UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

DISSERTACAO

A EXPRESSAO DA PROTEINA p53 NA MORFOGENESE DA MUCOSA
GASTROESOFAGICA DE Gallus gallus (LINNAEUS, 1758)

ADRIANA VENTURA

2013



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

A EXPRESSAO DA PROTEINA p53 NA MORFOGENESE DA MUCOSA
GASTROESOFAGICA DE Gallus gallus (LINNAEUS, 1758)

ADRIANA VENTURA

Sob a Orientacéao da Professora

Nadja Lima Pinheiro

e Co-orientacdo da Professora

Aparecida Alves do Nascimento

Dissertacdo submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, no Programa de P0s-Graduagdo em
Biologia Animal.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2013



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA ANIMAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

ADRIANA VENTURA

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, no Programa de Po6s-Graduacdo em Biologia Animal, area de concentracdo em

morfologia.

DISSERTACAO APROVADA EM 18/02/2013

ZJAW

Dra. Nadja Lima Pinheiro
(Orientadora)

Ly, é//w P 2

Dr. Walker André Chagas. Livre Docente. UFF

Prof®. Dra. Rosa Maria Marcos Mendes - UFRRJ



DEDICATORIA

Dedico a minha familia, em especial as minhas vovos, mamae e Lulu; e a todos 0s
professores que me cativaram por sua exceléncia profissional e desta forma contribuiram

para minha formacéo profissional e pessoal.



AGRADECIMENTOS

Esta dissertacdo é resultado do trabalho, parceria e colaboragdo de todos da area de
Embriologia e Histologia, por isso sinceramente agradeco ao coordenador Dr. Prof. Armando
Sales, Dr. Prof. Marco Antbnio, Dr. Prof. André, Dra. Profa. Rosa Maria, a nossa
queridissima llza Coelho, ao Sr. Oséias, todos 0s estagidrios e monitores da area, em especial
Cintia Morgado e Bartolomeu das Neves.

A Dra. Profa. Nadja Lima Pinheiro pela orientacdo neste projeto, por todos o0s
ensinamentos, pela contribuigdo profissional e pessoal, pela confian¢a depositada em mim,
paciéncia, amizade e carinho.

A Dra. Profa. Aparecida Alves do Nascimento pela co-orientacdo, por tudo que me
ensinou nestes Gltimos trés anos, pela ajuda fundamental neste estudo, por viabilizar a
realizacdo deste projeto juntamente com a area, pela contribuicdo, incentivo, confianca,
parceria e amizade.

A Sandrine pela gentileza de pesquisar e enviar artigos indisponiveis gratuitamente
aqui no Brasil.

Aos queridos amigos conquistados nesta etapa da minha vida, em especial Vinicius
Miranda, Marcia Souza, Juliana Santos, Mayara Martins, Maira Santana, Isabela Schwan e
Danielle Vieira-Lopes.

As amigas Michelle Hipolito e Isabela Castro que me acompanharam e estiveram ao
meu lado desde os primeiros anos de graduacdo, sempre pacientemente me ajudando e
apoiando. Obrigada por toda amizade e carinho.

Aos alunos que participaram desta etapa e sempre foram um grande incentivo para
escolha deste caminho.

A minha familia por todo amor, apoio e compreensdo mesmo com a distancia.

Meus mais sinceros agradecimentos a todos aqueles que de alguma forma
contribuiram direta ou indiretamente neste trabalho, aqui citados ou ndo pela falta de
memoria.



a.C.
AB
Ac
CNC
DAB
e.g.
EDTA
GAGs
HE

IHQ

Mdm2
PAS
PS
SVv40
TNF
TRAIL

LISTA DE ABREVIACOES

antes de Cristo

Alcian Blue

Anticorpo

Crista neural Cranial
Diaminobenzidina

exempli gratia

Acido etilenodiamino tetra-acético
Glicosaminoglicanas
Hematoxilina e Eosina
Imuno-histoquimica
Imunorreativo (a)

Murine double two minite
Acido Periédico de Schiff
Fosfatidilserina

Simian vacuolating virus 40

Fator de Necrose Tumoral

Tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand



LISTA DE FIGURAS

llustracdo 1. Membranas embrionarias ou anexos fetais ..........ccccvvvvivriviiieieriiese e 10
llustragdo 2. Estadios do desenvolvimento do embrido de galinha ..........ccccocoveviiiiiicnne. 11
llustracdo 3. Fotografia do es6fago, proventriculo e moela de G. gallus domesticus . ......... 13
llustracdo 4. Diagrama para ilustrar as caracteristicas morfoldgicas de apoptose.................. 54
lustragéo 5. Regulagdo da p53 por MAmM2 . ..o s 57
llustracéo 6. Representacdo do método imuno-histoquimico ABC ... vvcvieennne, 59
Tabela 1. Resultados das reac@es histoquimicas no eséfago de G. gallus ...........ccccceevnneen. 18
Tabela 2. Resultados das reacdes histoquimicas no proventriculo de G. gallus ..................... 19
Tabela 3. Resultado das reacGes histoquimicas na moela de G. gallus...........cccccoceevverieennenn, 20

Figura 1. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 14 dias (estagio 40). Coloracdo: HE. Ep:
Epitélio, Gl: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo, mm: muscular da mucosa Barra:

Figura 2. Fotomicrografia es6fago do embrido de 17 dias (estagio 43). Coloracdo: HE. Ep:
Epitélio, Gl: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50Um. ........ccccceveveeiieieennnne 21

Figura 3. Fotomicrografia do es6fago de embrides no estadio 44 (18 dias). Coloracdo: HE.
Ep: Epitélio, Egl: Glandula esofagica. Barra: SOM. .........ccoveiviiiiiiieiecic e 22

Figura 4. Fotomicrografia das glandulas esofagicas em formacdo no estadio 45 (20 dias).
Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Egl: Glandula esofégica, ct: Tecido conjuntivo. Barra: 50um. .22

Figura 5. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 14 dias (estagio 40). Celulas da mucosa
positivas ao PAS. Ep: Epitélio, Gl: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.

Figura 6. Esofago do embrido de 17 dias (estagio 43). Células do epitélio de revestimento da
mucosa e poucas celulas das glandulas esofagicas positivas ao AB. Ep: Epitélio, Gl: Glandula
primordial, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: SOM. .......c.coivieiieiiiciie e 23

Figura 7. Fotomicrografia do eséfago do embrido de 18 dias (estagio 44). Glandula esofagica
em fase final da diferenciacdo, positiva ao AB. Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido
CONJUNEIVO. BaITa: SO ...cuviiiiiiieieiie ettt bbbt e et ne e sreenteenee e 24
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Figura 8. Fotomicrografia do esd6fago do embrido de 20 dias (estégio 45). Glandula esofégica
positiva ao PAS. Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um. ............... 24

Figura 9. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 14 dias (estagio 40). Células superficiais
da mucosa positiva ao AB. Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 100um.

