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Apo6s a gastrulacéo, as células do Organizador irdo formar a
notocorda

archenteron yolkplug | Induced
o secondary structures Primary structures

Somite Lumen of gut

N Notochord
2_Somite

Neural tube
Notochord
Lumen of gut

v
1ation

blastocoel

QUAL E ARELACAO
ENTRE

O CRESCENTE CINZA,
BETA-CATENINA E

O MESODERMA
DORSAL???1!

Como é formado o MESODERMA?

Animal ectoderm

animal cap cells

notochord

Ventral equatorial cells

epidermisblood musde  netral

vegetal cells
Vegetal undifferentiated vegetal tissue

ectoderm

undifferentiated vegetal tissue

AGE
vegetal cells

Nieuwkoop, anos 70
O polo vegetal contém elementos que induzem o
mesoderma mesmo antes da transcrigao zigoética.

ectoderm
animal cap cels 5

—

5o

SRS > Wy
W od undifferentated vegetal tissue

vegetalcells

animal cap cells induced mesodermal tissue

muscle

notochord

mesenchyme

vegetalcells

Hipétese: Existem fatores no p6lo vegetal que induzem o
Mesoderma

Animal

Ventral Dorsal

Vegetal

Um gene candidato a indutor endégeno do Organizador
deve ter a seguintes propriedades:

Expresséo na regido dorsal

Capaz de causar duplicacéo axial

Capaz de compensar pelo efeito do UV

Ser de origem materna




Hip6tese: Existem fatores no poélo vegetal que induzem o
Mesoderma

Um gene candidato a indutor
endégeno do MESODERMA deve ter

a seguintes propriedades:

Animal

?

Ventral Dorsal

Vegetal

Um gene candidato a indutor endégeno do
MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

1. Capaz de induzir MESODERMA
2. Expresso no pélo vegetal

3. Serde origem materna

06/05/2013

Um gene candidato a indutor endégeno do
MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

1. Propriedade Molecular?
2. Expresséo Espacial?

3. Expresséo Temporal?

Teste para indugéo de Mesoderma

ectoderm

.

animal cap cels

undifterentiated vegetal tissue

induced mesodermal tissue

vegetalcells

Teste para indugdo de Mesoderma

Explantes de ectoderma

animal cap cells

e
>
Microinjecdo de RNA Microcirurgia \
(estagio de 2 células) (Blastula)
=

ectoderm

£

i Ectoderma
Q =" =
RNA de VegT ‘
Xbra - . g
Genes de Mesoderma = **"® -,

Gse q“i

EF-l e e i e e e

Mesoderma




Um gene candidato a indutor endégeno do

MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

1. Capaz de induzir MESODERMA

Membros da familia
FGF (ex. eFGF, bFGF)

TGF-beta (Xnr1,Xnr2,Vgl, VegT)

Um gene candidato a indutor endégeno do

MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

1. Capaz de induzir MESODERMA
2. Expresso no pélo vegetal

3. Serde origem materna

Um gene candidato a indutor endégeno do
MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

1. Capaz de induzir MESODERMA

2. Expresso no pélo vegetal

3. Serde origem materna
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O VegT é um candidato a fator endégeno indutor do mesoderma ?

7 Ectoderma

RNA de VegT ‘

Xbra wew . 9w
Xwnid —~—
Genes de Mesoderma L -
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g o o oo o &
L2 g E
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O VegT é um candidato a fator endégeno indutor do mesoderma ?

