Neurulacao e crista neural



Topicos a tratar na aula de hoje:

Neurulacao

 Origens evolutivos da neurulacao

* Processo de neurulacao na ra, galinha, e humano
« Padronizacao dos eixos AP e DV do tubo neural
 Diferenciacao neural no SNC

Crista Neural

« Perspectiva historica
« Multipotencialidade da crista neural
« Migracao da crista neural



Origens evolutivos da neurulacao
e crista neural em deuterostomios
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Desenvolvimento do sistema nervoso de ouricos:
larva
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Desenvolvimento do sistema nervoso de ouricos:
adultos

Rudiment
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Larva Larva (Not to Scale)
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Origens evolutivos da neurulacao
e crista neural em deuterostomios
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Desenvolvimento do sistema nervoso de
hemicordados

Pre-metamorphic 2 Days 1 Week
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Miyamoto & Wada, 2013



Deuterostomia
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Origens evolutivos da neurulacao
e crista neural em deuterostomios
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Derivativos da ectoderme

Ectoderm

Surface
ectoderm

e ® o
o°°°°
0e°

Neural

— Epidermis
— Hair
— Nails

| Sebaceous
glands

| Olfactory
epithelium

| Mouth
epithelium

| Lens,
cornea

Peripheral

system

— Adrenal
medulla

crest

Neural
tube

| Facial
cartilage

| Dentine
of teeth

— Brain
| Neural
pituitary
| Spinal
cord

| Motor
neurons

— Retina

— nervous ——

— Melanocytes

Anterior
pituitary

Tooth
enamel

Cheek
epithelium

Schwann

cells

Neuroglial
cells

| Sympathetic

nervous
system

Parasym-
pathetic
nervous
system



Derivativos da ectoderme
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Neurulacao em anfibios
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Neurulacao em galinha

Placa Neural Placa Neural Neural
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Neurulacao em galinha

Regido céfdlica/anterior

Regido caudal /posterior

Embrido de galinha



Neurulacao
primaria em galinha
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Regiao caudal do embryo de galinha de 25 somitc
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Neurulacao em humanos

Diferenca:
* Fechamento do tubo neural




Neurulacao em humano
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Defeitos no fechamento do tubo neural em humanos

SPINA BIFIDA

|
[ \

Spina bifida occulta Spina bifida cystica ANENCEPHALY

Acido félico reduce a
incidéncia de mao
formacdes do tubo

neural em ~70%

1. Meningocele 2. Meningomyelocele 3. Myeloschisis
.| Cerebrospinal fluid

Sadler, 2004 .
B Nervous tissue

Moore & Persaud, 2003




Padronizacao dos eixos do tubo neural

(a)

(b)

© 1995 Current Biology
V Lumsden, A. & Graham, A., 1995. Current Biology, 5(12), pp.1347-1350.



Especificacao do eixo AP do tubo neural
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Especificacao do eixo AP do cérebro
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Andrews & Nowakowski, 2019

Rombomeros
no metencéfalo
e myelencéfalo.

Mouse 10 days. http://www.med.unc.edu/embryo_images/



Retencao do crecimento fetal do cérebro em humanos
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Especificacao do eixo DV do tubo neural
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Especificacao do eixo DV do tubo neural

Dorsal root ganglion
\
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(afferent) /
neuron
Flexor muscle -
withdraws foot
from stimulus
. when contracted
Neuronios|
motores

Pain receptor




Morfologia de um neuronio
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/other neurons
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Mielinizacao no sistema nervoso periferico e central
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Neuroepitelio germinativo do tubo neural

) Stage of cell cycle
G, 5 G, M G

Lumen of neural tube

Neuroblastos (células tronco epiteliais) proliferam na camada mais ventricular do tubo
neural



Interacao glia neuronio
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(C

Estratificacao e diferenciacao neuronal no SNC
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Células tronco multipotentes no cerebro humano

Lateral ventricle

Subventricular zone

Olfactory bulb

Adult neural stem cells replace
neurons in the olfactory bulb

Cerebellum

Dentate gyrus subgranular zone

Ekonomou et al. 2008



Ectoderm

Derivativos da ectoderme
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| Sebaceous
glands
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epithelium

| Mouth
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cornea
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Neural
tube

| Facial
cartilage
| Dentine
of teeth

— Brain
| Neural
pituitary
| Spinal
cord

| Motor
neurons

— Retina

— nervous ——

— Melanocytes

Anterior
pituitary

Tooth
enamel

Cheek
epithelium

Schwann
cells

Neuroglial
cells
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nervous
system

