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Desenvolvimento embrionario dos membros dos vertebrados e suas mal-

formacoes congénitas
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Resumo

O embrido de galinha é um dos modelos de elei¢do para o
estudo do desenvolvimento do membro dos vertebrados,
devido a facilidade de acesso ao membro do embrido sem
comprometer a sobrevivéncia do mesmo e a sua semelhanga
com o membro do embrido humano. O estudo do desenvolvi-
mento do embrifo de galinha tem permitido grandes avangos
na determinacdo das vias de migragao celulares e das interac-
¢oes entre células que determinam a correcta formagéo do
membro. A analogia entre o embrido de galinha e o humano
tem permitido a extrapolagdo entre as descobertas realizadas
e a medicina, trazendo novos conhecimentos que contribuem
para uma melhor compreensdo das anomalias congénitas que
se observam em membros humanos.
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Vertebrate limb bud embryonic development
and linked congenital malformations

Abstract

The chicken embryo is an excellent model organism for
studying vertebrate limb development, due to the ease of
manipulating the developing limb in vivo and because of the
similarities between the human and chicken embryos.
Classical chicken embryology has provided fate maps and has
elucidated the cell-cell interactions that specify limb pattern-
ing. More recently, the role of an increasing number of genes
in limb bud development has been uncovered. These genes
belong to signaling pathways that work together for perfect
limb bud development. The study of limb bud development in
chicken is applicable to other vertebrates, as to human, and
there are growing links with clinical medicine that bring new
inputs in the knowledge of human limb anomalies.

Key-words: chicken embryo, vertebrate, limb bud develop-
ment, human limb anomalies

Acta Pediatr Port 2006,37(5):200-4

Introducao

H4 milhdes de anos atrds, os vertebrados existentes na Terra
foram obrigados a sair do meio aqudtico. Para tal, desenvolve-
ram progressivamente membros que lhes permitiram andar,
correr e voar, aumentando assim a sua capacidade de sobrevi-
véncia. Desde entdo, e apesar das mudangas adaptativas ocorri-
das ao longo dos anos subsequentes, o esqueleto dos membros
dos tetrdpodes tem-se mantido surpreendentemente conservado.

O embridio de galinha é um excelente modelo para estudar o
desenvolvimento do membro dos vertebrados devido a sua facil
obtengdo, facil manipulagdo in vivo, e & sua extraordinaria seme-
lhanga com o embrido humano. Tal como o0 membro humano, o
membro da galinha € constituido por iimero, rddio e cibito, meta-
carpos e falanges (Figura 1A). Os membros ndo sdo necessdrios
para a sobrevivéncia embriondria, sendo por isso passiveis de
manipulagdo cirdrgica experimental (remogdo, adi¢do ou trans-
plantes de tecidos) para definir interacgGes celulares e molecula-
res que controlem a sua padronizagdo (definigao dos seus eixos e
segmentos) € o desenvolvimento harmonioso do seu esqueleto,
musculos, tenddes, vasos, etc. Para o correcto desenvolvimento
dos membros é necessdrio que ocorra: (1) comunicagdo entre
células de tecidos adjacentes, para que se dé a iniciagdo da
formagio do membro, (2) formacio de centros sinalizadores, res-
ponsdveis pelo estabelecimento dos eixos do membro, (3) intensa
proliferagdo celular, indispensavel ao crescimento do membro e
(4) morte celular programada e localizada, necessdria para escul-
pir o membro e lhe atribuir a forma correcta.

Iniciacdo da formacdo do botdo do membro
e sua especificacao

O desenvolvimento do membro inicia-se com a proliferacao
de células da mesoderme da placa lateral e migragdo de
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Figura 1 — Fotografia de um embrido de galinha e das estruturas que
constituem o seu membro superior. (A) Estruturas esqueléticas que
constituem o membro superior de galinha (iUmero, ctbito, radio, meta-
carpos e falanges). (B) Imagem dorsal de um embrido de galinha com
dois dias de incubag&o e corte transversal do mesmo ao nivel do local
de formagdo do membro superior (sémito 15 a 20).

células da mesoderme somitica, que se acumulam sob o tecido
epidérmico (Figura 1B). Estas células multiplicam-se até criar
uma protuberancia (botdo do membro) que vai proliferar para
formar o membro '. Os musculos, tenddes, nervos e vasos do
membro derivam de células que migram dos sémitos,
enquanto que outros tecidos como a cartilagem, osso e pélos
ou penas derivam da mesoderme da placa lateral.