Ovécitos

Vegetal

Hibridagao in situ para mRNA de VegT

O VegT é um candidato a fator endégeno indutor do mesoderma ?
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O VegT é um candidato a fator endégeno indutor do mesoderma

Um gene candidato a indutor endégeno do
MESODERMA deve ter a seguintes propriedades:

Ele é expresso maternalmente

VeqT 31 e . . . 1. Capaz de induzir MESODERMA

3 PR p————

8 9 10 11 12 14 16 18 22 25 27 38
4| 3. Serde origem materna
N/F Stage ] 9

2. Expresso no pélo vegetal

o
o
i}

B-cell

O método de antisenso em o6citos para interferir com genes maternos

Normal
-
2%
Injec&o de VegT antisenso+ qe::
L)

Corante inerte

Sem VegT maternal
(tratado com antisenso)

[ —
Acompanhamento dos
embrides corados

Re-implantacéo
em fémeas Kofron et al.

A deplecéo de VegT materno altera a disposicéo dos folhetos

embrionarios, eliminado quase completamente o Mesoderma Hipotese: Existem fatores no poélo vegetal que induzem o

Mesoderma
UNTREATED VegT- DEPLETED
Animal
Animal Animal
Epidermis Epidermis —— °
and neurons
Ventral Dorsal

Mesoderm — Epidermis — (SO0
and neurons and neurons
Endoderm Epidermis,———Q VegT- Vegetal

mesoderm,

and neurons

Vegetal

Zhang et al VegT

Coll. Wol. Y94, 515-574, August 21, TE44,
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Sem VegT maternal
(tratado com antisenso)

VegT-
(T i A (T 23
Jd @am = A4 Y @ e N7
I | | I ‘
Ventralizante " Ventralizante "
Dorsalizante Dorsalizante
<UV. ou UV ou
Auséncia de Duplicagio axial “Auséncia de Duplicag&o axial
C t Ci t
C:’:ZS;EH € *Transplante de C;:;;en e «Transplante de
Spemman N P Spemman
Auséncia de W
B
VeqT Wnt

O Organizador de Spemann fica no MESODERMA DORSAL

archenteron archenteron yolk plug

-- Experimentos Classicos
4 *Centro de Nieuwkoop

marginal  Animal pole _ biastocoel

blastocoel

\
blastopore

pa
Vogotalpolo Yok cells

D eotem [ mstem [Joniotem | - Organizador de Spemann

Dale and Slack, 1987

Como é formado o MESODERMA DORSAL? Aregido dorsal do pélo vegetal é capaz de induzir mesoderma

DORSAL
NASCE O CENTRO DE NIUWKOOP! Dorsl
— 77

animal cap cells

: notochord
Ventral fig% — equatorial cells —

epidermis  blood musdle  reural 11
vegetal lls g Ventral
Vageta uncierestited vegetal e
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Hipotese: Existem fatores no polo vegetal que induzem o

Mesoderma
Animal
Ventral Dorsal
Vegetal

VegT

Hip6tese: Existem fatores no pélo vegetal DORSAL que
induzem o Mesoderma DORSAL

Animal

Ventral Dorsal

Vegetal

VegT

Que elemento materno esta na regido
dorsal ?

B-catenin

O Centro de Nieuwkoop é formado pela sobreposicéo de
VegT e Beta-catenina
(C)

Organizer

Dorsal mesoderm-inducin
signals

Nieuwkoop
Mesoderm-inducing ceuter
TGF-P signal Dorsal signals
(VegT) B-catenin
accumulation accumulation
. \ v J
Overlap = Nieuwkoop center
02000 S s, .
Mas VegT e beta-catenina sdo fatores de transcri¢éo!!!
(A) Stage8 (C) Stage 10

Ventral

Organizer

VegT, Vgl B-catenin Gradient of BMP4,
Xwnt-8

Dorsal
¥ggFTbe <t:)utros Mesoderma
“betas Ventral

Percent
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O que é secretado pelo Centro de Nieuwkoop para formar o
(C) Stage 10

Organizador?