Figura 10. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 15 dias (estagio 41). Células
superficiais da mucosa positivas a0 AB e glandulas esofégicasnegativas. Ep: Epitélio, Gl:
Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: TOOIM........covrieieiieieiescniesesee s 25

Figura 11. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 17 dias (estadgio 43). Células da
mucosa e da glandula primordial positivas ao AB. Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido
CONJUNEIVO. BAITa: SOLIM. ..c.eiiiiiiiiieiee bbbt 26

Figura 12. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 20 dias (estagio 45). Células da
mucosa e das glandulas esofagicas positivas ao AB. Ep: Epitélio, GI: Glandula, Tc: Tecido
CONJUNEIVO. BArra: LOOIM. ...cueiiiiiiiiieieiee ettt bbb 26

Figura 13. Fotomicrografia do embrido com 12 dias de incubagéo (estadio 37 e 38). Mucosa e
glandulas proventriculares revestidas por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Coloracéo:
HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, CMus: Camada
mMuSCUlar. Barra: LOORM. ....c..oiiiiiiiiiieieiet ettt bbbttt nb bbb e 27

Figura 14. Fotomicrografia de embrido com 12 dias de incubacdo (estadio 37-38). Mucosa e
glandula proventricular primordial revestidas por epitélio pseudoestratificado cilindrico.
Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular. Barra:

Figura 15. Fotomicrografia de embrido com 12 dias de incubacdo (estadio 37-38). Glandulas
proventriculares primordiais do tipo simples e tubular. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc:
Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, Setas: Células binucleadas. Barra: 50um....28

Figura 16. Fotomicrografias de embrido de 13 dias (estddio 39). As glandulas
proventriculares ramificadas, revestidas por epitélio simples cubico. Coloragdo: HE. Ep:
Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, Dc: Ducto excretor, CMus:
Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra: SOMM. ......cccveviieiiieiiieiie e 28

Figura 17. Fotomicrografia de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa revestida por epitélio
simples cilindrico mucossecretor. Glandulas proventriculares bem ramificadas. Coloragao:
HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular. Barra: 50um. ............ 29

Figura 18. Fotomicrografia de embrido de 19 dias (estadio 45). Muscular da mucosa pouco
evidente. Glandulas proventriculares presente na camada mucosa /submucosa. Coloracao:
Tricrémico de Gomori. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, Dc:

Vi
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Ducto excretor, CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa, Setas: muscular da mucosa.
BaI Al LOOIM. ..ttt 29

Figura 19. Fotomicrografia de embrido de 12 dias (estadio 37 e 38). Mucosa proventricular
positiva ao PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular. Barra:

Figura 20. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa
positiva a técnica de PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular,
Dc: Ducto excretor central. Barra: TOOLM. ......ooviiiiiiiieieieie e 30

Figura 21. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 17 dias (estadio 43). Secre¢do das
glandulas proventriculares fracamente positivas a técnica de PAS. Tc: Tecido conjuntivo, Gl:
Glandula proventricular. Barra: SOLIM. ......cooiiiiiieienieeeee s 31

Figura 22. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 19 dias de incubacéo (estadio 45).
Mucosa positiva a producdo de GAGs neutras, principalmente pelo epitélio secretor (PAS).
Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, CMus: Camada muscular,
CS: Camada Serosa. Barra: SOLM. .......oiieiiieieie et 31

Figura 23. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 12 dias de incubacdo (estadio 37 -
38). Mucosa do proventriculo positiva a producdo de GAGs neutras, principalmente pelo
epitélio superficial. Técnica: PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula
proventricular, CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra: 50pm.............c.c.c..... 32

Figura 24. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa
positiva a técnica de AB. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular,
CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra: LOOUM. ........ccevvveeieevieiieieeie e 32

Figura 25. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 19 dias (estadio 45). Mucosa
positiva a técnica de AB pH 2,5. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula
proventricular. Barra: LOOHIM. ....cc.ooiiiiiiicie ettt ae e sraesreennesraeee s 33

Figura 26. Fotomicrografia da moela de embrido de 12 dias (estadio 37 - 38). Mucosa
revestida por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Coloragdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
conjuntivo, V: vaso sanguineo. Barra: SOUM. ........ccccoviiiieiiiiciecie e 33

Figura 27. Fotomicrografia da moela de embrido de 14 dias (estadio 40). Camada mucosa da
moela revestida por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Coloragdo: HE. Ep: Epitélio.
= F T = W I 0051 o SRRSO 34

Figura 28. Fotomicrografia da moela de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa em fase de
reorganizacdo para formar as glandulas tubulares. Coloragdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
conjuntivo, Cabeca de setas: Espacos intercelulares ou lacunas. Barra: 100pm...................... 34
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Figura 29. Fotomicrografia da moela de embrido com 17 dias de desenvolvimento (estadio
43). Camada mucosa com glandulas tubulares j& formada. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio,
Cabeca de setas: Ductos das glandulas retas. Barra: SOHM. ..o 35

Figura 30. Fotomicrografia da moela de embrido com 20 dias de incubacdo (estadio 45).
Camada mucosa com glandulas tubulares bem formadas. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc:
Tecido conjuntivo, CMus: Camada Muscular. Barra: SOUM. ........ccccoovrviiieiieieiencnenesesenes 35

Figura 31. Fotomicrografia da moela de embrido com 12 dias de incubacdo (estadio 37/38).
Mucosa positiva a producdo de GAGs neutras. Técnica: PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
CONJUNEIVO. BAITa: SOLIM. .c.eiiiiiiiiiiee ettt bbb 36

Figura 32. Fotomicrografia da moela de embrido de 16 dias (estadio 42). Glandulas tubulares
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Figura 33. Fotomicrografia da moela de embrido com 17 dias de incubacdo (estadio 43).
Mucosa e glandulas tubulares positivas a técnica de PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo.
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Figura 34. Fotomicrografia da moela embrido de 12 dias (estadio 37/38). Mucosa positiva a
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Figura 52. Fotomicrografia do tumor de mama humano em maior aumento (A) com célula
IR-p53. Célula IR com nucleo corando em castanho (B). Contracorado com Hematoxilina de
HArTIS. Barra = SOLIM. ... .ot 69

Figura 53. Fotomicrografia de cortes de tumor de mama humano. Controle negativo auséncia
de células IR-p53. Contracorados pela Hematoxilina de Harris. Barra = 100pum.................... 70
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VENTURA, Adriana. A expressdo da proteina p53 na morfogénese da mucosa
gastroesofagica de Gallus gallus (Linnaeus, 1758). 100p. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

