Desenvolvimento de membros (bragos/asas e pernas/patas)

Eixo A-P |
Eixo Dorso-ventral e Proximo-distal
Campo do membro
Membro anterior e posterior
Evolugédo do membro
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O broto do membro é composto de ectoderma e mesoderma
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O broto do membro é composto de ectoderma e mesoderma

@ \_7\\’Del'sal border
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Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2001. 17:87-132

01/11/2021

Em aves e mamiferos existe um espessamento distal da
ectoderme do broto do membro: a PREGA ECTODERMICA

APICAL (AER)
Dorsal presumptive muscle progress

Z0ne

# ectoderm
Ventral apical ectodermal ridge

As fases desenvolvimento do broto do membro :

1. Definigédo do
S
oot campo do

A membro

Lateral somatopleure

st.13

2. Crescimento
e Py

Dorsal-ventral
“" border

N

Dorsal eciaderm

) 3. Definigao dos
eixos

Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2001. 17:87-132




E|xo Antero -posterior

~ (ordem dos digitos)
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Eixo Antero-posterior
(ordem dos digitos)
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DEVELOPIENTAL BIOIQGY Tie, Figuie 191 (Part 1)
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Duplicagao da da regiao posterior do broto de membro resulta
em duplicagdo do autépodo
Anterior
'}'mlw\ldnled
Normal — *
ZPA
Posterior
DONOR HOST
11

10

Este tecido posterior com atividade duplicadora foi nomeado
Zona Polarizadora

Dorsal

Ventral

presumptive muscle progress
- Anterior
progress

Proximal

apical
ectodermal

\ fidge
poiar\zing
region

Posterior /

ectoderm
apical ectodermal ridge
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Duplicagao da da regiao posterior do broto de membro resulta
em duplicagdo ESPECULAR do autépodo

Additional polarizing region grafted
o ek H to anterior margin

Posterior Anterior | | Posterior Anterior

Posterior Anterior

polarizing
feglon apical ectodermal ridge

432234
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14

Additional polarizing region grafted
Norsl ok H to:anterior margin

Posterior Anterior | | Posterior Anterior

Concentragdes altas de M v
X induzem a formagao de polaizing

i ; ; 1699 4pical ectodermal dge:
digitos mais posteriores

Que tipo de molécula é X?

Anterlor

progress
70n8

Posterior /
,l

~_-

O Shh (Sonic Hedgehog) é expresso na
Regido Polarizadora

Shh: Proteina secretada no meio extracelular
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O Shh é assimetricamente expresso no N6 de Hensen

HH5

17

Que fendtipo vocé esperaria de um camundongo Shh *-?
Camudongos normalmente tém 5 digitos, sendo o 1 o
mais anterior e o0 5 0 mais posterior

a) Digitos invertidos
b) Apenas digitos 1
c) Apenas digitos 5
d) Sem digitos

T

Litingtung et al. (2002) Nature 418: 979-983

Sindromes = Efeito Fabio Porchat

O mesmo ator em papéis diferentes em filmes/eventos diferentes u .ﬁ

PORTA DOS FUNDOS

https://youtu.be/80jNsyrOtY|
(melhor parte € o final, depois do logo)
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Eixo dorso-ventral e proximo-distal
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(A) (B) De frente
TR
Pharyngeal Posterior Anterior
mesoderm [
Anterior—=B 1 |
hters plate SR e
mesoderm Posterior i‘oanu-»
(heart) E AER
Forelimb
field
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lateral plate\
mesoderm
(somitic)

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 19.1 (Part 1)
© 2016 Sinauer Associates, Inc.

'Eixo Dorso-ventral

(palma e costas da méo)

A superexpressao de Shh nos membros causa polidactilia

Thumb region

Dedos adicionais especulares

‘Sonic Hedgehog‘ ‘Car‘[iagem ‘

GOMGITTTTTIGECACTARTGATCCATAA

Hx mutant

Maas e Falon, 2005 DEVELOPMENTAL BI0LOGY, Eighth Edin
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© 2000 Guravier Bssociates, bnc

O Wnt-7a é expresso na regido dorsal do primérdio de membro

Whnt7a: Proteina secretada no meio extracelular

Mechanisms of Development 116 (2002) 19-27
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Camundongos mutantes para Wnt7a apresentam estruturas
ventrais na regido dorsal.