(A) Stage8
Ventral Dorsal
) " L
) ¥
Organizer l
VegT, Vgl B-catenin Sadigarol BHES,
Nieuwkoop
B-catenina @ Mesoderma
Dorsal (Org) goosecoid  Goosecoid Organizador
protein
}r/((e;gFT; <t)utros E Mesoderma
-betas Ventral

ENERNNI

Induz

|VegT‘ |Beta—Catenina‘
Nieuwkoop
. Zigbtico
. Ativado por VegT
. Ativado por beta-cat
anizador

Xnrs séo expressos zigéticamente . ~
P 9 O VegT induz a expresséo de Xnrl
1. Zigético
Meso-blastula
2. Ativado por VegT
A ‘ 6 7 8|9 1010411 12 13 14 17stage -5:
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Development 127, 1173-1183 (2000) Hyde et al., 2000
o

A atividade de Beta-catenina é necessaria para expresséo de Dale and Slack, 1987
Aregido dorsal do pdlo vegetal é capaz de formar
mesoderma DORSAL
NASCE O CENTRO DE NIEUWKO e
—_— 77

Blastula Meso-Blastula

4
& &8

Wy
2,

Xnorl

Xnrl
3. Ativado por beta-cat

Animal
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Aregido dorsal do pdlo vegetal é enriquecida em Xnrl

B nimal m
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P ROTACAO
CORTICAL

N *FORMAGAO DO Centro de

v [ L} DNieuwkoop
\ ’ «INDUGAO DO MESODERMA

/_/ Organizador

Gradiente de ?

«Deslocamento de
Dsh para a regido dorsal
(proteinas maternais)

*Expresséo de genes de
mesoderma induzidos por
VegT (proteinas zigéticas

*Sobreposicdo de VegT com
beta-catenina no Centro de
Nieuwkoop

<Transcrigdo e secrecéo de
Xnrl do Centro de
Nieuwkoop (proteinas
zigéticas)

I)

Direction of cortcal otation

Neuwkoop
center

Beta-catenin

Midblastula

i

Ventral

VegT, Vg1

avegT

Transer

N

Bleta-cateni a

Mesoderm Gastrulation
induction

pcatenin ectoderm

Dorsal Niewkoop g

organizer
nodakrelted proteins endoderm

Nodal ”

ol

gooecoid

Propriedades do Organizador:

1. Inicia Gastrulacé@o
2. Participa do Mesoderma Dorsal

3. Induz formacéao de tecido Nervoso a partir do Ectoderma

& Touchstone Television

]
montags 21:15 Uhr ‘

e 0 primeiro eixo de outros embrides?

C. elegans

Galinha

Gradiente de pH

Gravidade/
Centrossomo

O eixo antero-posterior

) f

10
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O primeiro eixo a ser definido no embrido de galinha é o antero-posterior

blasto!
(eml
pr

N ONDE se inicia a
gastrulacao em Gallus
gallus?

AN

ama
palucda

Ainjecéo de corante flourescente permite acompanhar o destino celular
Como seguir uma célula entre varias?

R

Gilbert 8th Edition

A LINHA PRIMITIVA surge de uma regiao
logo anterior a um crescente (Foice de
Koller) que define a PMZ (Zona Marginal
Posterior)

P Posterior

Timelapse: Formation
of the Primitive Streak
and Early Neural Tube

Anterior

11



06/05/2013

A LINHA PRIMITIVA surge de uma regiao
logo anterior a um crescente (Foice de

Koller) que define a PMZ (Zona Marginal
Posterior * B

(A) Marginal zone Notochord

Area opaca
| N/ \

Area
pellucida |

Posterior Koller’s \Primitive /

marginal sickle streak
zone

Foice de
Koller

Linha
Primitiva

O QUE é Zona Marginal
Posterior (PMZ)?

As células que ingressam pela linha primitiva tém dois
destinos:

Espaco entre Epi e Hipoblasto

Deslocam e substituem o Hipoblasto secundario, formando o
endoderma definitivo

onde se inicia a linha primitiva?