RESUMO

A ontogénese da mucosa gastroesofagica envolve alteracbes morfoldgicas de acordo com a
sua estrutura e funcdo de cada Orgdo, orquestrados por eventos como a proliferagdo,
diferenciacdo e apoptose. A proposta deste estudo foi descrever a morfogénese da mucosa
gastroesofagica de G. gallus, identificar as alteracdes no padrdo de secrecdo de
glicosaminoglicanas (GAGs), analisar a expressdo da proteina p53 e correlaciona-la as
alteraces morfoldgicas durante o desenvolvimento. Foram utilizados 38 embriGes de galinha,
classificados nos estadios 37 a 45, segundo Hamburger e Hamilton (1951). O material
coletado foi processado segundo rotina histolégica e submetidos as técnicas de coloracdo pela
hematoxilina-eosina para analise da estrutura tecidual e tricromico de Gomori para
identificacdo do tecido conjuntivo e sobre tudo as fibras colagenas; e as técnicas
histoquimicas do PAS e AB pH 2,5 para analise de GAGs neutros e acidos, respectivamente.
Para técnica de imunohistoquimica foram utilizados 26 espécimes, sendo 24 embrides e o
timo de 2 animais adultos. O epitélio de revestimento da mucosa gastroesofagica foi
identificado como mucossecretor, sendo no eséfago principalmente nos estadios iniciais,
decrescendo com o desenvolvimento. As glandulas esofagicas e proventriculares comecam a
se formar nos estadios iniciais do desenvolvimento (estadio 37), quanto na moela as glandulas
tubulares iniciam a sua formacdo somente apds o 15° dia de incubacdo (estddio 41). A
proteina p53 é expressa em momentos cruciais do desenvolvimento, no es6fago (durante a
remodelacdo das células para formar as glandulas esofégicas, estadio 42 até 45), no
proventriculo (enquanto o epitélio da mucosa se diferencia (estadio 39 ao 45) e na moela
(durante a formacdo das glandulas tubulares, estadio 42 ao 45). A expressao da p53 na
mucosa gastroesofagica ocorre principalmente nos estadios que iniciam a remodelacédo
tecidual e acompanham a diferenciacdo destas células até a formacdo de estruturas
glandulares com caracteristicas semelhantes as observadas no animal adulto. As diferencas na
producdo de GAGs nessas regides do trato digestério estdo relacionadas aos avangos do
desenvolvimento nos estadios de desenvolvimento, as fungdes e necessidades fisioldgicas de
cada segmento e a adaptacdo progressiva do organismo a vida pés-eclosao.

Palavras-chave: EmbriGes de galinha, glicosaminoglicanas, proteina p53.



VENTURA, Adriana. The expression. of protein p53 in the morphogenesis of the
gastroesophageal mucosa of Gallus gallus (Linnaeus, 1758). 100p. Dissertation (Master in
Animal Biology). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

ABSRACT

The ontogenesis of the gastroesophageal mucosa involves morphological changes that very
according to the structure and function of each organ and events such as cell proliferation,
differentiation and apoptosis. The aim of this study was to describe the histogenesis of the
gastroesophageal mucosa of G. gallus, identify the alterations in the secretion pattern of
glycosaminoglycans (GAGS), analyze the expression of protein p53 and correlate it with the
morphological changes during development. Thirty-eight chicken embryos were used,
classified as in stages 37 to 45 according to Hamburger and Hamilton (1951). The material
collected was processed according to routine histological techniques and stained with
hematoxylin-eosin for analysis of the tissue structure, with Gomori’s trichrome for
identification of the conjunctive tissue and mainly collagen fibers, as well as with the
histochemical techniques PAS and AB pH 2.5 for analysis of neutral and acid GAGsS,
respectively. For the immunohistochemical technique, 26 specimens were used, 24 embryos
and the thymus of 2 adult animals. The epithelium covering the gastroesophageal mucosa was
found to secrete mucus, while in the esophagus, the mucosa only secreted mucus in the initial
stages of development. The esophageal and proventricular glands start to form in the initial
stages of development (stage 37), while in the gizzard the tubular glands start to form only
after the 15" day of incubation (stage 41). The differences in production of GAGs in these
regions of the digestive tract are related to the advancement of morphogenesis in the
developmental stages, the functions and physiological needs of each segment and the
progressive adaptation of the organism to life after hatching. Protein p53 was expressed at
crucial moments of development, in the esophagus (during remodeling of the cells to form the
esophageal glands, stage 42 to 45), in the proventriculus (during differentiation of the mucosal
epithelium, stage 39 to 45) and in the gizzard (during formation of the tubular glands, stage 42
to 45). The expression of p53 in the gastroesophageal mucosa occurs mainly in the stages
when tissue remodeling starts and accompanies the differentiation of these cells until
formation of glandular structures with characteristics similar to those in the adult bird. The
differences in the production of GAGs in these regions of the gastroesophageal tract are
related to development stages, functions, and physiological requirements of each segment,
and to the gradual adjustment of the body to the post-hatching life.

Keywords: Chicken embryos, glycosaminoglycans, protein p53.



INTRODUCAO

A ontogénese envolve uma série de eventos como a proliferacdo e apoptose para resultar
no desenvolvimento normal do embrido. Logo ap6s a fecundacdo, o zigoto passa por
sucessivas divisdes mitdticas, levando a um rapido aumento do numero de células,
caracterizando o inicio da proliferacdo celular e origem de um organismo multicelular. No
entanto, essas células precisam migrar para regides especificas do embrido e se diferenciar, ou
seja, se especializar em uma determinada funcdo, tecido e 6rgdo (SCOTT, 2003; HYTTEL,;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2012). Mas, no decorrer do processo ontogénico, algumas destas
células se tornam desnecessérias, sendo eliminadas por um processo chamado de apoptose ou
morte celular programada (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; MEIER et al., 2000).

A morte celular foi descrita pela primeira vez por Vogt em 1842 (VAUX, 2002; ZAKERI
& LOCKSHIN, 2007) e reconhecida como um fendémeno normal durante desenvolvimento
por Gluscksman (1951 apud JACOBSON et al., 1997) e Sauders (1966). Em 1972, Kerr,
Wyllie & Currie introduziram o termo apoptose para descrever a morte celular fisioldgica
como um fendmeno biol6gico fundamental.

