dos elementos da rede
regulatoria de genes associada a alteragdo na rota de migragao das células da CNT e posterior
diferenciagdo para melandcitos, ja estava presente em organismos mais basais e que, muito
provavelmente alteragdes em poucos elementos permitiram a formac¢ao dos melandcitos nos
vertebrados superiores (BOURLAT et al., 2006).

Nesse trabalho, nos nos propomos a realizar andlises tedricas que nos permitam
integrar informag¢des como: expressdo de fatores de crescimento, expressdo, fatores de
transcricdo, relacdes evolutivas entre genes, relagdes regulatdrias entre genes, entre outros
para responder a questdo: Quais seriam os fatores e/ou mecanismos chave que controlam o
inicio da migragdo das c€lulas da CNT pela rota lateral e, consequentemente o inicio do
programa de diferencia¢do dos melanocitos?

Entender a biologia dos melandcitos e quais proteinas sdo responsaveis pela sua
diferenciagdo e migracao ajuda a compreender melhor a natureza de doengas autoimunes
como a doenca de Waardenburg Tipo II e Tietz, que sdo causadas por uma muta¢ao nos genes
que codificam nos fatores de transcri¢do Mitf e Sox10. Nessas doengas ¢ comum a surdez e
perda da coloracao nos pelos causada pela redugdao de melandcitos no local (TASSABEHIJI et
al., 1995). Com as mesmas condigdes, o albinismo, uma anomalia autossomal, que apesar de
haver quantidade normal de melandcitos nos foliculos, olhos e pele, ha redugcao ou perda total
da biossintese de melanina. Segundo o Instituto Nacional do Cancer — INCA, o cancer de pele
¢ o o mais frequente no Brasil, chegando a 30% dos tumores malignos e o melanoma,
neoplasia maligna do tumor, representa 3% deste total. Apesar de uma relativa baixa
incidéncia, o melanoma ¢ o cancer de pele mais grave, por sua alta capacidade de metastase
(INCA, 2020). Compreender ainda mais a rede regulatéria presente no momento de migra¢ao
das células progenitoras dos melanocitos auxiliaria a pesquisa no desenvolvimento de novos
farmacos para um dos tipos mais agressivos de cancer, os melanomas, pois como esses
tumores se originam a partir de melandcitos, possuem uma biologia muito semelhante

(BEAUVAIS-JOUNEAU et al., 1999).
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Desenvolvimento dos melandcitos

A CN ¢ conhecida por ser um grupo de células altamente multipotentes que originam
ossos, cartilagens (PLATT, 1893) e adipocitos da face (BILLON et al., 2007), ganglios do
sistema periférico, cardiomiodcitos (TANG et al., 2019) e células pigmentares (LE DOUARIN,
2004). As células da CN delaminam a partir das bordas dorsais do TN e migram ao longo do
eixo antero-posterior do embrido de maneira coordenada temporalmente e espacialmente. A
CN pode ser dividida em varios dominios, sendo mais comumente dividida em dois dominios:
a CN cefalica que dard origem in vivo a progenitores de ostedcitos, condrocitos (PLATT,
1983), adipocitos (BILLON et al., 2007), musculo liso (ETCHEVERS; COULY; LE
DOUARIN, 2002), neurdnios e cé€lulas gliais periféricas e melandcitos; a CNT, que dard
origem in vivo a progenitores de neurdnios sensoriais, simpaticos, células gliais e melandcitos
(DUPIN; CREUZET; LE DOUARIN, 2006; LE DOUARIN, 2004).

A CN ¢ uma populacao transiente de células que migram a partir de praticamente
todo eixo antero-posterior do embrido dos vertebrados. No fim da gastrulacao, através de
movimentos morfogenéticos, as bordas da placa neural irdo se elevar, formando uma
invaginacdao, denominada de sulco neural (Fig. 3B). Esses movimentos apenas serao possiveis
devido aos gradientes dos fatores de crescimento: Bmp (Bone Morphogenetic Protein) e Wnt
(Wingless-Int Protein) presentes na ectoderme nao neural e Sonic Headgehog (Shh), presente
na notocorda. O encontro das bordas da placa neural, formara o TN (Fig. 3C). Durante esse
processo, a acdo de Bmp e Wnt, expresso pela ectoderme, induz as futuras células da CN a
expressarem RhoB, Slug e Caderinas de baixa adesdo, iniciando o processo de delaminagdo e
migracdo (AYBAR; MAYOR, 2002; MARCHANT et al., 1998; MAYOR; GUERRERO;
MARTINEZ, 1997; VILLANUEVA et al., 2002). No entanto, logo nas fases iniciais de
migracdo as bordas dorsais do TN passam a expressar de forma transitoria Noggin, um
classico antagonista de Bmp. Essa expressdao de Noggin ¢ importante para assegurar as fases
iniciais de migracdo das células da CN, no entanto ela € suprimida em seguida e as células da
CNT continuardo a migrar para seus locais de destino. As bordas dorsais do TN voltam a ter
contato com Noggin nas fases finais de migracao das células da CNT, mas nesse momento o
Noggin ¢ expresso pelas células do ldbio dorsomedial do dermomiétomo (Fig. 3D, érea

pontilhada), ou seja, na regido do somito mais proxima das bordas dorsais do TN (Fig. 3C)
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(SELA-DONENFELD; KALCHEIM, 1999, 2000). A expressdao de Noggin no labio dorsal do
dermomidtomo  restringe a atuacdo do Bmp para a regido medial do TN (SELA-

DONENFELD; KALCHEIM, 2002).

Figura 3 — Inducdo do tubo neural e a expressio de Noggin no ldbio dorsomedial do
dermomi6tomo

C D  Lsbio dorsomedial Noggin

Ectoderme do dermomiétomo

Ectoderme]

Tubo neural @

Endoderme

Fonte: Adaptado de WOLPERT; TICKLE, 2011 e produzido pela autora (2020).

Nota: Ilustragdo de um corte transversal do fechamento do tubo neural. (A) Placa neural em azul, com as bordas
da placa neural em verde. Ectoderme néo neural expressando Wnt e Bmp em branco. Com a expressdo de Shh
pela notocorda, em vermelho, as bordas do tubo neural comecario se elevar (B) até o fechamento do tubo neural,
que acarretard no comego da migracdo das células da CN (C). (D) Expressdo de Noggin (em roxo) no labio
dorsomedial do dermomiodtomo (regido pontilhada). (TN) Tubo neural e (NT) notocorda.

Na regiao cefélica do embrido, principalmente pela auséncia de somitos, a CN migra
livremente pelo mesénquima, originando diferentes derivados, tanto ectomesenquimal quanto
mesenquimal, como os melandcitos. Ja as células da CNT migrardo por rotas bem definidas.
O fato da somitogénese estar acontecendo concomitante a migragao das células da CNT, faz
com que o microambiente encontrado pelas células da CNT seja diferente, dependendo do
momento em que iniciou sua migracdo. Esse microambiente dindmico influenciard a
expressao de diferentes fatores de transcricao, impactando diretamente na diferenciagcdo da
CNT (GAMMILL; ROFFERS-AGARWAL, 2010; SIMOES-COSTA; BRONNER, 2015). As
primeiras células a sofrerem a TEM expressardo FoxD3 (Forkhead Box D3) e Sox10 (SRY-
Box 10), essas células migrardo perpendicularmente ao TN e aos somitos, expressardo
simultaneamente receptor de EfrinaB3 (EphB3), receptor de Endotelina B (EdnrB),
Neuropilina 1 e 2 (Nrpl e 2) e Robol e 2. Esse conjunto de fatores soluveis e receptores
permitirdo que essas células diferenciem em neurénios simpaticos (Fig. 4) (TEILLET;
KALCHEIM; LE DOUARIN, 1987). Com a diferenca temporal entre as primeiras células da

CNT que migram e as seguintes, os tecidos embrionarios, principalmente os somitos, sofrem
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alteracdes em decorréncia do desenvolvimento do embrido, alterando o perfil molecular do
microambiente que as proximas células da CNT encontrardo. Isso cria um perfil dinamico de

migragdo e diferenciac¢do das células da CNT (BAE; SAINT-JEANNET, 2014).

Figura 4 — Primeira onda de migragdo das células da CNT com os principais genes expressos
pelas células da CNT
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Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Ilustragdo de um corte transversal de um embrido de galinha, na altura do tronco, demostrando a primeira
onda de migragio das células da CNT. Nesse momento, os somitos ainda se encontram em conformagio epitelial
(para melhor visualizagdo, ver Fig. 5B). Essas células expressam FoxD3, Sox10, EpB3, EdnrB2, Nrpl e 2 ¢
Robol e 2 (em azul ecuro) ao sairem do TN. Apds, a expressdo génica ¢ modulada, passando a expressar genes
especificos associados aos tipos celulares que que células da CNT formardo. (NT) Notocorda e (TN) tubo neural.
Os somitos sdo um elemento chave no controle da migracdo e diferencia¢do das
células da CNT. Durante a primeira onda migracdo das células da CNT, os somitos estdo em
sua conformacao macica epitelial (Fig. 5B). Durante a segunda etapa da migracdo das células,
os somitos ja apresentam duas regides bem distintas, o dermomidtomo, que possui um perfil
epitelial localizado na parte dorsal do embrido e o esclerétomo, ventral ao embrido, conhecido
por produzir Fgfs (Fibroblast growth factor, Fig. SA). Dentre os Fgfs, o Fgf8 ¢ conhecido por
estimular proliferagdo das células da CNT in vitro (CREUZET et al., 2004; SATO et al.,
2011). A segunda populacdo de células também expressara FoxD3 e Sox10, porém, migrara
entre o dermomidtomo e esclerétomo (STOCKDALE; NIKOVITS; CHRIST, 2000). Essas

células, assim como as células da primeira onda de migrag¢do, também expressam EphB3,

EdnrB, Robol e 2, Nrpl e 2 com a adi¢do do Crcx4. Parte destas células permanecera entre o
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dermomio6tomo e esclerétomo, passando a expressar Neurogenina 1 e 2 (Ngnl e 2), onde

formaré tanto neurdnios, quanto células gliais dos ganglios de raiz dorsal (Fig. 5C).

Figura 5 — Desenvolvimento dos somitos e a segunda onda de migracdo das células da crista
neural
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Fonte: Adaptado de Gilbert, 2000 e produzido pela autora (2020).

Nota: Microfotografia de um corte transversal em um embrido de galinha. Onde em (A) é possivel observar na
altura do somito 10, onde ja ha a divisio em dermomidtomo e esclerotomo (B) Corte transversal na altura do
primeiro somito formado. E possivel observar o somito em conformagao maciga, ver Fig. 4, para ver a ilustragio.
(C) Tlustragdo de um corte transversal mostrando a segunda onda de migragdo das células da CNT. Neste
momento o somito ja esta dividido em dermomidtomo e esclerétomo (como a Fig.5A), permitindo a migracdo
das células da CNT. A segunda onda de células da CNT saird do TN expressando FoxD3, Sox10, EphB3,
EdnrB2, Nrpl e 2, Robol e 2 Crcx4. Ao formar o ganglio de raiz dorsal, as células continuardo expressando a
mesma assinatura molecular, apenas com a adigdo de Ngn1 e 2. (NT) Notocorda, (TN) tubo neural.

A ultima populacdo de células a sair do TN permanecera na MSA por
aproximadamente 24h até, na sua maioria, iniciar sua migracdo pela rota lateral (entre
ectoderme e por¢do dorsal do dermomiotomo). Ainda ndo esta claro qual o real motivo desta
ultima populagdo permanecer na MSA, Harris e colaboradoras (2008) propde que a
permanéncia das células da CNT na MSA ¢ fundamental para iniciar a expressdo de Ednrb2
(Endothelin Receptor Type B2) e assim conseguir migrar entre a por¢ao dorsal do

dermomio6tomo e a ectoderme. Apos permanecerem 24h na MSA, a expressdo de FoxD3 sera
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silenciada e as células da CNT passardo a expressar os receptores de EfrinaB2 (EphB2) e
EdnrB2. A partir disso, as células da CNT migrardo entre o dorso do dermomidtomo que
estara expressando EfrinaBl e a ectoderme que expressard Slit, Endotelina3 (Edn3) e
EfrinaB1 (Fig. 6A). A migracao das células da CNT pode ser guiada através da expressao de
fatores a curta distancia. Entretanto, o Gltimo estagio de migragdo, pela rota dorsolateral, as
células parecem ser orientadas a longa distancia, durante o desenvolvimento dos somitos.
Enquanto as células da CNT permanecem na MSA, na regido central do
dermomidtomo comega a TEM (19-20 somitos) cerca de 6-12 horas antes das células da CNT
entrarem na rota dorso lateral (SANTIAGO; ERICKSON, 2002). A TEM das células do
dermomidtomo ocorre numa posi¢ao relativamente distante do ponto de entrada das células da
CNT na rota dorso lateral (300-500pum). Ou seja, a estrutura do dermomidétomo por onde as
células da CNT iniciardo a migragdo pela rota lateral permanece integra, mas os fatores
soluveis que estimulam a TEM das células do dermomidtomo poderiam influenciar as células
da CNT que estao na MSA (Fig. 6B-C). Tosney (2004) observou que apesar da distancia,
quanto essa regido central do dermomidétomo de um embrido mais velho era transplantado
para um embrido mais jovem, as c€lulas da CNT migravam precocemente pela rota dorso
lateral, entre a ectoderme e o somito (Fig. 6B). Este estimulo nao ocorreria devido a interagao
célula-célula, ja que o implante estd localizado na regido distal do somito e as células
estariam localizadas a pelo menos 600um de distancia do implante, no labio dorsal do
dermomiétomo (Fig. 6C). A autora concluiu que os fatores liberados no microambiente
seriam responsaveis por atrair, através da difusdo, as células da CNT a migrarem pela rota
lateral. Em decorréncia do tamanho da derme enxertada no local, as células da CNT que ja
haviam migrado pela rota ventral conseguem retomar a rota lateral, mostrando que algumas
células mesmo que ja tenham migrado, conseguem detectar e responder aos fatores liberados
(TOSNEY, 2004). No entanto, ainda ndo sdo conhecidos o fator ou os fatores responsaveis

por atrair as células da CNT.
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Figura 6 — Terceira onda de migragdo das células da CNT
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Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: (A) Na terceira onda de migragdo, as células da CNT saem do TN expressando FoxD3, porém,
permanecem por 24h na MSA até os niveis de FoxD3 (em rosa) diminuirem e entdo comegam a expressar
EdnrB2 e Ephb2 ao migrar entre o dermomidtomo, que expressa EfrinaB1 (em verde), e a ectoderme que
expressa EfrinaB1, Edn3 e Slits (em azul). (B) Experimento em que Tosney, 2004 retira parte do
dermomidtomo, expressando fatores desconhecidos (em amarelo) de um embrido de galinha mais velho
implanta em um embrido mais novo (C), fazendo com que as células, que deveriam migrar pela rota ventral,
migrem pela rota lateral. (NT) Notocorda, (TN) tubo neural.