12
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O HIPOBLASTO é formado em duas etapas:

1. Delaminagéo do Hipoblasto
Priméario

2. Migracéo do Hipoblasto
 Secundario a partir da PMZ
(ZoAggo!vlarginal Posteriq,‘rm)mr

(A) Stage X Areq pellucida
bl K

o Blastoderm

Area opaca
iblast

oller’s sickle

Dorsal
Ventral
¥ Hypoblast Posterior
“islands” marginal
zone

Area opaca
endoderm

(B) Stage XII

Primary hypoblast cells

(C) Stage XIII

Secondary hypoblast cells

A LINHA PRIMITIVA surge de uma
regido logo anterior a PMZ

MIDSAGITTAL VENTRAL DORSAL

Q
0,

(D) Stage2

(E) Stage3 imitive streak

Epiblast —
NI

~
Hypoblast -
Blastocoel  Definitive endoderm

O QUE DEFINE ONDE
SERA FORMADO a zona
marginal POSTERIOR?

A PMZ expressa Vg (= VgT)

Aregido marginal toda expressa Wnt

Vgl=vegT ‘

13
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No Xenopus, a sobreposicéo da via de Wnt + VegT forma o
Centro de Nieuwkopp

Na ave, a sob{gposigé
na PMZ

nt + Vg1 definem o Foice de Koller

Organizer

Dorsal mesoderm-inducin,
signals

Nieuwkoop
center

Mesoderm-inducing
signals

(A)  Marginal zone

Devlopment 128, 20152027 (2001
Pritod in Groat Britain © The Company of Biologists Limitod 2001
DEV224

streak formation in the chick embrye

Isaac Skromne* and Claudio D. Stern$

Interactions between Wnt and Vg1 signalling pathways initiate primitive

Notochord
Area opaca
/
Area -
' pellucida | \
Posterior Koller’s Primitive
marginal sickle streak
zone
. Nieuwkoop sapo
(A) Marginal zone Notochord
_—"|Dorsal (Org)
}r/ggFT; <t)utros D Mesoderma
\ / -etas Ventral
Posterior Koller’s Primitive
marginal sickle streak
zone ave

Foice de Koller

-\| Linha Primitiva

Skromen and Stern, Development 2001 Aug;128(15):2915-27.

Foice de Koller

Linha
Primitiva(né
de Henser)

1. Ap6s a gastrulacdo, as células do Organizador irdo formar
a notocorda

archenteron Induced

secondary structures Primary structures

Somite Lumen of gut

Neural tube
Notochord

Lumen of gut

1ation Neural tube

blastocoel

1. Ap6s a gastrulacéo, as células do N6 de Hensen
(marcadas em verde) irdo formar a notocorda

14
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2.0 transplante do n6 de Hensen
também duplica eixos

Hensen'’s node grafted from quail embryo to chick host

New axis induced in host

host
axis

O QUE DEFINE ONDE

yd
EF Y W g acumulara Vegl1/vVgT?
Il 0 :
|\
Quail embryo Chick embryo
Wolpert, Biologia do D
cleavage
Fertlization of egg 30° cortical rotation Late blastula Tailbud stage embryo
Animal Direction of cortcal rotation A
. -
\ “ Spemann
N v v orgarizer v,
% ‘o
corted S heay yok blastopore
Vgt
= .
r) N L{ J\ v
: /] V / <
, . - —

Reproductive Tract

St
Follicles \‘&g Stigma
V\Dvary

Infundibulum =",
Function: Eyg Pickup, Sperm \
Storag edFertilization '4.--" Maghum

Function: Albumen
Secretion
Isthmus ~
Function: Formation of
Shell Membranes

Uterus

Function: Formation of
Shell

. Rectum
' A= Cloaca

‘whr'f

Magnum —— "

Infundibulum

Uterus ~——_ (8

/—Albumen

Shell '
Membrane ¢ h
®

/
' Large
4= Intestine
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O eixo antero-posterior é determinado
no oviduto durante o rolamento da gema

Rotation in oviduct Development after aying
—— X-Y aross secton during otation Surtace view o yok
o (T
o / N /7 primitive streak
- o e
x ) v ( \
X Y Yok ] o . oy
S Abmen

Mas,sera que o ponto de entrada do
espermatozéide determina a diregdo do
rolamento???