Parasym-
pathetic
nervous
system

nervous system
(PNS)

Endocrine and
paraendocrine
derivatives

Pigment cells

Facial cartilage
and bone

Connective tissue

TABLE 13.1 Some derivatives of the neural crest
Derivative Cell type or structure derived
Peripheral Neurons, including sensory ganglia,

sympathetic and parasympathetic
ganglia, and plexuses

Neuroglial cells

Schwann cells

Adrenal medulla
Calcitonin-secreting cells
Carotid body type I cells

Epidermal pigment cells

Facial and anterior ventral skull
cartilage and bones

Corneal endothelium and stroma

Tooth papillae

Dermis, smooth muscle, and adipose
tissue of skin, head, and neck

Connective tissue of salivary, lachrymal,
thymus, thyroid, and pituitary glands

Connective tissue and smooth muscle
in arteries of aortic arch origin

Source: After Jacobson 1991, based on multiple sources.



Historia da Crista Neural

Wilhelm His (Basel 1831-1904), fundador da histologia e do micrétomo

1868 descreve a crista neural como "Zwischenstrang" entre a placa neural e a ectoderme nao
neural, e a chamo de crista ganglionar.

Sven Horstadius (Estocolmo 1898-1996), estabelece o termo morfégenos

1950 faz uma grande revisao da crista neural em anfibios

James Weston (nacido nos EUA) e Par Chibon (nacido em Franca, sem foto)

Nos anos 1960s usam isétopos radioativos em galinha (Weston) e em salamandra (Chibon) para
descobrir diferentes destinos de células da crista neural.

Nicole Le Dourin (nacida em Franca)

Nos anos 1960s usou isotopos radioativos e desenvolveu a técnica de quimeras codorna/galinha para
acompanhar os destinos celulares da crista neural.

Milestone 2 (1929): Taking a leaf from the book of cell




Derivados da Crista Neural

Cranial neural crest

Truncoconal
soptum

a Cranial neural crest ¢ Main NC contributions:
T 1
w1 Craniofacial skeleton
‘c Cranial ganglia
netYraa??:lrest ©F Teeth (odontoblasts)
OF Thyroid cells
®! Enteric ganglia
4 Smooth muscle cells
> Cardiac septa
Trunk

Heliey crest || Dorsal root ganglia
a Sympathetic ganglia
—{§ Adrenal medulla
©f Enteric ganglia

Sacral Sl Sympathetic ganglia
neural crest | n

Schoenwolf et al: Larsen's Human Embryvoloay. 4th Edition.



Origens evolutivos da neurulacao
e crista neural em deuterostomios
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‘Células semelhantes a crista neural’ em ascidias

Um grupo de células laterais do tronco que expressam o marcador de crista neural HNK-1
foram reportadas em ter a capacidade migratéria (Jeffery et al. 2008).

As ascidias contem células na borda da placa neural que se diferenciam em destinos
semelhantes as células da crista neural, mas ndo tem a multipotencialidade da crista de
vertebrafios (Stolfi et al.LREYFEWS

Neural plate

@ Neural plate borders

@ Pigment cell lineage
@ BTN lineage (bipolar tail neurons)

Gastrula stage (st. 12) Neurula stage (st. 15) ® Ingressing mesoderm

Ciona intestinalis larva

Proximal process Distal process [ H %
[ﬁ [ﬁ J; . * .
: BTN precursors :

ur-olfactorean

Stolfi et al., 2015

Modelo da evolucao R
Intercalation Neural plate borders
da cresta neural em reductin | heterochrony ' _ P _
@ Pigment cell progenitors

vertebrados:
I l @ Neuronal progenitors
© Multipotent progenitors (NCCs)

tunicate vertebrate



Origens evolutivos da neurulacao
e crista neural em deuterostomios
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A Crista Neural:
origem embrionario

Neural plate oy ral

(4)

Closure <

~— " “Neural
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Neural crest
cells

Neural
tube



A Crista Neural: migracao e derivados

a Cranial neural crestl b  Cranial migration: C Main NC contributions:

Craniofacial skeleton
Cranial ganglia
Teeth (odontoblasts)
Thyroid cells

Vagal
neural crest

Enteric ganglia
Smooth muscle cells
Cardiac septa

Vagal Cranial

Trunk Trunk migration:

neural crest V?tr:tral Dorstcr)‘lateral x| Dorsal root ganglia
ey . PAIEY Sl Sympathetic ganglia
\ —0 Adrenal medulla
Wy
[ ‘@l Enteric ganglia

Sacral S Sympathetic ganglia

neural crest 7]

Crista neural craniana - cartilagem, 0sso, neurdnios cranianos, glia e tecido conjuntivo
da face

Crista neural cardiaca - melandcitos, neurdnios da cartilagem e tecidos conjuntivos
Crista neural do tronco - ganglios contendo neurbnios sensoriais, ganglios simpaticos,
medula adrenal, neurdnios ao redor da aorta



A Crista Neural: migracao e derivados
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A Crista Neural: migracao craniana

(B

Células da cresta
neural de
camondongo,
marcando a
expressao de f3-
galactosidase

FN, frontal nasal process Md, mandible B. iisarilized bohie FN, frontal nasal process Md, mandible B, mineralized bone
MB, midbrain Sq, squamosal bone  IP, interparietal bone B, mlc?bram i 24, squamosy| bone IF’ Interp f1r1etal b01'1 .
1B Tl B Btk e V, trigeminal ganglion HB, hindbrain E, frontal bone V, trigeminal ganglion
Mx, maxilla P, parietal M, maeilla s gz



A Crista Neural: migracao craniana

(A) Anterior

\ midbrain

Hindbrain <

/Facial bones
Malleus\ 3‘1
Incus ~ )

. (@5
Stapes —

Styloid— \
process Meckel’s cartilage
Hyoid bone

Thyroid cartilage

Cricoid cartilage

Tracheal rings

Células da crista
neural craniana
estao
espacialmente
distribuidas ao
longo do eixo
rostrocaudal (A-
>P) e migram
longas distancias
desde a regiao
dorsal do tubo
neural até a
cabeca e arcos
branquiais.

EphA3, A4, A7, B1
B3, Neuropilin-1,

EphA3, A7, B3,
ephrinB2, CXCR4a

EphA7,

EphA4, ErbB4, EphA4, ErbB4,
Msx2, BMP4, Msx2, BMP4,
Sema3A/3F Sema3A/3F

Anterior
ectoderm

Sema3A —|

Neuropilin-1,2
Plexin A1, VEGFR2

Kulesa et al. 2011



Derivado craniofaciais da crista neural em vertebrados
Sapo:

neural crest ceils give rise to facial ectomesenchyme
that will undergo complex morphogenesis to form a future face

[ neural crest-derived
[ non crest-derived

neural crest cells originate |:]
unassigned

at dorsal neural folds

3) migratory neural crest populates
future facial region

)

Adameyko & Fried



A Crista Neural: migracao e derivados

Vagal
neural crest

Trunk
neural crest

Sacral
neural crest

Cranial neural crest b  Cranial migration: C Main NC contributions:

Craniofacial skeleton
Cranial ganglia
Teeth (odontoblasts)
Thyroid cells

Enteric ganglia
Smooth muscle cells
Cardiac septa

kS \

Trunk migration:
Ventral | Dorsolateral

Vagal Cranial

X Dorsal root ganglia
= Sympathetic ganglia
@8 Adrenal medulla

‘@l Enteric ganglia

S0 Sympathetic ganglia
w

Crista neural craniana - cartilagem, 0sso, neurdnios cranianos, glia e tecido conjuntivo
da face

Crista neural cardiaca - melandcitos, neurdnios da cartilagem e tecidos conjuntivos
Crista neural do tronco - ganglios contendo neurbnios sensoriais, ganglios simpaticos,
medula adrenal, neurdnios ao redor da aorta



A Crista Neural: migracao no tronco

RhoB - polimeriza a actina para estabelecer o citoesqueleto e microfilamentos para
migracao RhoB

HNK-1

HNK-1 marca ceélulas da crista neural em migracéao



A Crista Neural: m|grac;ao no tronco

Epidermis

Slug - dissocia as juncdes
celulares compactas do
epitélio da crista neural

RhoB - polimeriza a acting
para estabelecer o
citoesqueleto e
microfilamentos para
migracao