1.2.2 As células progenitoras de Schwann - outra origem para os melandcitos

Até 2009 acreditava-se que os melandcitos provinham apenas das células da CNT que
migram pela rota lateral, expressando EdnrB2. Entretanto, Adameyko e colaboradores (2009)
mostraram que uma grande parte dos melandcitos da pele sao formados por células da CNT
que migraram pelas rotas ventrais, mas mantiveram-se indiferenciadas, associadas aos nervos
periféricos em desenvolvimento, chamados, originalmente, de progenitores de células de
Schwann — PCS. Essas células sdo progenitores multipotentes que sdo Sox10" e Krox20 e
estdo associadas aos nervos periféricos. Uma fina regulacdo entre Neuregulinas (Nrg), ErbB3
(Erb2 Receptor Tyrosine Kinase 3), Insulin-Like Growth Factor 1 (I1gfl) Platelet-Derived
Growth Factor (Pdgf) faz com que essas células diferenciem para melandcitos. As células de
Schwann que apresentam Krox20", normalmente ndo tornam-se melandcitos, porém, essas
células permanecem com a potencialidade de diferenciacdo (ADAMEYKO et al., 2009).

Embora grande parte dos vertebrados apresentem células da CNT que migram e
diferenciam de forma tradicional, hd exce¢des, como a galinha silky japonesa que além de

possuir polidactilia e lobos das orelhas azuis, apresenta também uma hiperpigmentagao
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dermal e visceral, diferente de outras racas de galinhas (KUKLENSKI, 1915; MAKITA;
MOCHIZUKI, 1984; MUROYA et al., 2000). A pigmentacdo ectopica ¢ causada pelas
células progenitoras de melanocitos, que migram tardiamente do TN, seguem pela rota lateral
e entdo dispersam pela rota ventral, onde permanecem perto da aorta dorsal, na mesoderme
intermediaria ¢ no mesentério em desenvolvimento (FARACO et al., 2001; REEDY;
FARACO; ERICKSON, 1998). A migragdo incomum e tardia das células da CNT pode estar
correlacionada com a falta de condroitin sulfato 6 e dissacarideos presentes no local, ja que
em experimentos mostram que onde ha presenca de acglicar ndo ha a migracdo de
melanoblastos (OAKLEY et al., 1994; OAKLEY; TOSNEY, 1991), hipotetizando assim, que
a pigmentacao anormal das galinhas silky japonesas pela rota ventro lateral seja por falta de
aclcares que antes restringiam a migragdo (FARACO et al., 2001). Contudo, ainda nao ha
evidéncias de quais acucares estdo presentes no local. Todos estes dados sdo anteriores a
descoberta das PCS, o que leva a inferir que caso as pesquisas fossem realizadas atualmente,
talvez fosse observado que as responsaveis pela pigmentagdo interna das galinhas silky
japonesas sejam as PCS, ja que essas sdo capazes de migrar pelos nervos até encontrar um

estimulo para diferenciar em melandcitos.

1.2.3 Mecanismos moleculares que controlam o desenvolvimento de melandcitos

Os melanoblastos, precursores dos melanocitos, sao originados pelas células da CN e
sdo responsaveis pelos diferentes padroes de pigmentacdo que observamos em vertebrados.
Estas células podem ser originadas por duas populagdes distintas da CNT: a que migra pela
rota ventral e origina as PCS e as células que migram pela rota lateral e originam os
melanécitos (ADAMEYKO et al., 2009; JASRAPURIA-AGRAWAL et al., 2014; LE
DOUARIN, 2004). Para uma célula progenitora adotar um fenotipo especifico, como
melanocito, sdo necessarias multiplas regulacdes entre fatores de transcri¢do, que sio
produzidos pelas proprias células e atuam na expressao génica; fatores soliveis, que sdo mais
comumente secretados pelas células adjacentes e conjuntamente com a matriz extracelular
modulam a expressao das células, criando um microambiente favoravel para a diferenciagdo
celular. Por ultimo, a sinalizagdo justicrina, na qual a sinalizacdo ocorre por receptores
acoplados em células distintas e ao entrarem em contato com outras células, irdo iniciar uma

cascata de sinalizacdo dentro da células e modular a mesma.
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1.2.3.1 Fatores de transcri¢do no desenvolvimento dos melanocitos

Os fatores de transcri¢do sdo as proteinas que controlam a expressao génica sendo,
portanto, responsaveis pelo desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e diferencia¢do das
células da CN. O Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) foi primeiramente
descrito em 1942 por Paula Hertwig, ela identificou esse gene estudando um camundongo
mutante que apresentava coloracdo branca, microftalmia e surdez (HERTWIG, 1942).
Analises posteriores mostraram que Mitf pode ser encontrado em varios outros organismos
em formas ortdlogas, sempre associado ao desenvolvimento dos progenitores de melandcitos,
provindos da CN (LISTER et al., 1999; OPDECAMP et al., 1997). Estudos in vitro
mostraram que Mitf regula diretamente a expressdo de genes que codificam enzimas
responsaveis pela sintese da melanina, tal como a Tirosinase, Tyrosinase Related Protein 1
(Tyrpl) e a Dopacroma tautomerase (Fig. 7). O Mitf também parece estar relacionado a
regulagdo de proteinas que atuam no ciclo celular, sobrevivéncia das células, replicacdao e
reparo do DNA, proliferacdo celular e mitose (CHELI et al., 2010; LEVY; KHALED;
FISHER, 2006; STRUB et al., 2011; VACHTENHEIM; NOVOTNA; GHANEM, 2001;
WEBSTER et al.,, 2014). Toda a polivaléncia do Mitf se da pelos diferentes niveis de
atividade desse fator de transcricdo. Tudo isso ¢ apenas possivel pois outros fatores de
transcricdo atuam regulando Mitf de forma positiva, negativa ou ainda por modificagdes pds
traducionais, como sumoilagdo ou fosforilagdo (SEBERG; VAN OTTERLOO; CORNELL,
2017).

Figura 7 - Mitf ativa a transcricao de proteinas responsaveis pela pigmentacao
Mitf
Tyrp1 Dct 1ly r

Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Mitf é responséavel por ativar a transcri¢cdo de proteinas responsaveis pela pigmentagdo: Tyrpl, Dct, Tyr.

Outro fator de transcri¢do importante para a diferenciagdo dos melandcitos € o Sox10.
Ele faz parte de uma familia de mais de 30 fatores de transcri¢do, onde os membros Sox8,
Sox9, e Sox10 sdo expressos na especificacdo da CN e durante a diferenciagdo de derivados

especificos da CNT (KAPUR, 1999; SOUTHARD-SMITH; KOS; PAVAN, 1998). O Sox10,
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mais precisamente, atua na manutencdo e proliferacdo das células da CN, assim como na
especificacdo de melandcitos ativando a expressdo de Mitf (SEBERG; VAN OTTERLOO;
CORNELL, 2017). Em outras espécies de vertebrados, como em peixes zebra, quando Sox10
sofre determinada mutacdo, os individuos apresentam uma redugdo de progenitores de
melanocitos. Essa redugdo ocorre devido a uma falha na migracao e especificacdo das células
da CNT, que posteriormente leva a apoptose dessas células (DUTTON et al., 2001; KELSH;
EISEN, 2000). J4& em ratos, a mutagdo Dominant Megacolon no Sox10 em homozigose leva a
um estado letal; quando expresso de forma heterozigdtica, apresenta a pelagem branca na
regido abdominal, perda de ganglios entéricos e neuronios derivados da CN cranial
(HERBARTH et al., 1998; HOU; ARNHEITER; PAVAN, 2006). Yang e colaboradores
(2014) mostraram que a expressao forcada de Sox10 ndo ¢ suficiente para reprogramar
fibroblastos humanos e de camundongos, mas a expressao forcada de Sox10 em conjunto com

Pax3 ativa Mitf e ¢ capaz de produzir melanocitos (Fig. 8).

Figura 8 — Ac¢do de Sox10 em Mitf em células da CNT

Mitf
! !
Tyrp1 Dct 1lyr

Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Sox10, em rosa, um dos principais ativadores de Mitf, Dct e Tyr, nas células da CNT.

Ying Yang 1 (Yyl) ¢ uma proteina descrita no comego dos anos 90, capaz de atuar
como fator de transcri¢cdo, fator de repressdo e como iniciador, ligando-se a proteina que
inicia a transcri¢do de genes alvo. Por possuir esse perfil multifuncional e adaptavel, que Yyl
recebeu este nome e € capaz de interagir com diferentes proteinas (SHI; LEE; GALVIN,
1997). Camundongos knockout para Yyl apresentavam completa auséncia de melanodcitos nos
foliculos, causando uma descoloragdo precoce nos pelos apds a primeira prole (LI et al.,

2012). Li e colaboradores (2012) mostram que isto ocorre pois Yyl, normalmente, interage



28

fortemente com a regido b-HLH-Zip de Mitf para ativar a diferenciagdo de melanocitos, logo,

a Yyl seria um dos responsaveis pela ativacao de Mitf (Fig. 9).

Figura 9 — Acdo de Yyl em Mitf nas células da CNT

Mitf
Yoo
Tyrp1 Dct ler

Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Fator de transcri¢do Yyl em verde ¢ capaz de interagir com a regido b-HLH-Zip de Mitf.

A familia de fatores de transcricdo Pax possui 9 membros, todos extremamente
conservados nos vertebrados. Esses fatores de transcricdo atuam fortemente durante o
desenvolvimento embriondrio ¢ na inducdo e diferenciacdio da CN, principalmente os
membros Pax3 e Pax7, que sdo expressos no dorso do TN (MONSORO-BURAQ), 2015), sendo
Pax3 o mais estudado no desenvolvimento e diferencia¢do da crista neural ¢ melanocitos.
Esse fator de transcri¢do ¢ responsavel pelo fechamento do TN, atuando via inibi¢do de p53,
mediadora da apoptose (PANI; HORAL; LOEKEN, 2002), ¢ capaz de modular Tyrpl
(GALIBERT et al., 1999) e reprimir a expressao de Dct quando nao ha B-catenina fosforilada
no sistema (LANG et al., 2005). Ja sua super expressao induz a produgdo de tirosinase em
embrides de ascidias (YAJIMA et al., 2003). A a¢do de Pax3 na ativagao de Mitf ainda parece
ser controversa, ja que pesquisadores mostraram que Pax3 interage fracamente para
transativar o promotor de Mitf ou ainda que Pax3 atuaria sinergicamente com Sox10 para
transativacdo de Mitf (BONDURAND et al., 2000; POTTEREF et al., 2000; WATANABE et
al., 1998), porém, dados mostram também que Pax3 ndo atua conjuntamente com Sox10
(LEE et al., 2000)(Fig. 10). Camundongos heterozigotos para Pax3 e 7 ou que possuiam
mutacdes em Pax3 apresentaram problemas de pigmentacdo da pele e pelos, j4 mutagdo em
homozigose em Pax3 ndo ¢ compativel com a vida (HAUSWIRTH et al., 2012; MINCHIN;
HUGHES, 2008; REISSMANN; LUDWIG, 2013)
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Figura 10 — A¢do de Pax3 na ativacdo de Mitf em células da CNT

Mitf
ol
Tyrp1 Dct ler

Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Pax3 ¢ um dos ativadores de da transcricdo de Mitf e Tyrp nas células da CNT.

O fator de transcricao FoxD3 ¢ expresso no dorso do TN pelas células pré-migratorias
em progenitores neurais da CNT (KOS et al., 2001). A expressao de FoxD3 ¢ extremamente
importante para a temporalidade e regulagdo da CNT, j& que este fator de transcri¢ao seria o
responsavel por coordenar diferenciagdo entre progenitores neurais € melandcitos (THOMAS;
ERICKSON, 2009), visto que em experimentos in vitro, o bloqueio de FoxD3 aumenta a
diferenciagdo de melanocitos e atua na migracao precoce das células da CNT pela rota dorso
lateral. Dados mostram que FoxD3 impede a ligagdo de Pax3 no sitio promotor de Mitf,
reprimindo assim a sua expressao (KOS et al., 2001).

Outros fatores de transcri¢ao, como Lefl, Mef2C, Oc2, Irf4 ndo possuem muitos
estudos relacionando-os com a diferenciacdo da CN, entretanto, dados mostram que
participam na diferenciacdo de melanocitos, atuando de forma direta ou indiretamente na
ativacdo de Mitf. Lymphoid Enhancer-binding Factorl (Lefl) ¢ um fator de transcrigao
membro da familia 7-cell specific factor (Tct) no qual ¢ ativado por P-catenina e atua na
expressao de Dct (LOVE et al., 1995). Ja o Mef2C, Myocyte enhancer transcription factor, &
um fator de transcri¢ao importante no desenvolvimento do coragdo, sistema nervoso central e
craniofacial (BLACK; CRIPPS, 2010; POTTHOFF; OLSON, 2007) e o silenciamento desta
proteina leva a redugdo de melandcitos, causando perdas severas da pigmenta¢do devido a
perda da expressao de Mitf e Dct (SIMOES-COSTA; BRONNER, 2015). Gammil e Roffers-
Agarwal (2010) descrevem que Mef2C ¢ um dos genes alvos de atuagdo de Sox10, que
quando transcrito, Mef2C atua como co-fator de transcrigdo com Sox10 para retroalimentar-se
e ativar seus diferentes alvos, como genes relacionados ao desenvolvimento de melandcitos e
de neuronios do sistema nervoso periférico. Onecut2, Oc2, ¢ um fator de trancri¢do que faz

parte da classe de proteinas homeodticas (LANNOY et al., 1998). Jacquemin e colaboradores
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(2001) mostraram que este fator de transcricdo € capaz de se ligar no sitio promotor de Mitf,
sua super expressdo estimula a atividade do promotor de Mitf, assim como mutacdes que
previnem a ligagdo de Oc2, diminui a atividade do promotor de Mitf em 75% (JACQUEMIN
et al., 2001) (Fig. 11).