B
A CRANIAL
TuB

A

GERM WAL LAS REGION

CAUDAL
GE!

uL
uL cMZ
ssuema; WALL

Fig. 7.

DEVELOPMENTAL DYNAMICS 233:1194-1216, 2005

O eixo ANTERO-
POSTERIOR é mantido?

[Donor Embryo HH4
GFP transfected

Host Embryo HH4.

Yang, X., D. Dormann, A. E. Miinsterberg and C. J. Weiler. 2002. Dev. Cell 3: 425-437,

As células da regido mais anterior da linha primitiva formam o
endoderma anterior e 0 mesoderma pré-cordal

(A)

Fate my p

. Notochord
Epidermal

ectoderm

Neural
ectoderm

Paraxial (
mesoderm \

Lateral plate
mesoderm

Extraembryonic/
mesoderm

< Primitive
streak

As células da regido mediana da linha primitiva formam a
notocorda, e estruturas mesodérmicas laterais

DEVELOPENTAL BI0L

Prechordal
mesoderm,
notochord

Medial somite /
Lateral somite (/
Kidney, etc—[ .

Lateral plate —\

mesoderm

Extraembryonic—"
mesoderm

|

Figuro 118 (Part )
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As células da regido mediana posterior da linha primitiva
formam a notocorda, e estruturas mesodérmicas laterais

Prechordal

mesoderm,

notochord

Medial somite {\/ ]
®)

Lateral somite

Kidney, etc.— | i

Lateral plate
mesoderm

Extraembryonic—"
mesoderm

|

Figuro 118 (Part )

Eighih Edion,Fguro 1117 (Part 1) 20085
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A neurulacdo e os somitos sdo formados numa
ordem antero-posterior

2. Existe uma identidade antero-posterior na sequéncia de
somitos.

Cervical
vertebrae

Vertebrae developing
from donor tissue

Thoracic
vertebrae

Danor
tissue

COMO QUE A IDENTIDADE ANTERO-
POSTERIOR INICIAL E TRADUZIDA durante
a organogénese?
N&o percam! No préximo capitulo do dia 28
de Maio — Episddio HOX — a familia que veio
da tumba

Midblastula Mesoderm Gastrulation
induction
-

B-catenin ectoderm . CNS

ventral
mesoderm

Ventral Dorsal Nieukoop center
organizer

VegT, Vg-1 nodal-related proteins endoderm

p-catenin ——————-> nodal-related HIGH =———=—=> Organizer

VegT, Vg-1 4 nodal-related LOW ==———o> Ventral

O eixo Levo-dextro

Ny

17
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ALTERACOES DO EIXO LEVO-DEXTRO EM HUMANOS

Coragdo NORMAL Coragdo MUTANTE

Pitx2 estd no lado esquerdo do tubo cardiaco

Pitx2: proteina nuclear, fator de transcrigdo

NATURE|VOL 394]6 AUGUST 1998

A expressdo de Pitx-2 no lado direito altera o eixo levo-dextro DETERMINAGAO DO EIXO LEVO-DEXTRO EM Gallus

Esquerda Direita

18
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A proteina nuclear Snail é expressa do lado direito apenas
Snail: fator de transcrigdo

DETERMINAGAO DO EIXO LEVO-DEXTRO EM Gallus

w

. Esquerda Direita
: [E]

-

= sanl .