Durante a ontogénese, 0 processo de apoptose pode ocorrer devido a falta de fatores de
crescimento ou estimulos especificos da matriz extracelular. A falta desses fatores pode levar
a ativacao de sinalizadores pré-apoptoticos, como a proteina p53 (ENTEZARI; ZAKERI;
LOCKSHIN, 2010). Descoberta em 1979 por Lane & Crawford e Linzer & Levine (LEVINE
& OREN, 2009), a p53 ja foi descrita na ontogénese de varias espécies animais, durante a
gastrulacdo, neurogénese, miogénese esquelética, adipogénese (WALLINGFORD et al.,
1997; KRINKA et al.,, 2001; MOLCHADSKY et al., 2008). Relacionada a processos de
diferenciagéo, participa ativamente do desenvolvimento de camundongos, entretanto, apesar
disso a p53 pode ser considerada dispensavel nesta fase (MOLCHADSKY et al., 2008),
porém outras espécies como Xenopus laevis desempenha um papel fundamental
(WALLINGFORD et al., 1997). Sua expressao também foi descrita em embrides de zebrafish
(MOLCHADSKY et al., 2008) e galinha (KRINKA et al., 2001, RINON et al., 2011).

Durante o desenvolvimento, a morte celular por apoptose da forma a 6rgédos, esculpindo-
os, abrindo lamens, retirando células excedentes e caracteristicas ancestrais desnecessarias na
vida adulta (SAUDERS, 1966; MEIER et al., 2000, ENTEZARI; ZAKERI; LOCKSHIN,
2010). A apoptose € um mecanismo essencial para o sucesso da ontogénese (DANIAL &
KORSMEYER, 2004), genes pro-apoptético como o p53 podem atuar durante o
desenvolvimento, reconhecido em diferentes espécies durante a morfogénese de varios tipos
celulares (WALLINGFORD et al., 1997, KRINKA et al., 2001, MOLCHADSKY et al.,
2008, LU; AMATRUDA e ABRAMS, 2009; RINON et al., 2011).

Como a ontogénese compreende mudangas morfoldgicas para que 6rgdos adquiram a
forma padréo e funcional, essas alteracGes sdo controladas por genes como o p53. A proposta
deste estudo foi descrever histogénese da mucosa gastroesofagica de Gallus gallus
domesticus, assim como identificar a secre¢do de glicosaminoglicanas (GAGs) e mudancgas no
padrdo de secrecdo durante a formacgdo de tecidos glandulares, além de correlacionar estas
alteracdes morfologicas a expressao da proteina p53 durante a ontogénese da mucosa destes
segmentos do tubo digestivo.

1.1. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento da galinha foi documentado pela primeira vez por Aristdteles no
século IV a. C. (HAMBURGUER & HAMILTON, 1951; HYTTEL; SINOWATZ;
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VEJSTED, 2012). Desde entdo, este tem sido o organismo modelo de indmeros estudos
embriologicos (e.g. HAMBURGUER e HAMILTON, 1951; TONER, 1965, 1966;
PINHEIRO et al., 1989; MULLER & DIAS; 1998; TAKIGUCHI; YASUGI; MIZUNO,
1988; SGAMBATI et al., 1995, 1996; ROBERTS et al., 1998; FUKUDA & YASUGI, 2005;
LEKSRISOMPONG et al., 2007).

O embrido de G. gallus representa um excelente modelo do desenvolvimento,
proporcionando um sistema bioldgico para pesquisas cientificas, permitindo o uso de técnicas
para testar a ativacdo ou perda da funcdo de genes expressos durante o desenvolvimento
(VERGARA & CANTO-SOLER, 2012). Como o seu desenvolvimento é padronizado em
estadios bem definidos, permite comparacbes entre estudos (HAMBURGUER &
HAMILTON, 1951). Outras vantagens incluem a manipulacdo experimentalmente, um
desenvolvimento semelhante ao de outros vertebrados, incluindo humanos (VERGARA &
CANTO-SOLER, 2012), a facilidade na obtencdo de ovos e manutencdo do desenvolvimento
em incubadoras (MULLER e DIAS, 1998; VERGARA & CANTO-SOLER, 2012; HYTTEL;
SINOWATZ; VEJSTED, 2012; XU et al., 2012).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Descrever a morfogénese da mucosa gastroesofagica de embribes de galinha (Gallus
gallus domesticus), identificando as células e tecidos glandulares produtores de
glicosaminoglicanas neutras e &cidas, além de correlacionar as caracteristicas morfoldgicas do
desenvolvimento da mucosa gastroesofagica com a expressdo da proteina p53.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Descrever histologicamente a morfogénese da mucosa gastroesofagica e caracterizar
alteracOes histoquimicas decorrentes do desenvolvimento.

v Analisar a expressao da proteina p53 durante a ontogénese da mucosa gastroesofagica
de G. gallus e identificar os segmentos da mucosa e estadios em que ocorre a expressao da
p53.

1.3. HIPOTESES

v As alteracOes histologicas durante a morfogénese da mucosa gastroesofagica
sdo acompanhadas por alterac6es nos padrdes de secreces de GAGS.

v A proteina p53 participa do desenvolvimento da mucosa gastroesofagica de G.
gallus.

v A p53 é expressa principalmente nos estadios iniciais do desenvolvimento da
mucosa gastroesofagica, decrescendo nos estadios mais avangados.
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CAPITULO |

MORFOGENESE DA MUCOSA GASTROESOFAGICA DE
Gallus gallus (LINNAEUS, 1758)



VENTURA, Adriana. Morfogénese da mucosa gastroesofagica de Gallus gallus
(Linnaeus, 1758). 100p Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia
Animal, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
RJ, 2013.

RESUMO

Este estudo objetivou descrever a histogénese do epitélio mucossecretor e glandulas do
esdfago, proventriculo e moela de Gallus gallus, além de identificar as alteragcdes no padrédo
de secrecdo de glicosaminoglicanas (GAGs). Foram utilizados 38 embrifes de galinha, o
material coletado foi processado segundo rotina histolégica e posteriormente corado por
hematoxilina-eosina para analise da estrutura tecidual e com tricromico de Gomori para
identificacdo do tecido conjuntivo e das fibras colagenas; e realizacdo das técnicas
histoquimicas de PAS e AB para analise de GAGSs neutras e acidas, respectivamente, e para
identificacdo do inicio da fungdo de tecidos glandulares primordiais. Os embrides em estadios
mais avancados do desenvolvimento apresentaram a parede do es6fago constituida por quatro
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa, enquanto o proventriculo mostrou-se
constituido pelas camadas: lamina propria/submucosa, muscular e serosa; e a moela por
mucosa, muscular e serosa. As glandulas esofagicas encontram-se presentes e em formacéo
desde os estadios iniciais (12 dias de incubacdo — estadio 37/38). As glandulas
proventriculares comecam a se formar a partir do 13° dia de desenvolvimento (estadios 39),
enquanto na moela as glandulas tubulares iniciam a sua formacdo somente ap6s o 15° dia
(estadio 41). As diferencas na producdo de GAGs nessas regides do trato gastroesofagico
estdo relacionadas aos estadios de desenvolvimento, as funcdes e necessidades fisiologicas de
cada segmento e a adaptacao progressiva do organismo a vida pés-eclosao.