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 202, 228-234 (1998)

Wnt7a ** Wnt7a "

25
EIX0 Proximo-distal
(Brago, antebragco e méo)
Anterior ©
\ [ stylopod [ ] Zeugopod [ Autopod
p I Humerus I Ulna Radius ”Carpals Digitsl
Té = Anterior 1
=% E = £ R
Posterior
Posterior
27
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As fases desenvolvimento do broto do membro :

1. Definigédo do
campo do
membro

Lateral somatopleure

@ 2. Crescimento
o ooaes 0O broto

st.13

3. Definicao dos

eixos

Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2001. 17:87-132
26
Na sequéncia proximo-distal, o membro & subdivido em:
Estilépodo -> Zeugépodo -> Autdpodo
©
M stylopod [1Zeugopod [l Autopod
Humerus || Ulna Radius Carpals Digits!
= Anterior \
& = - 1
Posterior
Humerus U]nd Radius ~ Metacarpals  Digits
Stylopod Zeugopod Autopod
28



11 days

&

»

13days

O esqueleto do membro
desenvolve-se no sentido
proximo-distal, i.e. estruturas
mais proximais surgem
primeiro.

—
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AER Limb development

rrmm'sdﬁ

2}—-—

ceases

M Extra Wing is
\ AER duplicnw’g}/_ 3
—_— R\//‘/
9 —
N
Forelimb |
mesoderm
n —
\r‘ Y FAER
N

A prega ectodérmica apical (AER) define o crescimento do membro

29
A remocao do AER em tempos progressivos resulta em fenétipo
proximo-distal
At3days At 3"/, days At4 days
Removal \
of apical
ectodermal
) )
Normal limb
Resulting
wing
31

30

A prega ectodérmica apical (AER)

1. Induz proliferagéo e inibe morte celular

2. Inibe a formacéao de cartilagem

3. Aregido onde ocorrem divisdes celulares foi denominada
Zona de Progresso

Anterior

progress
208

Proximal Distal
apical
ectodermal
ridge
polarizing
region
Posterior
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At3'), days

Normal limb

As células mais
“velhas”formam

Resulting
wing

Anterior Anterior
' progress
z0n€

cartilage of
developing
humerus

polarizing
region

digit 2
digit 3
digit 4

elementos da regido Posterior Distal
mais proximal
33 34
O FGF8 é expresso na prega ectodérmica apical
FGF: Proteina extracelular secretada
Hipétese:

O FGF8 no Prega Ectodérmica Apical &
responsavel pelo crescimento do broto do
membro.

35 36



AER Limb development
removed ceases

¥ g
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© 2000 Sinaver dssociates, Ine

A auséncia da prega ectodérmica apical (AER) pode ser
compensada por FGF8

37

Redundancia é importante

Belt and suspenders

39
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Camundogos knockout para FGF8 ndo apresentam membros

Fgf8-/-

Fof4-+-

=S

Functions of FGF signalling from the
apical ectodermal ridge in limb
. development

P9

o~
-, —
a A b
NATURE | VOL 418 1 AUGUST 2002 1
38
Aindugdo de um
membro extra por
implante de FGF causa
a formagéo de um ', .
o - ic
prlrpf)rdlo com Shh na ‘ hedgehog
regido polarizadora e
40
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FGF ectopico induz Wn7a

‘ Expressao de Wnt 7a ‘

controle i +FGF

Mechanisms of Development 116 (2002) 19-27

41

A substituicdo do mesoderma do broto de membro por
mesoderma do flanco (regido entre os membros) resulta em

regressao do AER e interrupgéo do desenvolvimento do
membro. Conclui-se:

Forelimb /
mesoderm
AER
\ Ngalittils AER regresses;

soder: b
B ¢ . limb development
E— ceases

N

a) As células do mesoderma do flanco n&o proliferam.

b) As células do mesoderma do flanco nao respondem ao AER.
c) As células do mesoderma do broto mantém o AER.

d) O AER é necessario para o crescimento do broto.