Os estadios iniciais do botdo do membro estdo sob a regula-
¢do das células da mesoderme intermédia, onde € produzida a
molécula Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8). A implantag@o
cirdrgica in ovo de uma esfera embebida em FGF8 no flanco
de um embrido leva a formagao de um membro ectépico, o
que significa que esta molécula consegue por si sé induzir a
formacdo de um membro .

Na galinha, os membros superiores (asas) formam-se ao nivel
dos sémitos 15 a 20 do tronco do embrido, enquanto que os
membros inferiores (patas) formam-se ao nivel dos sémitos
25 a 30 (Figura 2). Nos estadios de iniciagdo do membro,
FGF8 ¢ expresso na mesoderme intermédia apenas ao nivel
destes sémitos, definindo desta forma o local de formagao dos
membros. Existem vérios genes candidatos a determinac@o da
identidade do membro (asa ou pata): o PitxI, cujos transcritos
$6 sdo detectados no botdo da pata e ndao no botao da asa da
galinha; e dois membros da familia de genes T-box, Thx4 e
Thx5, que sdo especificamente expressos nos botdes da pata e
da asa da galinha, respectivamente (Figura 2) >. Se se induzir
a formagao de um membro ectépico, ao implantar uma esfera
embebida em FGF no tronco do embrido, entre a asa e a pata,
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da iniciagao da formagao do membro
dos vertebrados. O membro superior (asa) forma-se no tronco do
embrido entre o sémito 15 a 20, enquanto o membro inferior (pata)
forma-se entre o sémito 25 a 30. A expressao de FGF8 encontra-se
ao nivel destes sémitos (barra a cinza). Os genes Tbx5 (cinza escuro)
e Tbx4 (cinza claro) sdo especificamente expressos na asa e pata da
galinha, respectivamente. Estes sdo uns dos genes candidatos a
determinagédo da identidade do membro. Se se colocar uma esfera
embebida em FGF8 (esfera) no tronco do embrido entre os sémitos
20 a 25, forma-se um membro ectdpico. Se houver expressédo de
ambos os Tbx nesse membro, o esqueleto formado vai apresentar
caracteristicas de asa e de pata.

o tipo de membro formado vai depender da proteina Tbx que
€ expressa. Se houver expressdo das duas proteinas Tbx no
membro ectdpico, obtém-se um membro que contém no seu
esqueleto estruturas da asa e da pata (Figura 2).

Padronizaciio dos membros nos vertebrados

No membro dos vertebrados podem identificar-se trés eixos:
(a) o eixo proximo-distal (p-d), que vai do ombro (proximal)
a ponta dos dedos (distal); (b) o eixo anterior-posterior (a-p),
que na mao humana corresponde a linha que vai do polegar
(anterior) ao quinto dedo (posterior) e (c) o eixo dorso-ventral
(d-v), sendo dorsal as costas da mao e ventral a palma (Figura
3 A). A determinac@o destes trés eixos resulta da acgdo de trés
regides do botao do membro que apresentam actividade orga-
nizadora: (a) a crista ectodérmica apical (AER), que controla
o crescimento do membro no eixo p-d % (b) a zona de activi-
dade polarizadora (ZPA), que controla a organizagdo do eixo
a-p ‘' e (c) a ectoderme do membro, que € a responsdvel pela
organizagdo do eixo d-v ° (Figura 3B).

- Definig¢ao do eixo p-d do membro.
A medida que o botdo do membro se desenvolve, as células

mesodérmicas induzem a ectoderme envolvente a formar

201



Acta Pediatr Port 2006:37(5):200-4

A
Anterior
Ventral
Proximal —~ Distal
Dorsal
Posterior

Figura 3 — Representacao dos trés eixos do botdo do membro e das
suas respectivas regioes organizadoras, (A) Esquema dos trés eixos
ao longo dos quais se desenvolve o membro dos vertebrados. (B)
Representagao das trés regides com capacidade organizadora
responsaveis pelo desenvolvimento do membro dos vertebrados.