Figura 11 — Alguns fatores de transcricao responsaveis envolvidos no desenvolvimento de

melanocitos
LefT

Mitf

I
Tyrp1 Dct | IYyr

Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Alguns dos fatores de transcri¢do envolvidos no desenvolvimento de melandcitos. Lefl, Mef2c parecem
atuar na ativagdo de Dct e Tyr. Ja Irf4 é induzido por Mitf e ambos ativam a expressdo de Tyr.

1.2.3.2 Sinalizagdo justdacrina no desenvolvimento de melanocitos

A familia de receptores Notch possui 4 membros, Notch 1-4, sdo proteinas
transmembranares que atuam através da interacao célula-célula e estdo presentes durante o
desenvolvimento, na diferenciagdo celular, no cancer e na senescéncia (HOARE; NARITA,
2018; ITO; HOARE; NARITA, 2017). Em mamiferos, os receptores Notch possuem 5
principais ligantes: Jagged 1 e 2 e Delta 1, 3 e 4. A sinalizagdo Notch ¢ ativada por uma
ligagdo extracelular através de um de seus ligantes, entdo o dominio intracelular do receptor
Notch sera clivado e translocado até o nucleo, para que com outras proteinas coordenem a
transcri¢do do gene alvo (Fig. 12). Um desses genes ¢ o Hes (Hairy enhancer of split), que
codifica o fator repressor de mesmo nome e coordena a diferenciacdo de diferentes tipos

celulares (KAGEYAMA; OHTSUKA; TOMITA, 2000), como de melanoblastos, atuando na
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sobrevivéncia destes (MORIYAMA et al.,, 2006). Schouwey e colaboradores (2007)
demonstraram que os receptores Notch 1 e 2 e c-Kit agem conjuntamente durante o
desenvolvimento embrionario. Ja durante a fase adulta, Notch 1 e Notch 2 atuam em dose

dependente e s3o indispensaveis para a manuten¢do dos melandcitos.

Figura 12 — Sinalizag¢do Notch

Jagged ou Delta

Notch

E‘D Hes
Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Ilustracdo da sinalizagdo Notch. Através do contato célula-célula, Notch interage com um dos seus
receptores, Delta ou Jagged e assim sdo capazes de ativar a transcri¢do de genes alvo, como Hes.

1.2.3.3 Fatores soluveis no controle da diferenciagdo dos melanocitos

Os receptores de endotelina fazem parte do grupo receptores acoplados a proteina G,
possuindo sete dominios transmembranares (PLA; LARUE, 2003) e sdo divididos em 3
classes, EdnrA, EndrB e EndrC. Seus ligantes, as Endotelinas (Edn) sdo proteinas com o
tamanho de cerca de 21 aminoacidos. Atualmente ha 3 membros de endotelinas descritas, a
Ednl, Edn2 e Edn3, com sua maior incidéncia na CN, a Edn3 (LECOIN et al., 1998). A
distribuicdo da Endotelina e seus receptores nas espécies estdo fortemente ligadas a atracao
entre proteina-receptor. Como por exemplo, EdnrA possui afinidade com Ednl e Edn2 e este
ja foi bem descrito em galinhas, Xenopus e varios mamiferos, inclusive o homem. Ja o EdnrB
ja foi descrito em humanos, vacas e parcialmente em peixes zebra. Entretanto, ha um segundo

subtipo de EdnrB, chamado de EdnrB2, que até 2002 era apenas descrito em aves (PLA et al.,
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2005), porém Akiyama e colaboradores (2002) mostraram que peixes do género Oryzias
também expressam esse receptor (AKIYAMA, 2002)

EdnrB ¢ expresso na parte dorsal do TN truncal, antes das células realizarem a TEM,
diferente das células da crista neural cefalica, que expressam EdnrA depois de migrarem do
TN. Todas as células pré-migratérias da CNT expressam EdnrB e apenas as células que irdo
entrar na rota ventral continuardo expressando o receptor, ou seja, células adrenomedulares e
células dos ganglios periféricos e entéricos (NATAF; LE DOUARIN, 2000). Em aves, o
EdnrB presente nas cé€lulas que estdo na MSA precisa sofrer uma redu¢do e entdo o EdnrB2
passa a ser expresso nas células que comecardo a migrar pela rota lateral (Fig.13) (LECOIN et
al., 1998).

O EdnrB2 foi descrito em 1998 por Lecoin e colaboradores, esses autores
demonstraram que EdnrB2 possui afinidade igualmente por todas as endotelinas ja
supracitadas, mostrando que Ednl-3 podem ser igualmente importantes para o
desenvolvimento e migracao das células da CNT. Pla e colaboradores (2005) mostraram que
ao forgar a expressao de EdnrB2 exogeno, as c€lulas da CNT migraram normalmente pela
rota lateral, ndo aumentando a velocidade de migracdo durante as primeiras horas. Eles
mostram também que nao € necessaria a expressdo de fatores de transcricdo como Mitf para
as células migrem pela rota lateral. As células da CNT s6 expressardo esse fator de
transcricdo quando ja estiverem na rota lateral. Harris e colaboradoras (2008) mostraram que
o EdnrB2 ¢ expresso ainda enquanto as células estdao na MSA, especulando que este receptor
seja o responsavel pela migracao das células da CNT pela rota lateral, visto que ao bloquear o
receptor EdnrB2 ou EphB2, ocorre uma diminuicdo dos progenitores de melandcitos na
migracdo lateral. Contudo, ao forcar a expressdo de EdnrB2 ou de EphB2 no momento de
migracdo ventro-lateral, hd a migragdo ectopica de células da CNT para a rota lateral, porém
parte dessas células ndo expressaram marcadores de melanoblastos. Segundo as autoras, a
superexpressao de EdnrB2 mostrou que € necessario que a célula possua uma quantidade
maior de EdnrB2 para que ela migre pela rota lateral, independente de ser melanoblasto, como
estudos anteriormente ja haviam mostrado (ERICKSON; GOINS, 1995).

Na regido vagal do embrido de aves (1-7 somitos) hd duas ondas de migragdo das
células da CNT pela rota lateral (REEDY; FARACO; ERICKSON, 1998). A primeira ocorre
no estagio 10 Hamburger & Hamilton (HH), quando as células migram do TN pela rota lateral

para povoar os arcos branquiais e o coracdo (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Ja a
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segunda, acontece em 18 HH e daréd origem aos melanoblastos (KURATANI; KIRBY, 1991;
REEDY; FARACO; ERICKSON, 1998).

Considerando que ambos os grupos de células da CN migrassem pela mesma rota,
Harris e colaboradoras (2008) supuseram que ambas as populagdes de células possuem o
mesmo mecanismo molecular. Porém, através de hibridiza¢des in situ, foi observado que
EdnrB2 s6 estava presente durante a segunda onda de migragdo, em 18HH. Entretanto a
primeira onda de células expressava EdnrB, o que levou as pesquisadoras a inferir que ¢
necessario uma subexpressao de EdnrB para que EdnrB2 (Fig. 13) nos progenitores de
melandcitos e assim migrem pela rota lateral, desta forma, apenas progenitores de
melandcitos expressariam EdnrB2, segundo sua hipotese. No entanto na primeira onda de
migracao, no estdgio de desenvolvimento 10HH, o embrido possui apenas os primordios dos
somitos, fazendo com que talvez nao haja o estimulo necessario para a expressao do EdnrB2.
Estudos mostram que ao fazer o transplante de uma parte do TN adjacente aos somitos 1 a 3,
onde as cé¢lulas da CN ainda ndo migraram, para um embrido mais velho, num local onde as
c€lulas estdo comecando a migrar (10-11 somitos), as células provindas do TN de 1-3 somitos
irdo migrar pela rota lateral, mostrado mais uma vez que o ambiente ¢ a temporalidade sao
fatores importantes para a definicdo de quais rotas as células devem tomar (HARRIS; HALL,;
ERICKSON, 2008).

Uma das proteinas ligantes do receptor B2 ¢ a Endotelina 3 (Et3/Edn3). Esta ¢ uma
proteina da familia das endotelinas e esta relacionada a diferentes fungdes bioldgicas, como
no auxilio na vasoconstri¢ao. A Edn3 ¢ uma proteina com 21 aminoacidos conhecida por ligar
em diferentes receptores, como o EdnrB.. A Edn3 ¢ expressa na ectoderme e no
dermomiotomo com o EdnrB2 no momento da migragdo dos progenitores de melanocitos
(NAGY; GOLDSTEIN, 2006) e atua também na prolifera¢do e sobrevivéncia dos precursores
de melandcitos e células gliais. In vitro, Edn3 atua como um fator mitdtico e tem a capacidade
de estimular a diferenciagdao das células da CNT em melanécitos (LAHAV et al., 1996). A
Edn3 tem uma forte atuacdo na CNT, visto que quando utilizada em culturas com
melanocitos, esses voltam a seu estado indiferenciado (DUPIN et al., 2003). Pela Edn3
possuir uma robusta atuacdo na CN, foi suposto que ela poderia atuar como agente
quimiotatico, assim como EphB2, que apresentam caracteristicas quimioatrativas para a CN
(SANTIAGO; ERICKSON, 2002). Entretanto ao realizar experimentos in vitro, Harris e
colaboradoras (2008) observaram que a migragdo de melanoblastos ndo era diferente de

quando utilizado apenas meio de cultura, concluindo assim, que Edn3 ndo ¢ quimioatrativo
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para o Ednrb2. Em outras espécies, como em Xenopus laevis, a Edn3 também ndo ¢
quimioatrativa para as células, porém, ela atuaria apenas na viabilidade das células, fazendo
com que elas invadam o local e auxilie na diferenciagdo de melanocitos (KAWASAKI-

NISHIHARA et al., 2011).

Figura 13 — Representacdo da expressdo de EdnrB e EdnrB2, segundo Harris e colaboradores
(2008)
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Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Representacdo da expressio de EdnrB e EdnrbB2 ao longo do desenvolvimento do embrido. Reproducdo

de um tubo neural e notocorda (em azul), mostrando a migracdo ventral na regido posterior do embrido. As

primeiras células que estdo migrando na regido posterior, segundo Harris e colaboradoras (2008), possuem um

alto nivel de EdnrB. Com10 somitos, na regido anterior ao embrido, o somito estd expressando Edn3 e as células

da CNT ja estdo migrando pela rota lateral e expressando alto nivel de EdnrB2, em verde e baixo nivel de
EdnrB.

A Slit ¢ uma familia de glicoproteinas que possui membros nos vertebrados: Slitl,
Slit2 e Slit3. Os genes Slits foram inicialmente descritos em Drosophila sp., porém, sio
extremamente conservados em nematodos ¢ mamiferos (KIDD; BLAND; GOODMAN,
1999). Assim como seu receptor, Robo, que também possui apenas 3 formas e foi descrito em
neurdnios de Drosophila sp. Robol e 2 atuam na orientagcdo de neurdnios e estdo presentes na
CNT (DE BELLARD; RAO; BRONNER-FRASER, 2003) (Fig. 14C-D, 14G-H), enquanto
Robo3 suprime a acdo de Slit (JEN et al., 2004; SABATIER et al., 2004).
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As Slits sdo secretadas no meio extracelular, onde atuam no desenvolvimento do
coragdo e rins e podem ser quimio repelentes para as células da crista neural, in vivo (JIA;
CHENG; RAPER, 2005b; LIU et al., 2003; YUAN; LIU, 2003). Entretanto, in vitro, menores
concentragdes de Slit 2 exerce fungdo contraria, as células apresentam maior motilidade
comparadas com grupo controle (DE BELLARD et al., 2002). As Slits sdo expressas em
diferentes temporalidades e locais do TN, somitos e células da crista neural (Fig. 14A-B, 14E-
F). Ou seja, h4d uma diferenca na expressdo de Slits-Robo no momento da transicdo da
migracao da CNT pela rota dorso ventral para a migragao pela rota lateral. Slitl ¢ expressa em
niveis mais elevados na parte dorsal do dermomidétomo no momento que as primeiras células
da CNT estdo migrando (Fig. 14A e 14E). Ja a Slit2 ¢ expressa na parte mais basal do
dermomidtomo em niveis mais reduzidos (Fig. 14B e 14F). Ou seja, no momento em que as
células da CNT que dardo origem aos progenitores neurais estdo migrando do TN e
expressando Robo, o ldbio dorsal do dermomidtomo estaria expressando Slit, culminando em
uma repulsdo daquele local, retendo assim, as células apenas na rota dorso ventral (Fig. 14C-
D, 14G-H) .

Andlises quantitativas mostram que no momento em que 0s progenitores neurais
comecam a migrar, os niveis de expressdo de Robol e Slit2 sdo 15% e 70% menores em
relacdo a migracao lateral respectivamente. Ja a expressao de Robo3 ¢ constante, criando a
hipdtese de que a regulagao negativa de Robol e Slit2 seriam responsaveis pela mudanga na
migracdo das células (JIA; CHENG; RAPER, 2005a). Foi observado também que 25% das
células da CNT que apresentaram Robol inativado através da delecao da parte citoplasmatica
migraram pela rota dorso lateral normalmente, mesmo com a presenga de Slit2, mostrando
que a agdo de Robol ¢ necessaria para a repulsdo das células e Slit2-Robol podem ser

importantes para a transi¢ao entre a rota ventro lateral e dorso lateral.
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Figura 14 — Expressdao de Slitl e 2 e Robol e 2 nos estagios 18HH e 20HH do

desenvolvimento
Slitl Shit2 Robol Robo2
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Fonte: JIA; CHENG; RAPER, 2005.

Nota: Corte transversal na regido dos membros superiores de embrides de galinha, mostrando a expressdo de
Slits e Robos ao longo do desenvolvimento de galinha. (A,E) Slitl é expresso no TN e no labio dorsomedial do
dermomidtomo (setas vermelhas). (B,F) Ja Slit2 é expresso na base do TN, em vermelho. (C,G) Robol ¢
expresso na base do TN, nas células da CNT que estdo migrando (seta ciano) e nos ganglios da raiz dorsal
(delineado em verde) .(D,H) Robo2 ¢ expresso pelas células da CNT (seta ciano) e pelas células do ganglio da
raiz dorsal. Notocorta marcado com asterisco (*) e tubo neural pontilhado em preto.