Palavras-chave: EmbriGes de galinha, desenvolvimento, glicosaminoglicanas.



VENTURA, Adriana. Morphogenesis of the gastroesophageal mucosa of Gallus gallus
(Linnaeus, 1758). 100p. Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia,
Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

ABSTRACT

The ontogenesis of the gastroesophageal mucosa involves morphological alterations related to
its structure and the function of each segment. The present study describes the histogenesis of
the mucus-secreting epithelium and glands of the esophagus, gizzard, and proventriculus of
the chicken (Gallus gallus), and identifies alterations in the secretion pattern of
glycosaminoglycan (GAGs). We analyzed 38 chicken embryos, processed the material
collected following the histological routine, and then stained it with hematoxylin-eosin for the
analysis of tissue structure and with Gomori's trichrome for the identification of conjunctive
tissue and collagen fibers. We used the PAS histochemical technique for the analysis of
neutral GAGs and the AB histochemical technique for the analysis of acid GAGs. The
embryos at late stage of development had the esophagus wall composed of four layers:
mucosa, submucosa, muscle, and serosa, whereas the proventriculus showed composed of
layers: lamina propria/submucosa, muscle, and serosa; and gizzard composed of three layers:
mucosa, muscle and serosa. In all three segments, we identified the superficial epithelium as
mucus-secreting; in the esophagus this epithelium was mucus-secreting only at the initial
development stages. The proventricular glands began to form at the initial development
stages, whereas the tubular glands began to form in the gizzard just after the 15" day. The
differences in the production of GAGs in these regions of the gastroesophageal tract are
related to development stages, functions, and physiological requirements of each segment,
and to the gradual adjustment of the body to the post-hatching life.

Keywords: chicken embryos, development, glycosaminoglycans.



1. INTRODUCAO

O trato digestivo (TD) dos embrides de G. gallus inicia o seu desenvolvimento nos
primeiros dias de incubacdo, representado por um tubo simples e indiferenciado. O intestino
anterior d& origem ao esdfago, papo, estbmago, intestino e glandulas anexas (NIELSEN et al.,
2001; ROBERTS et al., 1998; FUKUDA & YASUGI, 2005). Entre o terceiro e o quarto dias
de desenvolvimento embrionério, o estbmago do embrido comeca a se diferenciar em duas
regibes morfologicamente distintas. No sexto dia, o proventriculo e a moela ja sao
anatomicamente distintos (TONER, 1965; TAKIGUCHI; YASUGI; MIZUNO, 1988,
FUKUDA & YASUGI, 2005).

A mucosa do es6fago das aves é caracterizada por ser pregueada e apresentar
glandulas mucosas na lamina propria (Banks, 1992). O estdmago das aves consiste em duas
regides histologica e fisiologicamente distintas: uma por¢do glandular, ou proventriculo, e a
porcdo muscular, ou moela (HODGES, 1974; TONER, 1965; TAKIGUCHI et al., 1988;
LIMAN et al., 2010). Localizado anteriormente, o proventriculo é responsavel pela digestdo
péptica, e é caracterizado histologicamente por ser revestido internamente por células
cilindricas mucossecretoras e conter inimeras glandulas ramificadas no tecido conjuntivo,
formadas por células oxinticopépticas que secretam tanto o acido cloridrico quanto o
pepsinogénio (HODGES, 1974; AKSOY; CINAR, 2009). A moela representa a regido
posterior do estdbmago, caracterizada por apresentar uma placa de secre¢do na superficie
interna e uma camada de musculo bem desenvolvida. Ambas as caracteristicas representam
uma adaptacdo a maceracdo de graos (NIELSEN et al., 2001; FUKUDA & YASUGI, 2005;
LIMAN et al., 2010).

A ontogénese da mucosa gastroesofagica envolve alteracbes morfoldgicas, sendo que
esta difere em cada segmento do TD, de acordo com a estrutura e funcdo do 6rgdo. Assim, a
proposta deste estudo foi descrever a morfogénese da mucosa gastroesofagica de G. gallus e
identificar as alteracdes nas secrecdes em células e glandulas durante sua formacéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia das Aves

O desenvolvimento embrionério das aves se d& externamente ao corpo da fémea
(GONZALES et al., 2003), consistindo em um excelente sistema biologico para estudo, pois
muitos eventos ontogénicos que ocorrem assemelham-se aos de outras espécies animais,
permitindo estudos durante o desenvolvimento (STERN, 2005; DE GROEF; GROMMEN,;
DARRAS, 2008). Este pode ser dividido em duas fases: antes da postura, enquanto o ovo
ainda esta no oviduto, e ap6s a postura, o periodo de incubacao. Os ovos das aves sdo do tipo
telolécito completo, possuem grande quantidade de vitelo para assegurar o desenvolvimento
do embrido, pois este ndo dependera do organismo materno. A fecundacdo € interna e ocorre
na por¢do mais superior do oviduto da fémea. A clivagem é do tipo meroblatica discoidal
parcial (GONZALES et al., 2003; SCOTT, 2003).

O desenvolvimento embriondrio comeca aproximadamente trés horas apds a
fecundacdo, dura aproximadamente vinte e duas horas no interior do corpo da fémea. O
processo de clivagem inicia no momento em que ovo entra no istmo, ao atingir o Utero cinco
horas depois, encontra-se no estagio de dezesseis células, chamado de moérula. A proliferacéo
celular continua, formando o blastodisco, nas proximas horas. Em seguida, por meio de
clivagens horizontais cria-se uma Unica camada de células continuas, o blastoderma
(PATTERSON, 1910; OLSEN, 1942). Este comeca a se diferenciar em duas camadas
germinativas, iniciando a gastrulacdo. No momento da postura, o embrido encontra-se na fase
de blastoderme (ou bléstula) ou em fase pré-gastrulacdo (GONZALES et al., 2003; SCOTT,
2003). Apos a oviposicdo, o ovo sofre um resfriamento e 0 embrido comporta-se como um
organismo poiquilotermo, sofrendo direta influéncia do meio externo. Para que ocorra a
continuidade da embriogénese que estard completa em vinte um dias é necessario a incubacéo
dos ovos em temperatura ideal de aproximadamente 37,5° e umidade de 55-60%. (MULLER
& DIAS, 1998; GONZALES et al., 2003).