43

FGF ectopico induz Wn7a;
OS 3 EIXOS SE REGULAM ENTRE SI

© 2000 Sismuar Associates, Inc
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Campo do membro
(broto do membro vs flanco)

44
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As fases desenvolvimento do broto do membro :

i , 1. Definigéo do
0@5’\ campo do
A membro

Lateral somatopleure

@ 2. Crescimento
e Voo | dO broto

St.13

sl At 3. Definigao dos
venia eixos

Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2001. 17:87-132

A expressao de FGF10 no mesoderma é
progressivamente restrita as regides que originaréo os
brotos dos membros

(A)

Development 124, 2235-2244 (1997)

45
A expresséo de FGF10 é mantida no mesénquima do
broto de membro
L
f
18 2
| Broto de Membro >
47

46
Hipétese:
A presenga de FGF 10 define no
mesoderma a regido de onde surgira o
broto do membro

48
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Fonte exdgena de FGF gera membros extras

OOEERE

ERE)
2R

N
8

8

>

Ipm
FL

FGF
beady

HL

Ectopic
Limb

O mesoderma pre-somitico produz FGF10

48 h
—>
W Eefs
Fgf10
[Ckgfio
M Egfio
(stabilized)
\ ' Wnt& : []wnt2b/8c
N,
Somitic  Intermediate W wnt3a
mesoderm mesoderm

jon, Figure 16:6 (Part 1)

49
O FGF10 ndo é mais produzido na regido entre os futuros
W Fefs
Fgf1o [CIFefio
[ Fefio
(stabilized)
[lwnt2b/8c
\
Lateral plate ~ Surface BWwnta
mesoderm ectoderm
Fgur 155 Par2)
51

50
E QUAL A RELAGAO ENTRE FGF10
(mesénquima/mesoderma do broto )e FGF
8 (prega ectodérmica apical) ?

52
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O FGF10 é expresso no mesénquima/mesoderma
do broto e o FGF8 na Prega Ectodérmica Apical

e
Fgf-8 4
Fgfs ] 17
Development 124, 2235-2244 (1997)
53
O FGF10 dos mesoderma dos futuros brotos de membros induz
a producgdo de FGF8 do ectoderma superficial, que por sua vez
mantém as células que produzem FGF10
Stage 16 Stage 17
Faf8
induced
by Fgfi0
==» l’rqlifer.atiu;
Fgfl0 —>- s
Anterior o
T ) frmee |
P Posterior
=
T
| \
Somites  Intermediate Lateral plate
mesoderm mesoderm
55
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O FGF10 induz a expressédo de FGF8

Far1 i
— v
Fgf10
Development 124, 2235-2244 (1997)

2235
Graat Britain @ The Company of Biclogists Limitad 1007

DEV2157

The mesenchymal factor, FGF10, initiates and maintains the outgrowth of the
chick limb bud through interaction with FGF8, an apical ectodermal factor

54
Foi realizado um transplante de mesoderma. O mesoderma do
membro anterior foi substituido pelo mesoderma do membro
posterior. O resultado foi um membro com estruturas distais
posteriores. Qual sua hipotese?
/ Mesoderma do
AER do membro / Krr_l_gmb[o_!:_gsteriur
anterior T \ ‘\,‘/ Leg
SV FAER ﬁy
i \ Wing
56



Membro anterior e posterior
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Foi realizado um transplante de mesoderma. O mesoderma do
membro anterior foi substituido pelo mesoderma do membro
posterior. O resultado foi um membro com estruturas distais
posteriores. Qual sua hipétese?