Outro grupo de proteinas que estd presentes e parece ser essenciais para a migragao
das células da CNT sdo as Efrinas (A1-6 e B1-3) e seus receptores transmembranares Eph
(A1-10 e B1-6), conhecidos por serem a maior familia de receptores tirosina quinase até o
momento, com 16 receptores descritos em vertebrados (KRULL et al., 1997; WANG;
ANDERSON, 1997). Algumas dessas proteinas podem atuar a curta distancia como
repulsoras ou quimiotrativas para as células, dependendo de quais tipos elas expressam. Como
por exemplo, o receptor de EfrinaB3 (EphB3) estd presente nas células da CNT que migam
ventralmente (Fig. 4), j4 a EfrinaB1 estd presente na parte posterior do somito, ao migrar, a
célula que expressa EphB3 interage com a EfrinaBl expresso nos somitos e causa uma
resposta repulsiva, que mantém as células migrando isoladamente para a parte ventral do
embrido (WANG; ANDERSON, 1997). Santiago e Erickson (2002) demonstraram que ha
Efrinas na rota lateral no momento em que as células da CNT estdo migrando exclusivamente
pela rota ventral. E caso haja diminui¢do na expressdao dos receptores Eph neste local, as
células que antes migrariam ventralmente, migrardo para a rota lateral, demonstrando que as
Efrinas podem atuar de forma diferencial na migrag¢do das células da CNT. Elas observaram
também, que ha Efrinas presentes na rota lateral no momento de migragdo dos progenitores de

melandcitos, que expressam receptores EphB 1-3, caso estes receptores sejam inativados no
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momento de sua migragdo, as células falhardo em migrar pela rota dorso lateral. Resultados in
vitro mostraram que as Efrinas promoveriam a migragdo de melanoblastos aumentando a
adesdo na matriz extracelular, portanto, a interacdo Efrinas-receptor EphB seria um dos
responsaveis pela migracao das células da CNT pela rota lateral.

Contudo, os diferentes tipos de proteinas e interagdes apresentados nesse trabalho sdo
uma pequena por¢ao de um vasto campo que ¢ a migragdo ¢ diferenciacdo de melanocitos.
Apesar de inumeros dados sobre as proteinas, pouco se sabe como elas interagem e afetam as
células. Entender os mecanismos envolvidos na mudanga de rota de migracdo das células da
CNT ¢ o passo inicial para entender os mecanismos moleculares presentes para ativacao do
programa de diferenciacdo de melanocitos. O melanoma € um dos canceres com maior taxa
de metéastase e um dos mais frequéntes nos brasileiros segundo o INCA (INCA, 2020).
Entender a biologia dos melandcitos e como se da a relagdo entre proteinas envolvidas desde
o comeco da sua diferenciacdo pode auxiliar na comprensao dos fendmenos metastaticos das

células cancerigenas e cricdo de novos farmacos.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

e Identificar, in silico, possiveis vias de sinalizagdo que controlam a migragao das células

da crista neural pela rota lateral.

1.3.2  Objetivos Especificos

e Criar um banco de dados de proteinas relacionadas ao inicio da migracao das células da

crista neural pela rota lateral;

e Identificar em bancos de dados de hibridizacdo in situ, genes que aumentem sua
expressao em regioes anatomicamente relacionadas ao inicio da migragao das células da

CN pela rota lateral;
e Estabelecer correlagdes moleculares entre as proteinas identificadas no topico anterior,
com proteinas que conhecidamente sejam expressas pelas células da CN que migrarao

pela rota lateral;

e Propor hipoteses tedricas que contribuam para a compreensdo dos mecanismos

moleculares que controlam a migracao das células da CNT pela rota lateral;

o Utilizar ferramenta in silico para testar a coeréncia das hipdteses elaboradas.
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2 METODOLOGIA

2.1 CRIACAO DO BANCO DE DADOS

Para criar o banco de dados descrito neste trabalho, foi escolhido o portal PubMed®

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Dentre os varios bancos de dados biologicos
abrigados no PubMed®, destaca-se a plataforma gratuita de armazenamento de artigos,
contando com mais de 30 milhdes de artigos e resumos das diversas areas biomédicas. Para
apresentar dados com maior acuracidade no presente trabalho, foi criado um padrao de busca
Booleana, ja que o banco de dados também trabalha com o padrao Booleano. Os termos AND
e OR foram utilizados na pesquisa para tentar correlacionar as diferentes proteinas. Com o
intuito de limitar e refinar os possiveis resultados, foi determinado que apenas artigos que
citassem as proteinas em seus respectivos titulos ou resumos [TIAB] deveriam aparecer nos
resultados da pesquisa. Logo, o seguinte padrio de busca no PubMed® foi criado
“Proteinal [TIAB] AND Proteina2[TIAB]” ou ainda “Proteinal [TIAB] AND (Proteina 2
[TIAB] OR Proteina3 [TIAB])”. Esses padroes foram determinados apos extensas analises da
relevancia para nossos objetivos. Essa relevancia foi estabelecida analisando dados obtidos
sem nenhum filtro X com os filtros citados acima. As informagdes retiradas deste portal foram

armazenadas em documentos para uso posterior.

2.2 ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS PRESENTES DURANTE A
MIGRACAO LATERAL

Parte do levantamento das proteinas presentes durante o comeco da migracao das
células da CNT foi realizada pelo banco de dados Geisha® (BELL; YATSKIEVYCHM,;

ANTIN, 2004; http://geisha.arizona.edu), site que armazena imagens de hibridizagdes in situ,

presentes em artigos ou armazenadas diretamente pelos cientistas. Para procurar possiveis
proteinas presentes no mesmo local em que as células da CNT comecaram a migrar pela rota
dorsal, foi estabelecido utilizar a busca pela regido anatdmica da ectoderme, que engloba a
crista neural e na regido dos somitos, no qual engloba, dermdtomo, dermomi6tomo, midétomo,
derme e escler6tomo no estdgio de desenvolvimento de 14-15HH. Onde foram encontrados

1287 resultados. Dentre essas proteinas foram selecionadas apenas 10 proteinas soluveis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://geisha.arizona.edu/
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presentes nas proximidades da rota lateral de migracdo das células da CNT (regido dos
somitos, CNT e dorso do TN).

2.3 PESQUISA DE GENES

As possiveis proteinas responsaveis pela migragdo das células da CNT pela rota
lateral obtidas através do levantamento de dados através do PubMed® foram posteriormente

analisadas no portal GeneCards® (STELTZER et al., 2006; https://www.genecards.org/), local

onde ha informacgdes como protedmica, transcriptomica, gendmica e a funcao sobre diferentes
proteinas, obtidos em mais cerca de 150 fontes diferentes. Este portal foi utilizado para
entender a genomica das proteinas e quais os sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do os
genes pesquisados possuem, para analisar as vias de sinalizacdo, via PathCards® (BELINKY
et al., 2015; pathcards.genecards.org) e para analisar as doencgas associadas com tais proteinas,

via MalaCards® (RAPPAPORT et al., 2016; www.malacards.org).

2.4 ANALISE DE INTERACOES PROTEICAS

As analises de possiveis interacdes entre proteinas, sejam elas fatores soliveis ou de
transcricdo, foram realizadas na plataforma GeneMania® (WARDE-FARLEY, 2010;
https://genemania.org/) e plataformas como String® (SZKLARCZYK et al., 2019;
https://string-db.org/) ou Kegg® ( KANEHISA; GOTO, 2000; KANEHISA; SATO, 2000;

KANEHISA 2009; https://www.genome.jp/kegg/) foram utilizadas para verificar os dados

obtidos. O GeneMania® busca interagdes entre genes utilizando um banco de dados piblicos,
onde a partir da disponibiliza¢ao dos dados a plataforma calcula scores, que sao intentificados
através da espessura das linhas (Fig.14). O tamanho dos circulos presente nos resultados sdo
referentes a quantidade de interacdes que os mesmos possuem (MONTOJO et al., 2014) (Fig.
14). A plataforma ndo apresenta dados de proteinas para Gallus Gallus, entdo foi determinado
o uso do filtro Mus musculus, pois para essa espécie o volume de dados € maior e os
mecanismos associados a migragdo da CN sdo praticamente idénticos entre essas duas
espécies.

Ao realizar a andlise das interagdes proteicas, ¢ gerado uma imagem com linhas de
diferentes cores representando as interagdes entre as proteinas alvo (Fig. 15). A linha roxa

representa co-expressdo de proteinas (entre a Proteina2 e Proteina A, Fig. 15), ou seja, sdo


https://www.genecards.org/
http://pathcards.genecards.org/
http://www.malacards.org/
https://genemania.org/
https://string-db.org/
https://www.genome.jp/kegg/
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dados coletados de publicacdes do Gene Expression Omnibus (EDGAR; DOMRACHEYV;
LASH, 2002), no qual dois genes compartilham nivel de expressdo similar sob as mesmas
condi¢des de estudo. A interagdo fisica ¢ representada pela cor rosa na Fig. 15, entre as
Proteinal e ProteinaA. Essa interagdo ¢ representada através de estudos laboratoriais sobre a
interacdo proteina-proteina e sdo armazenados em bancos de dados como BioGrid
(OUGHTRED et al., 2019). A cor verde representa a interacdo genética (ProteinaB e
Proteina2, Fig. 14), onde dois genes sdo associados se ha evidéncias de um gene modificar a
trancricdo de um segundo gene. Os dados apresentados sdo retirados do banco de dados
BioGrid (OUGHTRED et al., 2019). A cor amarela representa o compatilhamento de
dominios (ProteinaB e ProteinaA, Fig. 15), no qual dois produtos génicos sdo interligados
caso compartilhem o mesmo dominio proteico. Os dados sao coletados do Pfam (EL-GEBALI
et al., 2019) e InterPro (MITCHEL et al., 2019). E por altimo, a interacao predita, em laranja,
ente a ProteinaA e Proteina2, onde a maior fonte dessas interagdes sao via estudos de outros

organismos e assim, ¢ tragado um paralelo, via ortologia.

Figura 15 — Exemplo de interagdes proteicas

o

Proteina'B

Protein

Legenda

Interacao predita

Compartilham dominios
Proteina2 ——Interacao fisica
=—Co-expressao

Interacao genética

Proteinal
Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Um exemplo de analise proteica, a fim de entender as interagdes e os scores das mesmas.

2.5 REFINAMENTO DAS ANALISE DAS INTERACOES PROTEICAS

A fim de plotar imagens mais compreensiveis, foi utilizado o software Cytoscape®

(SHANNON et al., 2003) com plugin do GeneMania®, onde ¢ possivel excluir os nds de que
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que ndo tinham correlacdo entre as proteinas foco ou que ndo apresentavam func¢do no
desenvolvimento das células da crista neural. Para melhor observacdo parte dos nos foram
ocultados. A visualizagdo das interagdes originais poderdo ser acessadas através dos /inks

disponiveis nas notas das respectivas figuras.

2.6 CONFECCAO DAS IMAGENS

As imagens produzidas pela autora nesse trabalho foram criadas a partir dos software
Ilustrator® e Photoshop® e desenvolvidas com o auxilio de uma mesa digitalizadora Wacom

Intuos Pen Draw Fun®.
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3 RESULTADOS

Os resultados presentes neste trabalho s3o produtos de uma extensa revisdo
bibliografica e uma série de analises in silico. Inicialmente serdo apresentadas informagoes
conhecidas sobre a migracao das células da CNT pela rota lateral e, consequentemente, sobre
a diferenciagdo dessas células para melanocitos. Em seguida, serdo apresentadas novas
proteinas que poderiam participar desse processo. Por ultimo, serdo elaboradas hipoteses que
integram essas novas proteinas aos mecanismos ja conhecidos. A coeréncia molecular dessas
hipdteses sera testada utilizando ferramentas in silico de associagdo de genes e associagdo

entre vias de sinalizagdo.

3.1 PROTEINAS ENVOLVIDAS NA MIGRACAO DAS CELULAS DA CRISTA
NEURAL PELA ROTA LATERAL

O inicio da migracao das células da CNT ¢ marcado por alguns eventos moleculares
que ocorrem concomitante. Apos o fechamento do TN, na sua regido dorsal, ocorre um
aumento gradativo da expressao de Bmp4 ¢ 7 em direcdo a regido anterior do embrido (Fig.
1). Ao atingir determinado limiar de expressao de Bmp4 e 7, as células da CNT comegam a
migrar. Ao mesmo tempo, na regido dorsal do TN, onde se iniciara a migra¢ao das células da
CNT, ocorrera reducao na expressao de Noggin (SELA-DONENFELD; KALCHEIM, 1999,
2000, 2002). Além disso, em aves, o inicio da migracao das células da CNT coincide,
anatomicamente com a regifio onde se inicia a formagdo do somito. E importante ressaltar que
em embrides de aves sdo formados 42 a 44 pares de somitos, um de cada vez em intervalos de
aproximadamente 1,5h (GILBERT; BARRESI, 2017). Ou seja, ao formar o primeiro par de
somitos, entre eles, no dorso do TN, as células da CNT iniciardo sua migracdo. Esse processo
se repetird sucessivamente até a formacdo do ultimo par de somitos. Uma vez iniciada a
migracdo, as células da CNT continuardo a migrar por um longo periodo de tempo, dessa
forma, durante todo o processo de migragdo das células da CNT, o somito continuard seu
desenvolvimento, sendo que as moléculas sinalizadoras produzidas pelos somitos, TN e CNT
influenciardo uma no desenvolvimento da outra. Durante o desenvolvimento dos somitos, a
porcdo mais lateral deles comegard a expressar Noggin. Essa expressdo, gradativamente se
torna mais medial, até ficar restrita ao labio dorsomedial do dermomi6tomo, muito proxima

do dorso do TN. Nesse momento, as células da CNT que vinham migrando por uma rota
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ventral, passam a migrar pela rota lateral, reduzindo a expressdo de FoxD3 e comegando a
expressar Ednrb2, EphB2, Mitf, Robol e 2 e Lefl.