Albume ou clara

Camara de
ar

Cavidade
amniodtica

Saco

Alantoc6rio com o
vitelino

vasos sangu ineos

llustragdo 1. Membranas embrionarias ou anexos fetais. Fonte: Portal S&0 Francisco
<http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/filo-cordata/filo-chordata-21.php>
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As membranas embrionarias das aves presente no ovo representam adaptacfes
especiais ja que o embrido se desenvolvera no ambiente externo ao organismo da mde. Sao
elas o saco vitelino, o alantoide, o amnio e o corion (GONZALES et al., 2003),
exemplificadas na (llustragéo 1).

O processo de incubacao pode realizar-se com variacdes de temperatura, superiores ou
inferiores a mais adequada a G. gallus. Uma pequena oscilagdo de temperatura pode alterar o
padrdo de desenvolvimento do organismo e a taxa de eclosio (MULLER & DIAS, 1998).
Portanto, com a finalidade de evitar a perda da correlacdo entre a idade cronoldgica e
estrutural, Hamburger & Hamilton (1951) propuseram um estadiamento do desenvolvimento
normal de embrides de galinha (llustracdo 2), sugerindo uma forma de padronizar os
experimentos realizados com este modelo bioldgico, sendo esta classificacdo frequentemente
utilizada desde entdo. A classificacdo consiste em 46 estadios de desenvolvimento que inicia
ainda nas primeiras horas pds-postura, na fase de blastoderma e segue até o vigésimo primeiro
dia de incubacdo quando o embrido estd totalmente formado. O objetivo do estadiamento
proposto por Hamburger & Hamilton (1951) foi padronizar e classificar os embriGes com base
nos caracteres externos independemente da raca, pois algumas se desenvolvem mais rapido.

O embrido de galinha inicia seu desenvolvimento poucas horas apés a fecundacdo. No
momento da postura, a maioria dos embrides encontra-se no estagio inicial de gastrulacdo
(GONZALES et al., 2003). O epitélio do sistema gastrointestinal é derivado do endoderma,
enquanto o tecido conjuntivo, 0s componentes musculares, a cobertura serosa e 0s
mesentérios sdo todos derivados do mesoderma. Os componentes nervosos sao derivados da
crista neural (HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012).

NORMAL STAGES OF CHICK EMBRYONIC DEVELOPMENT

llustragdo 2. Estadios do desenvolvimento do embrido de galinha. Modificado de
HAMBURGER & HAMILTON, 1951. Disponivel em
http://www.summagallicana.it/lessico/e/fembrione%20di%20pollo.htm
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Inicialmente, o trato gastrointestinal representa uma estrutura tubular simples e
indiferenciada que posteriormente dard origem as regides especificas que irdo compor cada
segmento, exibindo morfologia e histologia caracteristica que lhes permitam desempenhar
funcdes tais como digestéo, absorgéo, secrecdo e excre¢do (KLASING, 1999; SMITH et al.,
2000; FUKUDA & YASUGI, 2005). No sexto dia de desenvolvimento, o estdmago simples ja
se diferenciou em duas regides distintas: o proventriculo e moela (TORNER, 1965). A
formacéo do intestino primitivo ocorre ao longo de eixo antero-posterior de forma semelhante
a dos outros animais. O endoderma invagina em dois lugares dando origem ao intestino
anterior e posterior, ventralmente, formando dois tubos abertos, que serdo recobertos pelo
mesoderma esplancnico. Os tubos anterior e posterior se alongam até se fundirem formando
um Unico tubo simples. O intestino primitivo inicia a diferenciagdo no intestino anterior com
uma protuberancia que dara origem ao estbmago primitivo, mas logo se regionaliza dando
origem ao esdfago, estbmago e 6rgdos derivados, como pancreas, figado, glandula tireoide e
pulmdes. O intestino médio da origem a porcao delgada do intestino (duodeno, jejuno e ileo)
e do intestino posterior deriva o coldn, ceco e cloaca formando o intestino grosso (ROBERTS
et al., 1998; NIELSEN et al., 2001; FUKUDA & YASUGI, 2005). Cada regido do intestino
antero-posterior é caracterizada por padrdes unicos de mesoderma e endoderma que pode ser
facilmente distinguido pela morfologia e histologia (SMITH et al., 2000; NIELSEN et al.,
2001).

O esbfago da ave adulta é um tubo muscular estreito que se estende da glote, por¢do
final da faringe passa através do pescoco e torax para se juntar ao estbmago glandular na
cavidade abdominal (HODGES, 1974). Apresenta-se revestido por epitélio pavimentoso
estratificado podendo ser ou ndo queratinizado, lamina propria de tecido conjuntivo frouxo,
onde podem ser observados nodulos e infiltrados de células linfoides, principalmente na
regido do papo. Na mucosa do es6fago estdo presentes glandulas esofagicas mucosa do tipo
tubulo-alveolares ramificadas, constituidas por células mucossecretoras (LANZIERI; SALES;
VIEIRA, 1973; BANKS, 1991), cuja fungdo € produzir continuamente uma fina camada de
muco que lubrifica a superficie epitelial (HODGES, 1974; KIERSZENBAUM, 2008). A
muscular da mucosa é formada por musculo liso, orientada longitudinalmente em relagdo ao
eixo do limen. A camada submucosa, muscular e adventicia ou serosa sao tipicas (BANKS,
1991). O inglavio ou papo representa um diverticulo esofagiano, que se apresenta pouco antes
deste entrar no térax. Caracteriza-se por ser mais espesso que o esbfago, porém, neste
segmento, as glandulas mucosas sdo ausentes em galiformes. Funcionalmente, o es6fago
serve para lubrificar e conduzir o alimento, enquanto a funcdo do inglavio é armazenar e
macerar o alimento por meio de contragdes da musculatura para depois libera-lo no
proventriculo (HODGES, 1974; BANKS, 1991).

O estbmago da ave é composto pelo proventriculo ou estbmago glandular e um
estbmago mecanico ou moela (llustragdo 2) que sdo estruturalmente e fisiologicamente
distintos (TAKIGUCHI; YASUGI; MIZUNO, 1988).

O proventriculo é uma porcdo homologa ao estbmago de mamifero. Posterior ao
proventriculo estd a moela, regido do estdmago que se espande devido a hipertrofia da
musculatura lisa da camada muscular (SMITH et al.,2000; NIELSEN et al., 2001).

O proventriculo é uma estrutura delicada quando comparada a moela, ligeiramente
fusiforme que tem o desenvolvimento glandular visivel na submucosa e camada muscular
delgada (NIELSEN et al.,, 2001). O proventriculo é o estdmago glandular das aves,
histologicamente organiza-se de acordo com o padrdo geral tipico do sistema digestivo,
exceto pelas glandulas oxinticopépticas encontradas na submucosa. A mucosa € carcterizada
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por pregas que formam sulcos. As glandulas mucosas se abrem na base dos sulcos, revestidos
por epitélio simples cilindrico. Os ductos principais das glandulas proventriculares sao
formados por uma camada de células idénticas as do epitélio superficial (LANZIERI; SALES;
VIEIRA, 1973; BANKS, 1991). A lamina propria pode apresentar numerosos acumulos de
tecidos linféide nodular ou difuso. A camada muscular da mucosa constitui-se de fibras
musculares lisas interrompidas e seus feixes encontram-se interdigitados nas glandulas
proventriculares. Estas sdo do tipo composta, ramificada e tubular (BANKS, 1991).