Mesoderma do

AER do membro // Kmembro posterior
anterior d j’; J ia
i AER »

Wing

57
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A regido do membro anterior expressa o fator de
transcrigéo Tbx5 e o inferior o Thx4

Development 125, 51-60 (1998)

59

60
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Fin development in a cartilaginous
fish and the origin of vertebrate limbs

Mikiko Tanaka*, Andrea Miinsterberg*+, W. Gary Andersons,
Man R. Prescotts, Neil Hazon & Cheryll Tickle™

Tbx5 Tbx4

NATURE |VOL 4164 APRIL 2002 |+

O implante de FGF pode gerar tanto m. superior quanto inferior.

|ectopic wing

Nature 1999 Apr 29;398(6730):814-8.

61

O implante de FGF pode gerar tanto m. superior quanto inferior.

r |Tbx5
lectopic wing FGF som. 21

b Thx4
A\
FGF som. 21

Nature 1999 Apr 29:398(6730):814-8.
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A expressao de Tbx4 na metade posterior do broto forma
um membro misto.

64
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Hipotese:

Aidentidade do membro depende da expressao de Tbx5 e
Thx4.

01/11/2021

O que determina o padrdo de expressao de Tbx5 e Tbx4?
OU SEJA

O que determina que um par de membros seja
Superior/Anterior

Inferior/Posterior?

65
O padréo de expressao de genes da familia Hox para
o membro anterior e posterior sdo diferentes.
Hox (homeobox): Fator de transcrigdo= homeotico
HH14-15
N
[e]
R
M HH16
A
L {
HH19
67

66
O padrao de Hox para o membro anterior e posterior
sao diferentes
i e 1
{ _= Hoxd9
&
l I W = Hoxd9 +Hoxc9+Hoxb9
\
68
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O padréo axial ¢ inicialmente gerado pelos genes Hox

7P 1 |
[Hodo] = Toxs
“ Hoxd9+ | _
vk B Hoxc9+ = Thx4
e — ‘ Hoxb9

A implantagéo de FGF expande o dominio de Hox
correspondente

NATURE | VOL 367 11 MAY 1997

O acido retindico determina o padrao de expressédo de Hox
nos somitos

A

Sem é&cido
normal retindico

Mechanismms of Development 81 (1999) 115125

69 70
O padréao axial é inicialmente gerado pelos genes
homedticos
T 1 i +FGF
i
| =Toxs e
Hoxd9+ %
' =Toxd R\ &
Hars® I o9 H0X09+ w
e ‘' Hoxb9
72

71
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Inibicdo da sinalizagdo de &cido retinoico * perdem a expressao de Tbx5

(C) Tbx5

Forelimb field

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 17, Figure 19.8 (Part 3)
M *(mutantes sem a enzima que sintetiza &cido retingico)

Limb-type Limb
Identity Initiation
Axial
Cue
FGF 10
FGF 10
Caudal
o Hn::::d. > Tbx4 —  Hindimb
Pitx1
LPM LPM

Developmental Cell, Vol. 8, 75-84, January, 2005,

73

Um embrido tem superexpressao de Tbx4 por toda a
regido do flanco. O fenétipo esperado seria:

a)Auséncia ou redugdo do crescimento proximo-distal
b)Duplicagédo de estruturas A-P

c)Aumento do numero de digitos

d)Posteriorizagao dos digitos

e)Alteragéo na identidade dos membros.

f)Alteragdo no posicionamente axial dos membros.

75

74

Evolugdo do membro

76
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CONSERVAGAO DO PROJETO EM
VERTEBRADOS

Humanarm Hand, wrist, and fingers
N\wms
Ulna

Bird wing S

Bat wing

Seal limb

© 2000 Sisauar Acsociates, Ine
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77

A eliminagdo da membrana interdigital depende de morte celular

PNAS | April 25,2006 | vol. 103 | no.17 | 6581-6586 _ Development . il L1999)

Hipétese:

Gremlin

|

Morte Celular

79

78
A superexpressao de Gremlin em pintinhos inibiu a morte
celular interdigital
- Gremlin
Gremlin e
Morte Celular
The BMP antagenist Gremlin regulates outgrowth, chondrogenesis and
pr cell death in the ping limb
R. Merino™*, J. Rodriguez-Leon2*, D. Macias?, Y. Gafian2, A. N. Economides®and J. M Hurle3T
80
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O morcego é um camudongo que
voa?