Nao ha consenso entre os pesquisadores de quais proteinas, ou falta delas, sdo
responsaveis pela mudanga de rota dos precursores de melanécitos, deixando varias questdes
em aberto: Por que apenas os progenitores de melandcitos migram por essa regiao? O que
mudou na expressdo das células e/ou no microambiente para que migrem pela rota lateral?
Para tentar responder tais perguntas, foram realizadas andlises baseadas em trés tipos de
buscas:

e Extensa revisdo bibliografica em busca de proteinas ja descritas como
provaveis controladoras do inicio da migragdo das células da CNT para a rota
lateral;

e Identificagdo de proteinas que tenham sua expressdao alterada na regido
anatomica e temporal exata onde as células da CNT iniciam sua migragao
pela rota lateral;

e Busca de possiveis interagdes e/ou relacdes entre proteinas que,
conhecidamente, possam participar da ativacdo da migracao das células da

CNT pela rota lateral, com as novas proteinas identificadas.

Foram identificadas, inicialmente, 1289 proteinas presentes nos estagios de
desenvolvimento 14 e 15HH. Esses estagios foram selecionados pois ¢ possivel facilmente
identificar a regido de migracao das células da CNT para a rota lateral. Dentre essas proteinas,
foram selecionadas apenas proteinas soliveis presentes nas proximidades da rota dorsal de
migracao das células da CNT (regido dos somitos, CNT e dorso do TN), chegando a um total
de 10 proteinas soluveis (Tabela 1). Para determinar as mais promissoras, foram escolhidas
proteinas que apresentaram maior relagdo com a melanogénese no banco de dados PubMed®.
As proteinas soliiveis mais promissoras foram:

e Noggin: um dos responsaveis pelo bloqueio de Bmp, Sela Donenfeld e
Kalcheim (2002) mostaram que sua diminui¢do na sua expressdao no dorso do
TN (Fig.16B), a medializagdo da sua expressdo no labio dorsomedial do
dermomidtomo poderia ser um dos responsaveis pelo comeco da migracao
lateral, além de restringir a expressdo de Bmp4 e 7 no dorso do TN. Osoério e

colaboradores (2009) mostraram que, na regido sacral, o ganho de expressao
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de Noggin na CNT ¢ capaz de bloquear a expressdo de FoxD3. No entanto, o
trabalho de Osorio de colaboradoras (2009) além de se restringir & CN sacral,
eles ainda nao descrevem o mecanismo associado ao bloqueio de FoxD3 pelo
Noggin.

Wntll: ¢ expresso no labio dorsomedial do dermomidtomo, onde sua
expressdo coincide com o comeco da migracao lateral das células da CNT,
sua expressao poderia estar correlacionada com o inicio da migragdo das
células progenitoras de melandcitos (Fig.16D).

Fgf8: comega a ser expresso na parte central do dermomidétomo, entretanto,
sua expressao se torna medial com desenvolvimento do embrido, ficando
localizada no labio dorsomedial do dermomidtomo no momento da migracao

lateral (Fig. 16J).

Tabela 1 — Analise das proteinas expressas durante o inicio da migracao dos progenitores de

melanocitos

DKkk1
Noggin
Whntll

Whntl

Wnt4
WntSb

Fgf8

TgfB2

Cxcll2
EphrinB2
Lefl
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Figura 16 — Proteinas promissoras como candidatas a participar do controle da migragdo das

células CNT pela rota lateral
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Fonte: Produzido pela autora (2020).
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Nota: Representacao das expressdes de Noggin, Wntl1 e Fgf8 in vivo onde (A) mostra o desenho de um embrido
de galinha de 20s, onde em roxo ¢ a marcagdo de Noggin. Em (B) imagem de uma hibridizagdo in situ para
Noggin . (C) Representagdo de um corte transveral com marcacio de Noggin nos somitos. (D) Representacao
da expressao de Wntl1.(E) e (F) Imagens de hibridizagdo in situ para Wntll. (F) e (G) hibridizagdo in situ para
Wntll em corte transversal e sua representacdo. (H) Hibridizagdo in situ para Fgf8, (I) sua representagdo no
embrido e Q) em corte transversal. Disponiveis em:
http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=461905,
http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=449534,
http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=459378. Acesso em: 24/01/2020. (TN) Tubo neural, (*)
notocorda.

A sinalizagdo Wnt tem forte influéncia sobre as c€lulas da CNT que migram pela
rota lateral, sendo Lefl um dos intermedidrios utilizados. Sua expressao as células da CNT e
tém inicio no momento da migracao lateral (Fig. 16). Apesar de ndao haver dados que liguem
Lefl diretamente na migragdo das células da CNT, ha trabalhos que mostram que Lefl é um
dos fatores de transcricdo que controlam a expressao de E-Caderina e Fibronectina, proteinas
envolvidas na adesdo e migragio celular (GRADL; KUHL; WEDLICH, 1999; HUBER;
BIERKAMP; KEMLER, 1996). A acdo de Lefl ¢ mais evidente na diferenciacdo dos
melanécitos, onde o fator de transcricdo master de melandcitos, Mitf, possui um sitio de
ligacdo para Lefl em um de seus sitios promotores (SHIBAHARA et al., 2001). Yasumoto e
colaboradores (2002), mostram também que Lefl ¢ um dos transativadores do promotor de
Mift e sinergicamente, ativaria a expressao de Dct. J& Wang e colaboradores (2015)
mostraram que Lefl se liga ao promotor de 7yr, ativando a expressdao desse gene. Foi
observado que também ha transativacao de Tyr por Lefl e Mitf de forma sinérgica. Xu e
colaboradores (2019) através de estudos de bioinformatica sugerem que EdnrB, Mitf e Lefl
sdo importantes para a via da melanogénese em melanomas, implicando que estes genes sdo
alvos importantes para o desenvolvimento de terapias. Apds extensa busca de artigos na
tentativa de correlacionar o aumento da expressdo de Lefl com as proteinas Noggin, Wntl1 e

Fgf8, concluimos que a correlagdo mais promissora foi com a sinalizacdo Bmp/Noggin.


http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=461905
http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=449534
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Figura 17 — Representagdo da expressdo de Lefl durante o desenvolvimento de um embrido
de galinha

Lef|

Endoderme
~

Fonte: Produzido pela autora (2020) e GEISHA.

Nota: Esquema representativo da expressdo de Lefl. (A) Ilustragdo de um embrido de galinha com as areas em
roxo representando a expressdo de Lefl. (B) Imagem da hibridizagdo in situ para Lefl de embrido de galinha de
16s. Disponivel em: http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=450784. Acesso em: 24/01/2020.
(C) Representagdo de um corte transversal de um embrido, onde em roxo representa a expressdo de Lefl no labio
dorsal do dermomidtomo. (TN) tubo neural e (*) notocorda.

3.2 HIPOTESEl: O AUMENTO NA EXPRESSAO DE LEFI E CAUSADO PELO
BLOQUEIO DA SINALIZACAO BMP4 E 7

Para testar essa hipotese, foi realizado um levantamento bibliografico através do
PubMed® com as 3 proteinas selecionadas anteriormente Noggin, Wntl1 e Fgf8, como citadas
anteriormente, porém, a de maior correlagdo com a migracao lateral e melanogénese foi Lefl
e Bmp4 e 7/Noggin, entdo foram utilizados os termos de busca “Lefl[TIAB] AND
Noggin[TIAB] foram encontrados somente resultados nao relacionaioados as células da CNT,
porém Botchkarev e colaboradores (2002) mostraram que camundongos que possuem Noggin
inativado ndo produzem Lefl em foliculo piloso, j& Cho colaboradores (2006) mostram que
durante o desenvolvimento de glandulas mamarias a expressdo de Noggin diminui a
expressdo de Lefl, ja que Noggin ¢é responsavel pelo bloqueio de Bmp e esse seria um de

seus ativadores. Mostrando que a acdo de Noggin ¢ indireta sobre Lefl, atuando através do


http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=450784
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bloqueio de Bmp4 e 7. Ao pesquisar o termo “Lefl[TIAB] AND (Bmp4 [TIAB] OR
Bmp7[TIAB])”, foram encontrados 44 resultados dos quais nenhum deles abordava as células
da CNT. Entretanto, em outros sistemas foi observada a seguinte dicotomia: I. Segundo
autores como Kratochwil e colaboradores 1996 ¢ Armenteros et al., (2018), a expressdo de
Lefl poderia ser induzida por Bmp4 no desenvolvimento de dentes ou em células
hipocampais, respectivamente; II. Jamora e colaboradores (2018) mostraram que no
desenvolvimento do epitélio no broto dos membros, o ganho na expressio de Noggin ¢
seguida pelo aumento na expressdo de Lefl. Na tentativa de fazer uma extrapolacao desses
dados para a migracao das células da CNT, facilmente excluimos o primeiro mecanismo
relatado. A presenca de Bmp4 e 7 ¢ constante durante toda a migracao das células da CNT, no
entanto observamos ganho de Lefl apenas nas fases finais de migragdo. Ainda, se, na CNT,
Lefl1 fosse induzida por Bmps, como relatado em células hipocampais, quando a expressao de
Noggin no somito atingisse o labio dorsomedial do dermomidtomo, as células da CNT
deveriam diminuir a expressao de Lefl, j& que Noggin ¢ antagonista de Bmp4 e 7, mas o que
ocorre ¢ justamente o contrario. Portanto, a partir dos dados encontrados, podemos inferir
que apesar de haver dados mostrando que Bmp4 e 7 causam aumento de Lefl, ndo
descartamos a hipotese que o bloqueio da sinalizagdo Bmp causaria o aumento de Lefl, ja que
ha dados ao bloquear Bmp com Noggin, hd aumento na expressao de Lefl.

A fim de buscar mais informagdes sobre a interagdo entre Lefl ¢ Bmp4 e 7, foi
observado que a proteina Smad4, responsavel pela transdu¢do de sinal da sinalizagdo Bmp
(Fig. 18A), ¢ uma das proteinas responsaveis pela ativagao de Lefl. No desenvolvimento do
palato de camundongos, a ligagdo de Smad4 em Lefl causa a TEM (NAWSHAD; HAY,
2003). De forma ambigua, Smad4 também atua na repressdo de Lefl em neuroblastomas (QU
et al., 2016). Labb¢ e colaboradores (2000) mostram que a sinalizacdo Bmp ¢ capaz de atuar
concomitante com Lefl, acoplando-o no complexo Smad, para a transcricdo de 7win ou ainda
atuar em conjunto com moléculas da sinalizagdo Wnt. Considerando esse dados, poderiamos
hipotetizar que o mesmo ocorre durante a migracdo dos progenitores de melandcitos: No
inicio da migragao das células da CNT, Bmp4 e 7 estariam ativos. Com desenvolvimento e a
medializagdo do Noggin no labio dorsomedial do dermomidtomo, os Bmp4 e 7 sdo
bloqueados, permanecendo apenas a sinalizacdo Wnt, via Lefl. O aumento de Lefl que foi
observado nas hibridizagdes in situ (Fig. 17) poderia ainda ser explicado pela inibi¢do de
Bmp4 e 7 via Noggin, pois segundo Qu e colaboradores (2016) Smad4, ativada por Bmp, ¢

capaz de reprimir Lefl. Ou seja, o bloqueio de Bmp4 e 7 por Noggin reduziria a fosforilagao
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de Smad4 e consequentemente aumentaria Lefl. E importante ressaltar que essa informagao
ndo ¢ unanime, como citado acima, alguns trabalhos mostram que dependendo tipo de célula
Smad4 e Lefl podem ser co-expressas e atuarem conjuntamente (LABBE; LETAMENDIA;
ATTISANO, 2000).

Figura 18 — Ilustracdo da via Bmp de sinalizacdo e analise da interagdo entre Smad4 e Lefl
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Fonte: GAMEZ; RODRIGUEZ-CARBALLO; VENTURA, 2013 e produzida pela autora (2020).

Nota: (A) Via de sinalizagdo Bmp, onde em laranja mostra a proteina Bmp e em magenta seus antagonistas
Noggin e Chordin, que bloqueiam fisicamente a ligagdo de Bmp com seus receptores e assim, ndo conseguindo
ativar a via Smad de transdug@o de sinal. (B) Analise da interacdo das proteinas Smad4 e Lefl(em preto) onde é
possivel observar a linha em verde mostrando uma alta interagdo genética entre essas proteinas (seta em
vermelho). Outras proteinas que também atuam na melanogé€nese ou na via Smad estdo representadas em cinza.
Analise original disponivel em: https:/genemania.org/search/mus-musculus/smad4/lefl/. Acesso em:
24/01/2020.

A partir desses dados, foi considerado que o aumento na expressao de Lefl, induzido
pelo bloqueio de Bmp, seria importante para o inicio da migracdo das células da CNT pela
rota lateral. Para testar a for¢a dessa hipotese, foi realizada uma busca por proteinas que,
como Lef1, tinham sua expressao alterada nas células da CNT que migram pela rota lateral, a
fim de correlacionar com o mecanismo acima proposto. O FoxD3 ¢ um fator de transcricao
que reprime Mitf nas células da CNT, logo no comeco da migracdo lateral a expressdao de
FoxD3 ¢ reduzida, permitindo a expressao de Mitf e EdnrB2 (CURRAN; RAIBLE; LISTER,
2009; IGNATIUS et al., 2008). O banco de dados GeneCards® mostra que FoxD3 possui um
sitio de ligacdo de Lefl, podendo este ultimo atuar como seu repressor. Logo, foi realizada

busca no site PubMed® por termos como “FoxD3[TIAB] AND Lefl[TIAB]” que gerou
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apenas 3 resultados, dos quais apenas um mostrou-se promissor. Janssens e colaboradores
(2013) mostram que Tcfl ¢ uma proteina essencial para a ativacao da expressdo de FoxD3 na
organogénese de Xenopus [.. O Tcfl e Lefl sdo fatores de transcri¢do que podem atuar de
forma competitiva pelo sitio de ligagdo de um gene ou de forma conjunta (YU et al., 2012).
Logo, inferimos que apesar de Tcfl induzir a expressdo de Foxd3 durante parte da migragao
da CNT, o aumento de Lefl seria responsavel pela inibicdo de FoxD3, ja que este aumento
causaria uma maior probabilidade de ligagdo de Lefl em FoxD3, bloqueando a acao de Tcfl.
No entanto, realizando uma analise de relacao biologica entre Lefl e FoxD3, essa hipdtese se
mostrou pouco consistente, pois nos bancos de dados analisados ndo foi relatado nenhuma
interacao entre esses dois fatores de transcrigao.