No proventriculo encontram-se glandulas grandes e profundas na submucosa
(AIKTEN, 1958). As células oxinticopépticas revestem-nas e secretam tanto o &cido
cloridrico como pepsinogénio (SMITH et al., 2000). A camada de masculo liso é delgada
formada por fibras musculares lisas, constituida por uma camada longitudinal interna, circular
média e longitudinal externa. O 6rgdo é revestido externamente por uma camada serosa. O
proventriculo é separado da moela por um istmo, chamado de zona de transicdo (BANKS,
1991; NIELSEN et al., 2001).

llustracdo 3. Fotografia do es6fago (a), proventriculo (b) e moela (c) de G. gallus
domesticus (Fonte: Pinheiro, N. L.).
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Na regido de transicdo proventiculo-moela hd uma nitida demarcacdo entre estes
o0rgdos pela espessa camada muscular presente na moela. A moela ou ventriculo constitue a
porcdo mecanica do estdmago. A superficie interna do Orgao é revestida por uma secrecao
dura produzida pelas glandulas mucosas (BANKS, 1991; NIELSEN et al., 2001). A camada
mucosa € formada por epitélio simples cilindrico com caracteristicas mucossecretoras que se
continuam no interior da glandula. O epitélio de revestimento da moela aprofunda-se na
lamina propria da mucosa, constituindo as glandulas tubulosas (LANZIERI; SALES;
VIEIRA, 1973). A lamina propria/submucosa é tipica. A muscular da mucosa é formada por
mausculo liso e tecido conjuntivo denso. A camada serosa delgada (BANKS, 1991). A moela é
adaptada para triturar e moer gréos, substituindo o processo de mastigagéo, principalmente
nas especies granivoras. A superficie epitelial apresenta-se queratinizada (SMITH et al.,2000;
NIELSEN et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos embrifes

Foram coletados 38 embrides de G. gallus (raca Leghorn) com 12 a 20 dias de
incubagdo, oriundos da Granja Tolomei, Rio de Janeiro, Brasil. Foram utilizados cinco
embrides de 12 dias de incubacéo; quatro de 13 dias; cinco de 14 dias; quatro de 15 dias; trés
de 16 dias; cinco de 17 dias; quatro de 18 dias; quatro de 19 dias; e quatro embrides de 20
dias.

A incubacdo foi realizada em incubadora automatica em temperatura de 37,5°C e
umidade de 60%, ambas controladas. Os embrides foram eutanasiados por hipotermia
(método de congelamento a 4°C por 4 horas), de acordo com a Resolucdo 714 de 20/06/2002
do CRMV, protocolo 189/2011 processo 23011792/2011-31 aprovado pela Comisséo de Etica
e Pesquisa da UFRRJ (anexo A).

Os embrides foram classificados em estadios, variando de 37 a 45, segundo Hamburger e
Hamilton, 1951. Posteriormente, dissecados para retirada do es6fago, proventriculo e moela,
os quais foram fixados em liquido de Bouin por 8 horas, em seguida processados pela técnica
histoldgica de rotina, que consiste em: desidratacdo em série crescente de etanol (70° GL até
100° GL), diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em Histosec-Paraffin para obtencédo
de cortes histologicos de 3um.

3.2 Coloracdes Histoldgicas de Rotina

3.2.2. Hematoxilina e Eosina (Mallory, 1938)

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para anélise da estrutura
tecidual, tendo como resultado: ndcleos em azul escuro a roxo, citoplasma e demais estruturas
tissulares roseos.

Técnica de coloracdo: Apo6s serem submetidos as técnicas histologicas de
desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes em laminas foram coradas pela Hematoxilina de
Delafield (30 segundos), lavadas em agua corrente durante cinco minutos, banhadas em agua
destilada, coradas em seguida pela Eosina por cinco minutos, desidratada em alcool absoluto
I, 1l e 11l (cinco minutos cada), diafanizados em xilol para posterior montagem da lamina com
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).

3.2.3. Tricrémico de Gomori (Gomori, 1952)

Tricrémico de Gomori foi utilizado para diferenciacéo visual do tecido conjuntivo e
fibras colagenas. As fibras colagenas se coram em verde, as fibras musculares estriadas
esqueléticas em vermelho, epitélio em cinza violaceo; o citoplasma dos fibrocitos e
fibroblastos em verde e o nucleo em azul.

Técnica de coloragédo: Apds a hidratacdo dos cortes, estes foram corados levemente
pela Hematoxilina Delafield, lavados em &gua corrente, coradas na sequéncia pelo Tricrémico
de Gomori por 20 minutos, diferenciados em agua destilada contendo acido acético 0,2% por
trés segundos, lavados em &gua destilada, desidratos em alcool absoluto I, Il e 1l (cinco
minutos cada). Diafanizados em xilol 1 e Il, montados com Entellan (Merck, Darmstadt,

Germany).
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3.3. Técnicas Histoquimicas

A andlise histoquimica consiste nas técnicas de acido periodico de Schiff (PAS) e
Alcian Blue (AB) pH 2,5 para identificar a producdo de glicosaminoglicanas GAGS neutros e
acidos, respectivamente.

3.3.2. Acido Periddico de Schiff — PAS (MCMANUS, 1946; LILLIE, 1947;
HOTCHKISS, 1948)

A reacdo de PAS ¢ utilizada para deteccdo GAGS neutros, portanto, tem-se como
resultado, os GAGs neutros presente no citoplasma das células e as secre¢bes coram-se de
r6seo a vemelho purpura.

Técnica de coloracdo: Apos a hidratacdo, os cortes foram oxidados por 10 minutos
em solucdo de &cido periddico. Em seguida, banhados em agua corrente por cinco minutos,
imersos no reagente de Schiff por 10 minutos. Lavados em agua corrente por cinco minutos,
banhados em &agua destilada, corados pela Hematoxilina de Delafield por 15 segundos,
lavados novamente em agua destilada, desidratados em alcool absoluto I, 11 e Il (cinco
minutos cada), diafanizados em xilol e montagem com Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany).