SCIENCE » VOL. 275 28 FEBRUARY 1997 >

Antes de Pitx-2, o Nodal é expresso exclusivamente
no lado ESQUERDO

Nodal: proteina secretada

Schiange et al 2002

A assimetria de expresséo de Nodal (=Xnr-1 em
Xenpus) é conservada evolutivamente

Direita

Endodermal Nodal-related signals and mesoderm induction in Xenopus

Eric Agius**, Michael Oelgeschliger*, Oliver Wessely, Caroline Kemp and E. M. De Robertis$ Direita Esquerda

6 7 8 91010411 12 13 14 17stage

— -
Stancis —
Xnrl —— -

Xenopus
Xnr2 o —

Infestino priritivo

Xnr3 " 1‘ Edtogernn
/

Xnr4 - ¥

Placa nerural \

Anfioxo Notocarda

Netlroporo
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Sindromes = Efeito Eddie Mur ALTERACOES DO EIXO LEVO-DEXTRO AFETAM A EXPRESSAO DE
NODAL

A quiralidade da Lymnea stagnalis provém de um locus
maternal e é evidenciada nas primeiras clivagens

VoL 8 447-158 . 205,

Left-Right Asymmetry in the Sea Urchin Embryo
Is Regulated by Nodal Signaling on the Right Side

Sinistral Dextral

il o

A o2l 22h B Iz [C 1 260 [D 26k
)

I
| | i
b 3 '

) i i

i i "

aboral an left | fght  lgn left 4 doht  ap ln i rght
JEh F 28h @ L H o
" s

! = —

Curr Biol. 2004 Aug 24;14(16):1462-7.

Ainversdo artificial da direcdo dos blastémeros inverte o Ainversdo artificial da direcdo dos blastémeros inverte o
eixo E A EXPRESSAO GENICA reflete isto.

%' Controle Revertido

‘Sinistralized’ dextral snail

Situs solitus. Situs inversus
dextral type)

Nature. 2009 Dec 10;46:

20



Nodal (Xnr-1) regula a expressao de Pitx-2
A |1 inection of
. |l Cnv-Lacz >y
=5
"r‘ »
o o
I njection of 1
B | x!m H\JA' B ‘G |
— >
0 Fl n d ‘\
o v r
| Pitx2

O Shh é assimetricamente expresso no N6 de Hensen
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GENES NO EIXO LEVO-DEXTRO EM GALINHA

Esquerda Direita Esquerda Direita

GENES NO EIXO LEVO-DEXTRO EM GALINHA

Esquerda Direita Esquerda Direita

GENES NO EIXO LEVO-DEXTRO EM GALINHA

Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda Direita
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DETERMINAGAO DO EIXO LEVO-DEXTRO EM GALINHA

Direita

06/05/2013

Avia de sinalizagéo do eixo levo-dextro é bem
congervada Galinha Camudongo
' LiEE RIGHT LEFT RIGHT
Lefty-1 Hensen's
3 | node N oo
= ? — Activin RIIA Node
FGF-8 cilia )
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Baseado em dados de camudongos mutantes, propde-se a
existéncia de cilios com batimento direcionado no N6 de
Hensen e estruturas equivalentes.
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Amencan Journal of Medical Genetics (Semin. Med. Genet.) 97:271-27% (2000)
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Gall, Vol. 121, 633-644, May 20, 2005,

Cilios estéo presentes
em nos ou no-
equivalentes de vérias
espécies
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A presencga dos cilios precede o aparecimento do
primeiro gene assimétrico

Table 1 Nodal cilia features in different vertebrate classes

ved asymrmatric

on

Mouse Gastrula, 7.5 dpf. pf., 3-5 somites
Chick Gastrula, HH4 omites
Kenopus Stage-11 gastrula Stage-14 naurula neurula
Zebrafish 80% epibely gastrula Faur somites

‘Exesson of Sani hedg
riiization,

1he nodé aczirs ot HHS (gastrulation) before Mok e
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(B) Nodal vesicular FGF  Ca?*

parcel signal  signal

@ ® Nodal flow

oL I TR

of the mouse embryo by artificial
nodal flow

‘Shigenori Nonaka, Hidetaka Shiratori, Yukio Saijoh & Hirushi Hamada

06/05/2013

O que determina a direcionalidade
dos cilios?
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