Ao testarmos as possiveis ligagdes entre Mitf e Lefl, foi observado uma alta relagao
predita entre esses dois fatores de transcricdo (Fig. 19). Curiosamente, o fator de transcrigao
Smad4 também aparece, porém com grau menor de relacdo. Sua atuacdo com Mitf, poderia
ser como ja supracitado, em que Smad4 e Lefl atuam de forma conjunta. Porém, com o
bloqueio de Bmp por Noggin, Smad4 nao ¢ mais fosforilada, deixando Lefl ativar outros
genes, como o Mitf. Portanto inferimos que quando Smad4 estd fosforilada e atuando com
Lefl, nao ha ativacdo de Mitf, ja ao bloquear a fosforilagdo de Smad4, Lefl fica livre e ¢

capaz de ativar Mitf.

Figura 19 — Anélise da interagdo entre Mitf e Lefl
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Fonte: Produzida pela autora (2020).

Nota: Andlise da interagdo das proteinas Mitf e Lefl (em preto), onde podemos observar uma forte interagao
genética entre Lefl e Sma4. As demais proteinas em cinza sdo proteinas referentes a melanogénese. Cada cor de
linha descreve uma relagdo, conforme apresentado a direita. Analise original disponivel em:
https://genemania.org/search/mus-musculus/mitf/lef1/. Acesso em: 24/01/2020.
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Além disso, ainda € possivel que a repressdo de FoxD3 esteja associada a reducdo na
sinalizagdo Bmp que ocorre com a expressio de Noggin no ldbio dorsomedial do
dermomio6tomo, conforme mostrado na Fig. 3D. Analisando uma busca de possiveis relagdes
entre a sinalizagio Bmp/Noggin com FoxD3 no site GeneMania® observamos que nio ha
relacdo direta entre Noggin/Bmp4 ¢ 7 ¢ FoxD3, porém, indiretamente Gdf5 parece ser um
bom candidato para atuar mediando a interacdo de Noggin/Bmp e FoxD3 (Fig. 20). Gdf5 ¢é da
familia do Tgf-p, também conhecido como Bmp14. Noggin, por sua vez, € seu antagonista. A
chegada de Noggin na regido medial do embrido poderia bloquear fisicamente Gdf5, e isso

faria com que inativasse FoxD3, entretanto, os dados disponiveis ndo nos permitem avangar

nessa hipotese.

Figura 20 — Anélise das interagdes entre FoxD3 e Noggin e FoxD3, Bmp7 e Bmp4
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Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Analise da intera¢do entre Noggin e FoxD3 (A) onde é possivel observar que ndo ha nenhuma interagio

entre eles, porém, ha uma forte interacdo entre Noggin, Bmp7e 4 ¢ Gdf5SCada cor de linha descreve uma relagio,
conforme apresentado a direita. Analise original disponivel em: https://genemania.org/search/mus-
musculus/foxd3/nog/ e https://genemania.org/search/mus-musculus/foxd3/bmp7/bmp4/ Acesso em: 24/01/2020.

Em conjunto com as informagdes supracitadas, podemos inferir que a medializagdo
de Noggin ¢ responsavel por bloquear Bmps do dorso do TN e, por consequéncia, poderia
influenciar na migracdo das células da CNT. Esta influéncia pode ser dada através da nado
fosforilacdo de Smad4, acarretando num aumento de Lefl no sistema, que culminaria na

migracdo das células progenitoras de melanocitos (Fig. 21A). Hipoteses como a Lefl
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bloqueando FoxD3 mostrou-se fragil por ndo apresentar dados biologicos, ou ainda a hipotese
em que Lefl poderia ativar Mitf, que apesar de haver relacao direta entre eles, apresenta uma
forte interagdo com Smad4, implicando talvez, que a agdo Lefl seja através da nao
fosforilacdo de Smad4 (Fig. 21B). A repressao de FoxD3 pode ser através da chegada de

Noggin na parte medial, que bloquearia Gdf5, e com isso, ndo ativaria FoxD3 (Fig. 21C).

Figura 21 — Esquema ilustrado das conclusdes da hipotese 1
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Fonte: Produzido pela autora (2020)

Nota: Esquema mostrando as principais conclusdes da hipdtese 1. Em A e B temos Noggin (azul) bloqueando
Bmp4 e 7 (vermelho) consequentemente, Smad4 (verde) ndo € fosforilada e o aumento de Lefl pode causar a
migragdo das células progenitoras de melanocitos (A), ou a expressdo de Mitf (B). (C) Noggin bloqueia Gdnf5
(roxo) e com isso a proteina ativadora de FoxD3 (amarelo) ndo consegue ativa-lo.

3.3 HIPOTESE 2: SINALIZACAO MEDIADA POR WNTIl PARTICIPARIA DA
MIGRACAO DAS CELULAS DA CNT PELA ROTA LATERAL

Durante todo o periodo de migracdo das células da CNT observamos alta expressao de
Wnt 1 e 4 no dorso do TN (Fig. 22B-C). Apesar de ja descrita a importancia da sinalizagao
Wnt para o desenvolvimento dos progenitores de melanocitos (EBLAGHIE et al., 2004), no
dorso do TN, ndo observamos alteragcdes na expressdo de Wnts que possam explicar a
mudanga de rota de migragdo das células da CNT (de ventral para lateral). A sinalizagdo Wnt
envolve a interacdo entre Wnt e seus receptores Frizzled e Lrp (Fig. 22E) ou Frizzled e Frl

(Fig. 22G), formando um complexo ativo, responsavel por iniciar a transdugdo de sinal



54

(MIKELS; NUSSE, 2006). O complexo entre Wnt e seus receptores pode ser inibido pelo seu
antagonista natural, Dickkopft (Dkk) através da ligacdo com Lrp, ndo deixando criar um
complexo com Frizzled e entdo bloqueando a transducdo de sinal da via Wnt (Fig. 22F).

Figura 22 — Representagdo das hibridizagdes in situ para Wntl e Wnt4 e diferentes receptores
de Wnt
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Fonte: Produzido pela autora autora (2020) e banco de dados Geisha.

Nota: Representacdo das expressdes de Wntl e Wnt4, ambas na parte dorsal do tubo neural (A). (B) e (C)
Hibridizagdes in situ para Wntl e Wnt4, respectivamente, onde as linhas tracejadas representam a altura do corte
mostrado em (D). Disponivel em: http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=459062 ¢
http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=449535. Acesso em 24/01/2020. (D) Representagao de
um corte transversal com marcacdes para Wntl e 4. Diferentes formas de entrada de Wnt em uma célula. (E)
Via Lrp e Fzd, onde a formacao deste complexo faz com que ative proteinas intracelulares. (F) O antagonista de
Wnt, Dkk se liga a Lrp, ndo deixando formar o complexo ativo, impedindo a sinalizacdo intracelular. (G)
Complexo Flr e Fzd, onde independente de Lrp, Wnt se liga a eles, formando um complexo proteico. (TN) Tubo
neural, (*) notocorda
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Ao realizar uma extensiva andlise da expressdo de diferentes Wnts durante a migragao
das células da CNT, além da expressdo de Wntl e 4 no dorso do TN, foi identificada a
expressdo de Wntll no labio dorsomedial do dermomidtomo (Fig. 16D). Curiosamente a
expressdo de Wntl1 segue um padrdo muito semelhante a expressao de Noggin, localizando-
se no labio dorsomedial do dermomi6tomo aproximadamente no mesmo momento em que as
células da CNT iniciam sua migragdo pela rota lateral.

Analisando em conjunto, esses padroes de expressdo de Wnt e antagonistas, foi
evidenciado um cendrio bastante interessante: no momento em que as células da CNT iniciam
sua migracao pela rota dorso lateral para formar as células progenitoras de melanocitos, o
labio dorsomedial do dermomidtomo passa a expressar Dkk1 e Wntl1 ao mesmo tempo no
TN a expressdo de Wntl e 4 continua alta. Portanto a proxima pergunta foi se de alguma
forma Wntl e 4 expressos pelo dorso do TN estavam sendo bloqueadas por Dkk1. E, seria
Wntl1 um dos responsaveis pela migracdo da CNT pela rota lateral? Wntl e 4, expressos na
regido dorsal do TN, sdo proteinas que interagem com Frizzled e Lrp, sendo portanto
susceptiveis ao bloqueio por Dkkl. J4 Wntll faz interagdo via Frizzled e Frl, ndo sendo
bloqueado por Dkk1 (TAO et al., 2005). Simdes-Costa e colaboradores (2015) mostram que o
bloqueio de Wntl, faz com que Axudl, proteina ativadora de FoxD3, ndo seja ativada,
mostrando que o bloqueio de Wntl poderia ser um dos responsaveis pela diminui¢do de
FoxD3 no progenitor de melandcito. J& Wang e colaboradores (2019) mostram que Wntl1
parece ser importante para a sintese de melanina pelos melanoblastos.

Realizando analises de associacdoes entre Wntll e FoxD3, niao foi observado
associagoes relevantes. Curiosamente, ao testar a associacdo entre Wntll e Mitf, foi
observada uma baixa associagdo, essa, no entanto, via Lefl (Fig. 23A). Na tentativa de
incrementar esses dados, esses testes de associagdes foi repetido utilizando bancos de dados
humanos. Essa analise mostrou uma forte associacdo entre Wntll e a enzima Tirosinase,

elemento chave a via de sintese da melanina (Fig. 23B)
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Figura 23 — Anadlise de interacdes entre Mitf ¢ Wnt em camundongos e humanos
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Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Analise das interagdes entre as proteinas alvo (circulos preto) Wntll e Mitf em camundongos (A) e em
humanos (B). Cada cor de linha descreve uma relagdo, conforme apresentado a direita. Analise original
disponivel em: https://genemania.org/search/mus-musculus/wntl1/mitf/ e https://genemania.org/search/homo-
sapiens/wntl1/mitf/ Acesso em: 24/01/2020

Em conjunto essas informagdes nos permitem inferir que para que as células da CNT
migrem pela rota dorso-lateral ¢ necessario que Wntl e 4 sejam bloqueados via Dkk1 (Fig.
24) e apesar de ndo haver ligagao direta entre Wntl1 e Mitf, ha possiveis interagcdes entre
essas proteinas via Lefl, em camundongos ou em humanos, via Tirosinase. Essa ultima,

fundamental para a produ¢do de melanina.

Figura 24 — Conclusdes da hipotese 2

Fonte: Produzido pela autora (2020) e a partir de Simdes-Costa; Stone; Bronner, 2015.

Nota: Esquema com as principais conclusdes da hipotese 2. (A) Dkk expresso pelo labio dorsomedial do
dermomidtomo (tracejado) bloqueia Wntl e 4 expresso pelo dorso do TN. Com o bloqueio de Wntl (B) Axud
ndo conseguiria ativar o comego da transcri¢do de FoxD3. (TN) Tubo neural, (NT) notocorda.
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3.4 HIPOTESE 3: WNTIl, NOGGIN E DKKI SAO RESPONSAVEIS PELA
MODULACAO DA EXPRESSAO DE SLITI E 2 E POR FIM, A MIGRACAO DAS
CELULAS DA CNT.

Nas fases iniciais de migracao, as células da CNT expressam os receptores Robol e 2.
O seu ligante Slit ¢ expresso na parte dorsal dos somitos. A sinalizagdo Robo/Slit ¢ repulsiva
para a migracao das células da CNT, impedindo-as de migrarem pela rota lateral nos estagios
iniciais (JIA; CHENG; RAPER, 2005). No entanto, a expressao de Slit ¢ reduzida
gradativamente até desaparecer totalmente. Paralelamente a isso, as c€lulas da CNT reduzem
a expressao de Robol e 2 durante a migragdo lateral. Jia e colaboradores (2005) mostraram
que células progenitoras de melandcitos expressando um dominante negativo de Robol
migram pela via ventral normalmente, mostrando que a via Robo/Slit parece ser decisiva na
migracao lateral. Essa nova configuracdo molecular permite que as células da CNT migrem
pela rota lateral. Entretanto, os mecanismos moleculares que levam a redugdo na expressao de
Robo/Slit, durante a migragao da CNT, ndo sdo conhecidos.

Para tentar entender quais fatores poderiam estar controlando a reducao na sinalizagao
Robo/Slit na CNT, foi realizada uma ampla busca nas plataformas supracitadas com as
proteinas soluveis ja descritas. Os resultados estdo apresentados na tabela 1. Dentre os
resultados mais promissores estdo o Noggin, Wntl1 e Fgf8. A andlise do perfil de expressao
dessas proteinas nos levou a criar a hipdtese de que a diminui¢dao na expressao de Robo/Slits
poderia ser causada por algum dos cenarios moleculares protagonizados por Wntl1, Noggin
ou Dkk1.

Ao pesquisar a interagao das proteinas expressas durante a diminuigdo da expressao de

Slit/Robo, foram encontrados os seguintes resultados (Fig. 25).
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Figura 25 — Analise da interagdo da sinalizagdo Slit/Robo com as proteinas presentes durante

a migracao das células progenitoras de melandcitos
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Fonte: Produzida pela autora (2020).

Nota: Analise da interacdo das proteinas presentes durante a migragdo dos progenitores de melandcitos com Slitl
e 2 e Robol e 2. Cada cor de linha descreve uma relagdo, conforme apresentado a direita. Analise original

disponivel em: https://genemania.org/search/mus-musculus/efnb2/tgfb2/cxcl12/fgf8/slit1/slit2/wnt11/wntSb/nog/
Acesso em: 24/01/2020.

Ja ao pesquisar artigos que relacionassem essas proteinas, foi observado que a
interacao entre Wnt5b, EphrinB2, Fgf8, Dkk1 x Slitl e 2 ndo apresentaram nenhum resultado
Ao pesquisar a interacao entre Wntll, TgfB2 x Slitl e 2 apresentaram resultados, porém
nenhum ¢ relevante para essa pesquisa, ja que trata-se de sequenciamento de tumores
protedmica do desenvolvimento de rins ou ainda experimentos com analise paralela dessas
proteinas. A andlise de Cxcl12 com Slit/Robo se mostrou mais promissora, ja que mostra que
Slit2 ¢ capaz de modular a expressdo de Cxcll2 em células do sistema imune. As demais
proteinas, quando analisadas com Robol e 2, ndo apresentaram resultados ou ndo foram
relevantes para essa pesquisa.