Regulatory divergence modifies limb
length between mami

As fases iniciais do broto de membro de camundongo e
morcegos sao similares

Development of bat flight: Morphologic and
molecular evolution of bat wing digits

Karen E. Sears*, Richard R. Behringer?, John J. Rasweiler IV*, and Lee A. Niswander*$
1. Morcegos expressam mais nos membros dianteiros

Bat wing e Bét forslimb Bmp2/4 AB. h
- e - 'i v k.—f‘:_ ".’
f- .. __Bathind imb Bmp2/4 AB
s 4 St
Human arm _ Hand, wrist, and fingers g » " Molsa forelimb’ Bmp2/4 AB
- -5 -
3
Radius ™~

“Humerus
1ina”

Cretekos, C. J., Wang, Y., Green, E. D., Martin, J. F., Rasweiler, J. J.

and Behringer, R. R. (2008). Regulatory divergence modifies limb
length between mammals. Genes Dev. 22, 141-151.

PNAS | April 25,2006 | vol. 103 | no.17 | 6581-6586

84
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Development of bat flight: Morphologic and
molecular evolution of bat wing digits

Karen E. Sears*, Richard R. Behringer", John J. Rasweiler IV%, and Lee A. Niswander*s

2. BMP2 aumenta o comprimento dos digitos de
camudongo em cultura

BMP2 Inibidor de BMP

]

L]

Variagdo em um

PNAS | Apri25,2006 | vol. 103 | no.17 | 6581-6586

Development of bat flight: Morphologic and
molecular evolution of bat wing digits

Karen E. Sears*, Richard R. Behringer", John J. Rasweiler IV%, and Lee A. Niswander*S

2. BMP2 aumenta o comprimento dos digitos de

camudongo em cultura

giphy.com

PNAS | April 25,2006 | vol. 103 | no.17 | 6581-6586
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As regides proximo-distais do primordio de membro também
sao definidas por genes Hox

9 10 11 1

2
pp— ey

PR S

,T_

} | \
Ordem D , S ]

Espacia| Ulna and radius .
apula =
€ 535
Humerus Metacarpals N
Digits
A) PhaseT Humerus
Stylopod
//Hu\'d— 9,d-10 @
_—
Ordem (B) Phasell Radius
Zeugopod pr——— 7,
ﬁan;—Q B 7‘\/
< Hoxd-9, d-10
Temporal oo e
> Hoxd -10, d-11
PR Hiowics, 10, 11, d-12 S
Hoxd-9-d-13
(C) Phase ITT Metacarpals and
Autopod  ~———— — Hov-13 digits =
Hoxa-13 e
and Hoxd-13 o $&F
—_— o 8w
Hoxa-13,d-13, © §&omm,
a-12,d-12, Nowg,
d-11,d-10 °

87

Hox paralogue o
oup

A remocao de Hoxa11 e
Hoxd11 elimina o
zeugopodo

Stylopod

(©)

Wild-type

Zeugopod Autopod

Hoxal-,
HoxdI-deficient
mutant

88
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Shh e genes Hox atuam em conjunto para determinar o n. de
digitos

Gradual reduction in distal Hoxd dosage

+/- -/- -/- ==

Increasing number of digits

Hoxd13
Hoxd11-13 +/+

12-14

DEVELOPMENTAL BIOLOGY 11e, Figure 19.26
©2016 Sinauer Assodiates, Inc.

Gnathostomes ¥

(jawed vertebrates)

Osteichthyans <7
(bony fish)

Ed
Sarcopterygyans
(lobe-finned fishes)

Telrapuds"

A variagao digital seria
resultado do padrao
de expressao conjunto
de Hox e atividade de
Shh

Chondrichthyans
(canilaginous fish)

Actinopterygians
(ray-finned fishes)

Early tetrapods
(extinet)

Amniota

I |4mmlra.\m,'n| |F.sn'utgulur| |(‘.p4.-nrnmm.r|

Mus musculus

|
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DO

Hoxd Hoxa Gli3R

(29

heih et al (2012) Science 338:1476-1480
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