Neural crest cells
Caderina N - ao diminuir, crest (expressao de Integrlna 0461)
as células se dissociam (é

re-expressa com

agregacdao para formar os
ganglios da raiz dorsal e

simpatica)

Epidermis

la4B1 regula a adeséoe .
migracéo de células da < ‘ o
crista neural de longo ' | -
prazo em moléculas de ‘

matriz extracelular . ;
Migrating neural crest

(expressao de HNK-1)

HNK-1 proteina de adesao N/
celular que marca as tube /

células da crista neural em

Neurons, Schwann cells, pigment cells
migracao Notochord s » P18



A Crista Neural: migracao no tronco

1) Promueve migracion:
fibronectina, laminina,
tenascina, colageno y
proteoglucanos,
trombospondina

(esclerotoma anterior)
2) Impide migracion:
efrinas (esclerotoma
posterior)

Epidermis

Neural tube

Dermamyotome

Caudal

Sclerotome

Notochord : )
‘ \ & & Path 2 cells take a
Aorta / dorsolateral route
‘ Post. between the
- be A/ epidermis and
Rostral Somite the dermis

Path 1 cells travel ventrally
through the anterior sclerotome



A Crista Neural: migracao no tronco

Ephrin Neural crest cells

Esclerotoma
anterior

Esclerotom
a posterior

Celulas da crista
neural migrando a
través do esclerotoma
anterior

Ephrin evita a
migracao da
crista neural

S
Anterior Posterior

Motor axons

........................
.............
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---------------

Neural
crest cells

Sclerotome
of somites



A Crista Neural: migracao no tronco

HNK-1 (amarillo)

Anterior: extensive migration Posterior: no migration

Rota 1: Crista neural migra Rota 1: Crista neural
ventralmente a través do migra dorsalmente acima
esclerotoma na regiao do dermamiotoma na
anterior do somita regiao posterior do

somita



A Crista Neural: células multipotentes

Multipotential
neural crest cell

/ Wnt hormones

Wnt BMP2 GGF Endothelin+\ Glucocorticoid

Sensory Autonomic Schwann cells; Melanocytes Chromaffin
neurons neurons glia cells

Fatores paracrinos encontrados no ambiente durante a migragao
determinaram o destino da célula da crista neural que é multipotente.



Conclusoes

Aspectos comparativos do desenvolvimento neural em equinodermos e hemicordados: (a) em
equinodermos a neurogénese acontece em regifes especificas da ectoderme e os neurdnios
passam por uma sequencia de diferenciacao previsivel; (b) em hemicordados eventos morfolégicos
semelhantes a neurulacdo acontecem na regido do colarinho e sdo induzidos pelo borda dorsal da
endoderme (em auséncia de notocorda).

Os pasos da neurulacdo priméria: i. inducdo da placa neural, ii. formacdo da placa neural, iii.
dobramento da placa neural para formar o sulco, iv. fechamento do sulco para formar o tubo neural.

A neurulacdo secundaria acontece na regidao lumbar (posterior) por agregacdo de precursores
mesenquimais que formam um tubo soélido, seguida pela apertura da cavidade interior.

O fechamento da neurulacdo pode acontecer do lado anterior ao posterior (galinha), ou no meio
expandido o fechamento da dobradica para os dois lados (mamiferos).

O eixo DV do tubo neural determina regides que induzem neurbnios sensoriais do lado dorsal e
neurdnios motores do lado ventral (sinais de indugao: BMP, shh).

O eixo AP do tubo neural determina as distintas regides do cerebro e a médula espinhal (sinais de
inducédo: Wnts, FGF, RA do lado posterior; e expressdo génica de fatores de transcri¢cédo, incluindo
genes Hox)

O SNC se regionaliza o forma camadas de diferenciagdo neuronal.
Células semelhantes a crista neural estdo localizados na borda da placa neural em tunicados (ascidias).

A crista neural se origina na borda da placa neural e dependendo da regidao no eixo AP, as contribucdes
da crista sdo numerosas: esqueleto, dentes, células tiréides, musculatura, ganglios, etc.

As células da crista neural tem a capacidade de migrar distancias longas por meio de sinais complexas.