uma estrutura chamada crista ectodérmica apical (AER) °.
Esta crista percorre a margem distal do membro e define a
fronteira entre a ectoderme dorsal e ventral (Figura 3B).
Imediatamente abaixo da AER, encontra-se um conjunto de
células indiferenciadas que compdem a chamada zona de
progresso (PZ) 7 (Figura 3B). A AER € um dos centros orga-
nizadores do membro e a sua remogao cirtirgica pdra o cres-
cimento p-d do botao do membro. Quando se remove a AER
e esta € substituida por uma esfera embebida em FGFS, o
membro desenvolve-se normalmente. Estes resultados
sugerem que € o Fgf8 produzido pelas células da AER que
mantém o crescimento p-d do membro. Quando a AER €
removida em estadios precoces do desenvolvimento do
membro, as células da PZ deixam de proliferar e 0 membro
fica truncado, formando-se apenas o imero. Quando a AER
€ removida em estadios em que 0 membro se encontra mais
desenvolvido, formam-se mais algumas estruturas (radio,
cubito, metacarpo). Os resultados desta experi€ncia sao
explicados pela teoria da Zona de Progresso. Esta teoria
suporta a ideia de que as c€lulas vao alterando o seu destino
durante o tempo que estdo na PZ. Desta forma, as células que
abandonam a PZ mais cedo vao formar as estruturas ¢sseas
mais proximais (imero), enquanto que as células que sofrem
um maior nimero de divisdes celulares e deixam a PZ em
ultimo lugar, ddo origem aos elementos mais distais do
membro (falanges). Segundo esta teoria, o nimero, tipo e
posicdo dos ossos € determinado pelo tempo que as células
passam na zona de progresso ’ (Figura 4).

- Definicao do eixo a-p do membro.

Em 1968, observou-se que transplantar células da regido mais
posterior do mesénquima do membro para a regido anterior de
um membro hospedeiro dava origem a um membro cujos
digitos se encontravam duplicados em imagem espelho. Ten-
do em conta que o padrao normal dos digitos da galinha €
digito2- digito3- digito4 (2-3-4), este padrdo alterava-se para
(4-3-2-2-3-4) (Figura 5). Estes digitos adicionais nao derivam
das células transplantadas mas do embrido hospedeiro e este
efeito € tanto mais marcado quanto maior o niimero de células
transplantadas. Estes resultados sugerem que as células desta
regiao posterior do mesénquima, agora denominada “zona de
actividade polarizadora™ (ZPA), produzem uma substincia
que difunde em gradiente e que € responsavel pela organiza-
¢do do eixo a-p do botao do membro *.
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Figura 4 — Esquema do modelo da zona de progresso, onde a especi-
ficagao das estruturas que formam o membro € progressiva ao longo
do eixo p-d.
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Figura 5 — Reorganizagao do membro dos vertebrados apés trans-
plante da ZPA para a parte anterior do membro. Remogéo da ZPA de
um membro dador (A) e sua respectiva colocagao na parte anterior de
um membro hospedeiro (B). Apds alguns dias de incubagdo pode-se
observar a reorganizacao do membro (C) que apos o seu desenvol-
vimento apresenta estruturas 6sseas duplicadas em imagem em
espelho (D).

A natureza molecular do sinal produzido pela ZPA foi estabe-
lecida em 1990 através da identificacdo de um gene denomi-
nado Sonic Hedgehog (shh) *. Shh é uma molécula produzida
apenas na ZPA, que difunde e actua como um morfogénio: as
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células que recebem uma concentragio elevada de Shh for-
mam o digito mais posterior (digito 4), enquanto que as célu-
las mais afastadas desta regido recebem uma concentragdo
menor de Shh e formam o digito mais anterior (digito 2) ®.

- Defini¢ao do eixo d-v do membro.

O mesénquima contém toda a informagdo necesséria para a
padronizac@o d-v do membro transferindo-a posteriormente
para a ectoderme envolvente °. Quando se roda a ectoderme
180° relativamente ao mesénquima, as estruturas mesénqui-
matosas (esqueleto e musculo) tornam-se invertidas, de acor-
do com a nova polaridade da ectoderme '°.