Sabendo que durante o intervalo de migracdo das células da CNT, o dorso do TN
expressa Wntl e Wnt4 continuamente, a primeira pergunta a ser respondida foi se o bloqueio
de Wntl e 4 por Dkkl poderia reduzir a expressio de Robo/Slit. Foi realizado um
levantamento no site PubMed® a fim de associar as proteinas Wntl e 4 com Slit/Robo, onde

foi pesquisado o termo “Wntl [TIAB] AND (Slitl [TIAB] OR Slit2 [TIAB])” e encontrado


https://genemania.org/search/mus-musculus/efnb2/tgfb2/cxcl12/fgf8/slit1/slit2/wnt11/wnt5b/nog/
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um unico artigo no qual citava Wntl e Slit2, porém, ndo havia analise de interag@o entre eles.
Ja& ao pesquisar a correlagdo de Wntl e Robol e 2 através do termo “Wntl [TIAB] AND
(Robol [TIAB] OR Robo2 [TIAB])” foram encontrados dois resultados, entretanto ambos
citavam Wntl apenas como um um promotor utilizado em sistemas de Cre/LoxP ou um
modelo de tumor induzido por Wntl, ndo apresentando correlagdo com o presente trabalho.
Ao pesquisar o termo “Wnt4 [TIAB] AND (Slitl [TIAB] OR Slit2 [TIAB])” ou “Wnt4
[TIAB] AND (Robol [TTIAB] OR Robo2 [TIAB])” nao foi encontrado nenhum resultado. No
entanto ao pesquisar no GeneMania® (SZKLARCZYK et al., 2019) as proteinas Wntl e 4
com Slit/Robo a fim de buscar uma correlacao entre elas, € possivel encontrar os resultados da

tabela 2.

Tabela 2 — Interagdes entre Wnts e Robos/Slits
Wntl Wnt4
Slitl Via Lrp5 e 6 e Wifl Nao ha interacdo

Sl2  ViaLprs, 6 Watl1, wifi  nteragdo dircta ¢ via

Wntl1
Robol Via Lrp5 Interagdo direta
Robo2 Via Lrp6 Interagdo direta

A proxima pergunta foi se o inicio da expressao de Wntl1 poderia estar relacionada a
repressdo de Slit nos somitos. Entdo foi realizada uma pesquisa no site PubMed® com o termo
“Wntl1[TIAB] AND (Robol [TIAB] OR Robo2[TIAB])” e “Wntl1[TIAB] AND (Slitl
[TIAB] OR SIit2[TIAB])”, onde foi encontrado um artigo, no qual apontava a acao dessas
proteinas no desenvolvimento dos rins, ndo apresentando correlacio com o trabalho. Ja ao
pesquisar a correlacio de Wntl1 com Slit/Robo no site GeneMania® (SZKLARCZYK et al.,
2019) foi observado uma correlagdo entre Wntl1 e Robol e 2 via o receptor Tcf4 (Fig. 26).
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Figura 26 — Andlise da interacdo da sinalizacdo Robo/Slit e Wnt11
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Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: Analise da interagdo de Slitl ¢ 2 , Robol ¢ 2 e Wntl1, no qual podemos ver interagdes preditas entre
Robos e Wntl1 ( linha laranja) e co-expressdo entre Robol, Slits e Wntl1 (linha roxa). Cada cor de linha
descreve uma relagdo, conforme apresentado a direita. Analise original disponivel em:
https://genemania.org/search/mus-musculus/ slit1/slit2/wntl 1/robol/robo2/. Acesso em: 24/01/2020

A proxima pergunta realizada foi se a medializacao de Noggin ou a reducdo de Bmp4
e 7 eram responsaveis pela reducao de Slitl e 2. Assim, foi realizada uma pesquisa no site
GeneMania® (SZKLARCZYK et al., 2019) a fim de saber se haveria alguma correlagdo entre

esses fatores, onde foram encontrados os seguintes resultados (Tabela 3).

Tabela 3 — Interagdes entre Slits e Bmp/Noggin

Slit1 Slit2
Bmp4 Interacdo direta e via Gemlin2, Via Gremlin2 e
Chordin e Noggin. Chordin.
Bmp7 Via Chordin e Noggin Via Chordin.
Noggin Interacdo direta Nao hé interagdes.

Foi realizada a pesquisa no site PubMed® com os seguintes termos “(Slit] [TIAB] OR
Slit2[TIAB]) AND (Bmp4 [TIAB] OR Bmp7 [TIAB])” ou “(Slitl [TIAB] OR Slit2 [TIAB]
AND Noggin[TIAB]”, porém, apenas foi encontrado um resultado, um artigo no qual o tema
¢ desenvolvimento nervoso central e cita que a via do Bmp4 e de Slit]l sdo importantes para o
neurodesenvolvimento. Ao pesquisarmos a correlacdo de Slit 1 e 2 com Gremlin2, Chordin ou
Noggin, também ndo ¢ possivel encontrarmos resultados. Porém, Tumelty et al., 2018, mostra

que Gremlin, um dos antagonistas de Bmp, como Noggin, ¢ capaz de interagir com o dominio


https://genemania.org/search/mus-musculus/%20slit1/slit2/wnt11/robo1/robo2/
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D2 de Slits, inibindo sua agdo. Logo ap6s, Bmp seria responsavel por regular negativamente a
expressdo de S/it. Nos levou a inferir que Noggin possa ter o mesmo efeito que Gremlin em
Slit, j& que ambos atuam de forma analoga.

Desta forma, estas informagdes nos permite inferir que apesar de ndo haver dados
bibliograficos sobre a interacdo de Slit com as proteinas supracitadas, Noggin pode ser uma

das proteinas responsaveis pela redugao de Sli (Fig. 27).

Figura 27 — Principal conclusdo da hipotese 3

Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: As Slits presentes no labio dorsomedial do dermomidtomo (tracejado) podem ser bloqueadas pela chegada
de Noggin, presente no mesmo local. (TN) Tubo neural, (NT) notocorda e labio dorsomedial do dermomiétomo
na regido tracejada.

3.5 HIPOTESE 4: FGF8 PODE SER QUIMIOATRATIVO PARA AS CELULAS DA CNT.

O Fgf8 ¢ uma proteina soluvel que controla diferentes processos durante o
desenvolvimento embriondrio. Creuzet e colaboradores (2004) mostraram que Fgf8 ¢ um
potente fator quimiotatico para as células da CN cranial. J& Sato et al., 2008 mostram que a
CN cardiaca migra para a regido medial do embrido seguindo um gradiente de Fgf8. Na
regido truncal do embrido, Fgf8 ¢ expresso na regido central do dermomioétomo (Fig. 28A), no
momento em que as células da CNT progenitoras de melandcitos comecam a migrar. Esta
regido parece ser muito importante para a migragao das células da CNT pela rota lateral. Ao
remover cirurgicamente essa regido, Tosney (2004) observou um atraso na migragdo das
células da CNT pela rota lateral. Implantando a parte central do dermomiotomo de embrides

mais velhos, em embrides nos quais as células da CNT ainda ndo haviam iniciado a migracao
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pela rota lateral, foi observado que imediatamente ap6s o implante as células da CNT
comecaram a migrar pela rota lateral, concluindo que ha fatores, nessa regido, decisivos para

habilitar as células da CNT a migrarem pela rota lateral (Fig. 28B-C)

Figura 28 — Expressdo de Fgf8 no dermomiotomo durante o desenvolvimento

21 somitos 21 somitos 15 somitos

Somito \K
N

f.

Endoderme Endoderme

Fonte: Produzido pela autora (2020) e DELFINI et al., 2009.

Nota: (A) Expressdo de Fgf8 no dermomotomo (em verde) e experimento realizado por Tolsney (2004) onde a
autora retira parte do somito de um embrido mais velho, essa regido expressa direfentes fatores, dentre eles Fgf8
(B). Neste momento as células progenitoras de melandcitos ja estdo migrando e insere na regido mesma regido
em um embrido mais novo, no momento em que as primeiras células da CNT estdo migrando e observa que as
células migram para a rota dorsal (C). (NT) Notocorda, (TN) tubo neural.

A partir destes dados, foi realizada a seguinte pergunta: O Fgf8 expresso pela regido
central do dermomidtomo poderia participar da quimiotaxia ou da capacitagcdo das células da
CNT para migrarem pela rota lateral? Logo, foi realizada uma busca se os receptores de Fgf8
(Fgfrl-4) seriam expressos pelas células da CNT que migram pela rota lateral. O receptores
Fgfr 1 sdo expressos por essas células (Fig. 29A-C). Mostrando que Fgf8 seria um candidato
para induzir a migragdo de progenitores de melanocitos. Consequentemente, a proxima
pergunta foi se o Fgf8, de alguma forma, poderia induzir as células da CNT progenitoras de
melandcitos a migrar pela rota lateral, tornando-os competentes. Para responder essa pergunta
foi utilizado o site GeneMania® para analisar a interagdo de Fgf8 com proteinas que ja sdo
conhecidas por influenciar na migragdo dos progenitores de melanocitos: FoxD3, Robol e 2,

EdnrB2/EdnrB e Mitf (tabela 4).
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Tabela 4 — Andlise da interacdo de Fgf8 com Robos, Foxd3, Ednrb e Mitf

FoxD3 Robol Robo2 EdnrB Mitf
Nao ha - . Interagdo direta e Interagdo direta e
. Via Slitl Interacdo direta . :
Fgf8 interagoes via Edn3 e Fgfrl. via Lefl e Fgfrl

Figura 29 — Expressao de Fgfrl nas células da CNT

Fgfr1

Ectod erme

TN

ndoderme

Fonte: Produzido pela autora (2020) e http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=460369.

Nota: Representacdo da expressdo de Fgfrl, onde em (A) ilustragdo mostrando o local de expressdo de Fgfrl. (B)
Expressdo in vivo de Fgfrl e (C) a representacdo de um corte transversal mostrando a expressdo de Fgfrl nas
células da CNT. (TN) Tubo neural, (*) notocorda.

Ao pesquisar o termo “Fgf8 [TIAB] AND FoxD3[TIAB]” no site PubMed®, foram
encontrados 4 resultados, onde 3 desses trabalhos ndo sdo relevantes para este presente
trabalho, pois ndo comparam a agdo ¢ expressao dos fatores supracitados. Entretanto
Monsoro-Burq e colaboradores (2003) mostram que Fgf8 ¢ capaz de induzir, de forma
momentinea, a expressao de FoxD3 em Xenopus [. Ja ao pesquisar a correlagdo de Fgf8 com
Robol e 2 através do termo “Fgf§[TIAB] AND (Robol[TIAB] OR Robo2[TIAB])” foi
encontrado um resultado, que diz respeito a um estudo com sarcomas e nao apresenta dados
relevantes para esse estudo. O termo “Fgf§[TIAB] AND (EdnrB[TIAB] OR EdnrB2[TIAB])”
nos mostra que Welsh & O’Brien (2000) observaram que camundongos com a delecdo de

EdnrB apresentam uma diminuicao dréstica na expressao de Fgf8.


http://geisha.arizona.edu/geisha/search.jsp?entrez_gene=460369
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A busca pelo termo “Fgf8[TIAB] AND Mitf[TIAB]” nos levou a 3 resultados, onde
mostram que Fgf8 exdgeno durante a formagdo do olho de embrides de galinha leva a uma
perda na expressao de Mitf (HALILAGIC et al., 2007; KOBAYASHI; YASUDA; ARAKI,
2010; VOGEL-HOPKER et al., 2000). Entretanto ao pesquisar os termos “FgfS[TIAB] AND
Lef1[TIAB]”, ja que ¢ possivel que a acdo de Fgf8 seja indireta sobre Mitf, encontramos 8
resultados, 7 desses apenas mostram Fgf8 e Lefl como resultados paralelos. Contudo,
Eblagie e colaboradores (2004) mostram que Fgf8 exogeno induz a expressdao de Lefl no
desenvolvimento de glandulas mamarias de camundongos. Ja ao realizar o bloqueio de Fgfrl,
nao ha expressdo de Lefl, mostrando que a inducao da expressdao de Lefl ocorre através Fgf8
via Fgfrl. Inferindo que, talvez, a acdo de Fgf8 ative a expressdao de Lefl e esta leve a
migracao pela rota lateral e o comego da diferencia¢do celular. A pesquisa com os termos
“Fgf8§[TIAB] AND SIitl[TIAB]” apresentou apenas um resultado, no qual relatam Slitl e
Fgf8 em experimentos paralelos. Ao pesquisar os termos “Fgf8[TIAB] AND Edn3[TIAB]”
nao foram encontrados resultados.

Portanto, ¢ possivel inferir que Fgf8 pode ser um possivel fator quimiotatico para as
células da CNT, ja que essas possuem Fgfrl e 3, ou ainda, influenciar na transcri¢ao de genes
relacionados com a diferenciagdo de melandcitos, como FoxD3 ou Mitf (Fig. 30). Apesar de
haver poucos dados sobre a acao de FgF8, foi observado, também, que Fgf8 parece atuar de

forma bloqueadora na expressao de Mitf.

Figura 30 — Principais conclusdes da hipotese 4

m

Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: O Fgf8 expresso pela regudo medial do somito atrai as células da CNT que expressam Fgfrl, isso ativaria
a transcri¢do de Mitf e/ou o bloqueio de FoxD3.
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4 DISCUSSAO

Os melandécitos sdo células pigmentares encontradas na pele e penas de vertebrados.
O desenvolvimento dos melandcitos inicia-se com a migracdo das células da CN
(KUKLENSKI, 1915; MAKITA; MOCHIZUKI, 1984; MUROYA et al., 2000). Dependendo
da rota migratoria que essas células seguirem, receberdo as informagdes moleculares
necessarias para conduzir sua diferenciagdo. A grande maioria das células da CNT migram
via rotas ventrais, no entanto a ultima populacdo de células da CNT a migrarem alteram
drasticamente sua rota de migracdo, passando a migrar por uma rota lateral. Essas células
formarao, na sua grande maioria, melandcitos. Curiosamente, os mecanismos moleculares que
controlam essa mudanca de rota migratéria, ndo sdo completamente conhecidos. A grande
maioria das informagdes sao isoladas e desconectadas entre si.

Para melhor compreender a mudanga do perfil migratorio das células da CNT que
formarao os melandcitos (células que migram pela rota lateral), foi realizado uma extensa
revisdo bibliografica a fim de encontrar as principais proteinas envolvidas na migracdo das
células da CNT. Depois disso, foram verificadas possiveis interagdes dessas proteinas com as
vias de sinalizacao ja descritas como associadas a migracao lateral da CNT e diferenciacao de
melanécitos. Com essas informagdes, foram criadas quatro hipoteses para tentar responder o
porqué da mudanga de migracao. Numa ultima etapa foram utilizadas ferramentas in silico
para testar, na medida do possivel, tais hipdteses.