O factor de transcricdo LmxI/b € expresso no mesénquima
dorsal do membro atribuindo a essas células um cardcter
dorsal. A medida que o membro se vai desenvolvendo, Wn7a,
que € expresso na ectoderme dorsal do botdo do membro,
induz a expressdo de Lmx/b no mesénquima subjacente, atri-
buindo a essas c€lulas um caracter dorsal. Na auséncia de
Whnt7a, o padrdo dorsal das estruturas distais ndo se estabelece
€ os membros que se formam sdo bi-ventrais. A expressao de
Wnt7a € restrita a ectoderme dorsal porque o factor de
transcri¢ao Engrailed] (Enl) reprime-a na ectoderme ventral,
local onde € expresso. Em membros onde a fungéo de Enl foi
anulada, o Wnt7a passa a estar expresso por toda a ectoderme,
formando-se estruturas distais com um carécter bi-dorsal .

Morte celular programada na formacao do membro

A morte celular apresenta um papel importante na modelag@o
do membro, ocorrendo em quatro regides especificas, a zona
necrotica interior, anterior, posterior e interdigital. O rddio e o
cubito sdo separados entre si pela zona necrética interior,
enquanto que a zona necrética anterior e posterior conferem a
forma ao membro. Estudos sobre a zona necrdética interdigital
s@o realizados nos membros inferiores do pato e da galinha
que diferem na ocorréncia de morte celular entre os digitos,
envolvendo a formacdo ou ndo, de membranas interdigitais.
Saunders e colegas "> demonstraram que na galinha, as células
situadas entre a cartilagem dos digitos estdo destinadas a
morrer, mesmo quando transplantadas para outra regiao do
embrido ou colocadas em cultura. Este comportamento s6 €
alterado quando estas células sdo transplantadas para 0 mem-
bro de um pato. O gene BMP4 € expresso nos espagos inter-
digitais do membro da galinha e € o responsavel pela inducio
de morte celular na zona interdigital. Este gene néao se expres-
sa no membro inferior do pato, explicando a presenga de
membranas interdigitais .

Conexoes com 0 membro humano

Nos dltimos anos tém vindo a aumentar as descobertas no
campo da biologia do desenvolvimento com aplicagdio em
medicina. Descobriu-se que mutacdes nos receptores dos
FGFs sao responsaveis pela acondroplasia e outras anomalias
dos digitos como a sindrome de Apert que € caracterizada por
sindactilia nos membros superiores e inferiores ". A activagio
do receptor FGFR3 € a principal causa de varios graus de na-
nismo . Muta¢des no FGFR2 sdo responsdveis por vdrias sin-
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dromes em humanos, como € o caso da sindrome de Pfeiffer
e de Jackson-Weiss, que apresentam anomalias severas ao ni-
vel dos membros inferiores 7. Mutacdes no gene HoxdI3 e
no gene Gli estdo associadas a polisindactilia humana e 2
cefalopolisindactilia de Greg '* . Estes genes sao também
cruciais no desenvolvimento do membro da galinha. Os genes
Thx estao implicados na sindrome Holt-Oram (Thx5) caracte-
rizada por malformagdes nos membros superiores, como
fusdes nos ossos do carpo, e na sindrome ciibito-mamadrio
(Thx3), associada a haploinsuficiéncia de Thx3 onde as estru-
turas posteriores, incluindo os digitos, nao se formam. O
mesmo se observa nas experiéncias de sobre-expressdo para
estes genes realizadas em galinha . A lista de genes respon-
sdveis pelos defeitos dos membros em pacientes humanos é
cada vez maior, o que d4 origem a uma necessidade crescente
em compreender como € que mutacGes especificas de um
gene levam a fendtipos tao precisos.

Conclusao

O trabalho experimental em embrides de galinha tem con-
tribuido para o conhecimento do desenvolvimento do membro
dos vertebrados. Devido a sua semelhanca com o embrido
humano, o embrido de galinha tem sido cada vez mais usado
no estudo das interacgdes celulares e moleculares que regu-
lam o seu desenvolvimento, sendo possivel extrapolar as des-
cobertas realizadas nesta drea para os humanos. Experiéncias
realizadas no membro de embrido de galinha tém permitido
descobrir quais os genes essenciais a sua formagdo, a padro-
nizacdo do seu esqueleto, e & modelagao da sua forma. Desta
forma, podemos actualmente compreender fenétipos como a
sindactilia, a polidactilia e outros observados em intimeras
sindromes genéticas humanas.
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