Ja é conhecido que as células da CNT que passam a migrar pela rota lateral, antes
disso, apresentaram um aumento na expressao de Lefl (KURIYAMA; MAYOR, 2008).
Nossas andlises mostraram que Noggin (um potente antagonista de Bmp) passa a ser expresso
no labio dorsomedial do dermomidtomo (regido anatomicamente muito proxima ao dorso do
TN — local de inicio de migrag@o das células da CN). Durante a migracdo da CNT, o dorso do
TN expressa Bmp4 e 7. Na hipdtese 1, temos que o bloqueio do Bmp4 e 7 por Noggin pode
ser um dos responsaveis pelo aumento de Lefl e assim, desencadear a migragdo das células da
CNT pela rota lateral. As analises realizadas mostraram que realmente a sinalizacdo Bmp
pode atuar como um repressor de Lefl. Além disso, foi observado que Lefl tem alta afinidade
por Mitf, principal regulador da diferenciacdo de melandcitos (SEBERG; VAN OTTERLOO;
CORNELL, 2017). Outro dado ja& conhecido ¢ que as células da CNT que iniciardo sua
migracdo pela rota lateral perdem a expressdo de FoxD3 (conhecido bloqueador de Mitf)

(NITZAN et al., 2012). A chegada de Noggin no labio dorsomedial do dermomidtomo pode
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ser um dos responsaveis pela diminuigao de FoxD3. Nossas analises mostraram que FoxD3 ¢
fortemente estimulado por Gdf5, ja Noggin ¢ capaz de bloquear Gdf5. Dessa forma, via
bloqueio de Gdf5, Noggin poderia ser o responsavel pela redu¢do na expressao de FoxD3

(Fig. 31).

Figura 31 — Rede regulatdria criada a partir da hipotese 1
. Gdf5

N
~
~
“
o
—Noggin
Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Noggin é capaz de bloquear Gdf5, que por consequéncia, bloquearia FoxD3 e com isso, Mitf poderia ser

expresso. O bloqueio de Bmp4 e 7 por Noggin, permite a expressdo de Lefl, que atua na transcri¢do de Mitf,
este ultimo e Foxd3 atuam bloqueando-se reciprocamente.

Em nossas andlises também constatamos que Wntll apresenta um padrao de
expressao anatoOmico-temporalmente compativel com a migracao das células da CNT pela
rota lateral. Sendo assim, teorizamos, a hipdtese 2, que Wntl1 seria um dos responsaveis pela
migracao das células da CNT pela rota lateral. Durante as analises foi observado que Dkk1,
antagonista classico da via Wnt, € expresso nos somitos, em posi¢do muito préxima ao dorso
do TN, no mesmo momento em que Wntll também ¢ expresso (CHAMPMAN, 2018).
Inicialmente esses dados podem parecer incoerentes, entretanto, Dkk1 poderia ser capaz de
bloquear Wntl e 4 (expressos no dorso do TN) e ndo Wntl1 (MIKELS; NUSSE, 2006). Tao e
colaboradores (2005) mostraram que Dkk1 atua nos receptores Lrp, e ndo Flr, receptores com
maior afinidade por Wntl1. Simdes-Costa e colaboradores (2015) descrevem que o bloqueio
de Wntl ndo ativaria FoxD3, ou ainda a expressdao de Wntl1 parece ser vital para a sintese de
melanina (WANG et al., 2019), indicando que apesar ndo haver pesquisas estudando a
interagdo direta ou indireta de FoxD3 e Wntl1, de alguma maneira, ele poderia ser um dos

responsaveis pelo inicio da migragdo das células progenitoras de melandcitos,
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concomitantemente com o bloqueio de Wntl, que auxiliaria indiretamente ao bloqueio de

FoxD3 (Fig. 38).

Figura 32 — Rede regulatéria criada a partir da hipdtese 2
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Fonte: Produzida pela autora (2020).

Nota: O bloqueio de Wntl por Dkkl faz com que FoxD3 também seja bloqueado. Wntl1 parece ser um dos
ativadores de Lefl.

E bem conhecido que as células da CNT que migram pela rota lateral reduzem a
expressao de Slits (JIA; CHENG; RAPER, 2005b). Na hipotese 3 buscamos relacionar o
cenario molecular identificado em nossas andlises (sinalizagio Bmp, Wnt e Robo) com a
diminui¢do da expressao das Slits, no momento em que as células da CNT migram pela rota
lateral. Foram observadas interagdes moleculares indiretas entre Bmp4 e 7 (expressos pelo
dorso do TN) com Slits via seus antagonistas, Noggin, Gremlin ¢ Chordin. O mesmo foi
observado com Wntl (expresso no dorso do TN), cuja a ligacdo molecular com Slits foi
observada via seu antagonista, Wifl. Além disso, observamos ligacdes moleculares entre os
ligantes cléassicos de Slits, as proteinas Robo, com receptores da sinalizacdo Wnt, Lrp5 e 6.
Apesar de ndo haver intera¢do direta entre Slits x Wnts e Slits x Bmps, podemos hipotetizar
que o bloqueio de Slits se dé via proteinas intermediarias, como Noggin, Gremlin, Chordin,
Lrp5 e 6 ¢ Wif (Tabela 3), e ndo diretamente com Bmps e Wnts, j4 que Tulmelty e
colaboradores (2018) mostraram que Gremlin € capaz de inibir a acdo de Slits, por interacao
com o dominio D2 do mesmo. A interacdo de Slits com os antagonistas da via Bmp e da Wnt
indicam que, talvez, o bloqueio dessas acarretaria na diminui¢do de Slits no microambiente no

momento em que as células da CNT que seguirdo pela rota lateral iniciam sua migragao.
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Figura 33 — Rede regulatéria criada a partir da hipdtese 3
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Fonte: Produzido pela autora (2020).
Nota: Wifl ao bloquear Wntl, bloqueia indiretamente Slitl e 2, atuando da mesma forma, indiretamente Noggin
parece inibir Slitl e 2 ao bloquear Bmp4 ¢ 7.

A hipotese 4 foi criada a partir da teoria de que Fgf8 poderia ser um fator
quimiotatico para as células da CNT migrarem pela rota lateral. Investigadoras mostraram que
Fgf8 ¢ quimioatrativo nas células da CN cefalica (CREUZET et al., 2004), ou para a crista
neural cardiaca (SATO et al., 2011). Paralelo a isso, Tosney (2004) demonstra que as células
recém saidas do TN sdo atraidas para a rota lateral quando implantado um enxerto de
dermomidtomo mais velho na regido lateral do embrido, levando a inferir que ha fatores
expressos naquele local que possam atrair as células da CNT. Até hoje, ndo se sabe ao certo
quais fatores que estdo presentes nessa regido do dermomidtomo que seriam capazes de atrair
as c¢lulas da CNT. Entretanto, em nossas analises observamos que Fgf8 ¢ expresso na mesma
regido do dermomiotomo transplantada por Tosney em 2004 (DELFINI et al., 2009). Isso
coincide com o momento em que as células da CNT iniciam sua migracao pela rota lateral.
Em nossas andlises ndo foram observadas relagdes diretas entre Fgf8 e Mitf, porém ha
interagdes via Fgfrl e Lefl, levando a hipotetizar que, talvez, a agdo do Fgf8 seja quando ele
se liga ao Fgfrl, ativando Mitf via Lefl. Eblaghie e colaboradores (2004) mostram que o
bloqueio de Fgf8 via Fgfrl bloqueia também a expressdo de Lefl em células mamarias de
embrides de camundongo. Ou ainda a interacdo de EdnrB (proteinas expressas pelas células
da CNT que iniciam sua migracao pela rota lateral) e Fgf8 parece ser via Fgfrl e Edn3, onde
Fgf8 se ligaria a Fgfrl e sinalizaria para a célula para comegar a expressar EdnrB e entdo, a

Edn3 se ligaria a EdnrB e assim, comegaria a expressao de genes como Mitf (Fig. 34).
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Figura 34 — Rede regulatéria criada a partir da hipdtese 4
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Fonte: Produzido pela autora (2020)
Nota: Fgf8 parece se ligar em Fgfrl presente nas células da CNT e assim, ativar Lefl.

Apesar de nesse trabalho terem sido abordadas 4 hipdteses separadamente, €
possivel observar que elas interagem entre si e fazem parte de uma complexa rede regulatéria,
com diferentes mecanismos redundantes. Um exemplo disso seria a ativagdo de Lefl por Fgf8
via Fgfrl ou Wntll, ou ainda indiretamente pelo bloqueio de Bmp4 e 7. Os diferentes
mecanismos de ativagao de Lefl sugere que ele seja extremamente para importante durante a
migracao das células da CNT pela rota lateral, mostrando que talvez Lefl seja um dos
ativadores de Mitf. Outro mecanismo redundante encontrado neste trabalho foi o bloqueio de
FoxD3 via repressao de Gdnf5 por Noggin ou ainda pela inibigao de Wntl por Wifl ou Dkkl,
mostrando a importancia na diminui¢do na expressao de FoxD3, ja que sua expressao reprime
a expressao de Mitf e EdnrB2 (THOMAS; ERICKSON, 2009). Analises desse trabalho
mostram também que Wifl e Noggin podem responsaveis pela diminui¢ao de Slitl e 2, ja que
indiferentemente, bloqueio de Bmps ¢ Wnts podem influenciar na diminui¢do de Slits e sua
repressdo € importante para a migra¢do das células da CNT pela rota lateral, ja que as Slits
atuam como quimio repelentes.

Yangl (Yyl) € um fator de transcri¢do pouco estudado durante a migrag@o de células
da CNT pela rota lateral, entretanto, possui diferentes fungdes, como iniciador, ou seja, Yyl
liga-se a proteina que inicia a transcricdo dos genes alvos (SHI; LEE; GALVIN, 1997). Lie
colaboradores (2012) mostraram que Yyl € capaz e interagir com a regido B-HLH-Zip de
Mitf, e assim ativar a diferenciacdo de melandcitos. Ao analisar a interagdo de Yyl com Lef1
e Mitf, observamos que ambos possuem interacdes preditas, levando a inferir que Yyl e Lefl
atuem em conjunto para a ativa¢do de Mitf, ja que Yyl possui interacdo com Mitf e Lefl.

Mais evidéncias que Yyl esteja relacionado com a transcricdo de Mitf ¢ que simultaneamente
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com Lefl, Yyl apresenta interagdo com Smad4, Tyr e Pax3, todas essas, proteinas envolvidas

na migragao pela rota lateral e inicio da diferenciacdo de melandcitos (Fig.35).

Figura 35 — Analise da interagdo de Yyl com Lefl e Mitf
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Fonte: Produzido pela autora (2020)

Nota: Analise da interacdo de Lefl, Mitf eYyl, onde oservamos que Yyl possui intrecdo com Lefl, Mitf, Pax3,

Smad4 Tyr. Analise original disponivel em: https:/genemania.org/search/mus-musculus/lefl/yy1l/mitf. Acesso
em 08/02/2020.

Ja o Fgf8, expresso no dermomiotomo no momento da migracao dos progenitores de
melandcitos, parece ser um fator quimiotatico para as c€lulas da CNT, para migrarem pela
rota lateral, ndo s6 as células que sairam da ultima rota de migragdo, mas também os
progenitores de células da Schwann (PCS). Adameyko e colaboradores (2009) mostram que
parte das células PCS saem da sua rota, entre o dermomiotomo e o esclerétomo, atravessam o
dermomiotomo e migram pela rota lateral, tal como as células progenitoras de melandcitos
(Fig. 36). Até¢ o momento, ndo hé estudos que mostrem quais proteinas estdo envolvidas nesse
comportamento andmalo das células, entretanto, sabe-se que ¢ 0 mesmo momento em que o
Fgf8 esta sendo expresso e os progenitores de melandcitos estdo migrando pela rota lateral.
Portanto, o Fgf8 expresso pelo dermomidtomo pode ser um fator quimioatrativo para as
células da CNT que estdo migrando pela rota lateral e possuem Fgfrl, e também para as PCS,

que entdo perto do ganglio da raiz dorsal.


https://genemania.org/search/mus-musculus/lef1/yy1/mitf
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Figura 36 — PCS podem ser atraidas por Fgf8 para migrar

Endoderme

Fonte: Produzido pela autora (2020).

Nota: As células da CNT progenitoras de melandcitos, em rosa, saem do tubo neural que seguem pela rota
lateral, atraidas pelo Fgf8, em roxo, produzido pelo dermomiotomo. As PCS, em vermelho, saem do seu local,
perto dos ganglios da raiz dorsal, em amarelo, e atravessam o dermomi6tomo a partir da quimiotaxia de Fgf8.
(TN) Tubo neural, (NT) notocorda.

A CN ¢ uma populagdo multipotente de células, entretanto, ainda ndo se sabe ao
certo quais mecanismos moleculares estdo envolvidos na mudanca da rota de migracao. Esse
trabalho apresentou 4 hipoteses para tentar levantar possiveis proteinas que estdo presentes e
atuando sobre o comego da migragao das células da CNT pela rota lateral. Possivelmente a

interacdo das proteinas apresentadas sejam concomitantes, formando uma intricada rede

regulatdria, onde mecanismos redundantes atuam de forma conjunta para evitar erros.
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5 CONCLUSAO

e Lefl e Y1 sdo posiveis proteinas que podem atuar no comego da trancri¢ao e
Mitf;

e O Noggin expresso pelos dermomidtomos podem ser responsaveis pelo
bloqueio indireto de FoxD3, via bloqueio de Gdf5, assim como o bloqueio de
Bmps via Noggin;

e Bloqueio de Wntl via Wif e Dkkl podem influenciar na diminuicdo da
expressao de Slits;

o Fgf8 expresso pelo dermomidtomo poderia interagir com Fgfrl expresso nas
células da CNT, que ativaria uma cascata de sinalizacdo, fazendo com que a

célula da CNT expresse EdnrB2, e assim, migre pela rota lateral.
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6 PERSPECTIVAS

e Bloquear a transcri¢do de Lefl nas células migratérias da CN e analisar a
expressdao de Mitf e FoxD3 nas mesmas;

e Implantar microesferas com Fgf8, Dkk, Wntl1 para analise da migragdo das
células da CNT;

e Analisar a expressao das proteinas Gdf5 e Wifl durante a migracao lateral.
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