3.3.3. Alcian Blue pH 2.5 (STEEDMAN, 1950; LISON 1954; MOWRY, 1956; LEV
E SPICER, 1964)

O Alcian Blue é uma técnica histoquimica utilizada para identificacdo de GAGs
acidos, portanto, tem-se como resultado, 0s GAGs &cidos presentes no citoplasma das células
mucosas e nas secrecdes coram-se em azul escuro; nucleos e estruturas citoplasmaticas das
células em réseo a réseo palido.

Técnica de coloracdo: Apos a hidratacdo, os cortes foram colocados em solucdo de
acido acético glacial a 3% por trés minutos, corados em seguida pela solucdo de Alcian Blue
pH 2.5 por 30 minutos, lavados em agua corrente por 10 minutos, banhados rapidamente em
agua destilada, contracorados em solucdo de Nuclear Fast Red por cinco minutos, lavados em
agua corrente, desidratados em alcool absoluto I, Il e Il (cinco minutos cada), diafanizados
em xilol I e 1I. As laminas foram montadas utilizando Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).

3.4. Observacoes e fotomicrografias

Fotomicrografias foram obtidas com camera digital Nikon Coolpix 100, acoplada ao
microscopio Nikon Elipse E100.
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4 RESULTADOS

4.1 Esofago

A parede do es6fago de embrides de 12 a 20 dias apresenta-se constituida por quatro
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa mostra-se revestida por
epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado e secretor. Os primordios das glandulas
esofagicas ja estdo presentes no 12° dia do desenvolvimento (estddio 37-38), a partir de
brotamentos de células epiteliais que formam aglomerados no tecido conjuntivo, estas células
proliferam-se e aprofundam-se no mesénquima. Inicialmente, os primordios das glandulas
esofagicas consistem em grupamentos celulares, semelhante as células que constituem o
epitélio superficial neste mesmo estadio (Figura 01). A partir do 16° dia (estadio 42), observa-
se luz no interior das glandulas esofagicas primordiais. As células que formam as glandulas se
organizam em uma ou duas camadas ao redor do lumen (Figura 02 e 03). Somente a partir do
19° e 20° dia (estadios 45), as células das glandulas apresentam-se altas localizadas na regido
basal, com caracteristicas de glandulas mucosas (Figura 04). As células do epitélio da mucosa
sdo positivas a producdo de GAGs neutros (Figuras 5 a 8) e acidos (Figuras 9 a 12) do 12° até
20° dia, ou seja, dos estadios 37 a 45, indicando que nessa fase o epitélio é secretor. As
glandulas esofagicas primordiais sdo negativas as técnicas histoquimicas utilizadas no
presente estudo até o 16° dia, ou seja, estadio 42 (Figuras 5, 9 e 10), mostrando-se fracamente
positivas entre 0 17° ao 19° dia, ou seja, estadios 43 a 45 ao PAS (Figuras 07 e 08) e ao AB
(Figura 11). Mostram-se fortemente positivas no 20° dia, estadio 45 ao PAS (Figura 08) e ao
AB (Figura 12), quando exibiu plena producdo de GAGs neutras e &cidas (Tabela 01). As
observacdes macro e microscopicas ndo evidenciaram o desenvolvimento do inglivio ou papo
durante os estadios 37 a 45.

4.2 Estbmago

4.2.1 Proventriculo

Procedeu-se a analise histologica do estbmago de embrifes de 12 a 20 dias de
incubacdo (estadios 37 a 45). O proventriculo aos 12 dias de desenvolvimento apresenta-se
revestido internamente por epitélio pseudoestratificado cilindrico ou cilindrico simples sobre
tecido conjuntivo mesenquimal (Figura 13). Nesta fase, as glandulas proventriculares sdo
formadas por epitélio pseudoestratificado cilindrico (Figura 14). Em corte longitudinal,
observa-se uma Unica camada de células revestindo a luz do ducto, futuro ducto excretor. As
glandulas ndo demonstraram ramificagfes, sendo formadas por tubulos simples (Figura 15).
Porém, a partir do 13° dia (estadio 39), iniciou-se o processo de ramificacdo das glandulas; a
camada epitelial invaginou-se para o tecido conjuntivo mesenquimal originando o ducto
excretor e ramificagcbes das glandulas proventriculares (Figura 16). A partir do 14° dia
(estadio 40), observam-se as células que constituem as glandulas com o formato cubico e
nacleo esférico, citoplasma acidofilo e granular. No 15° dia (estadio 41) nota-se que as
ramificacdes das glandulas proventriculares sdo mais proeminentes.
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Tabela 1. Resultados das reagdes histoquimicas no eséfago de G. gallus

Dias de desenvolvimento PAS AB 2.5
Epitelio Epitélio
Superficial Glandula Superficial Glandula
12 +++ - +++ -
13 +++ - +++ -
14 +++ - +++ -
15 ++ - ++ -
16 ++ - ++ -
17 + + ++ +
18 + ++ + ++
19 + ++ + ++
20 + +++ + +++

(+++) Reacdo fortemente positiva; (++) moderadamente positiva; (+) fracamente positiva; (-)
reacao negativa; (~) estrutura ainda ndo formada.

Por volta do 15° dia do desenvolvimento (estadio 41), o epitélio da camada mucosa
diferencia-se em cilindrico simples mucossecretor e os sulcos tornam-se cada vez mais
profundos (Figura 17). A partir do 17° dia de desenvolvimento (estadio 42), o proventriculo ja
exibe morfologia semelhante a do animal adulto, porém a muscular da mucosa mostrou-se
muito pouco evidente em todos os estadios do desenvolvimento (37 a 40), ou seja, do 12° ao
20° dia, confirmado pelo tricrbmico de Gomori (Figura 18). Portanto, as glandulas
proventriculares foram encontradas no tecido conjuntivo da ldmina propria/submucosa.

As estruturas proventriculares sao positivas para as técnicas histoquimicas de PAS e
AB pH 2,5 em todos os estadios de desenvolvimento (Figuras 19 a 25), sendo que o epitélio
superficial mostrou-se fortemente positivo, principalmente nos estadios mais avancado,
enquanto células de revestimento dos sulcos e ductos foram fracamente positivas a producgéo
de ambos os tipos de GAGs neutras e acidas em todos os estadios de 12 a 20 dias (Tabela 2).

18



Tabela 2. Resultados das reac6es histoquimicas no proventriculo de G. gallus

Dias de PAS AB 25
desenvolvimento Epitélio Gléandula Epitélio Glandula
Superficial Superficial
Sulcos Ducto Sulcos Ducto
central central
12 ++ + + ++ + +
13 ++ + + ++ + +
14 ++ + + ++ + +
15 ++ + + ++ + +
16 +++ + + +++ + +
17 +++ + + 4+ + +
18 +++ + + +++ + +
19 +++ + + 4+ + +
20 +++ + + +++ + +

(+++) Reacdo fortemente positiva; (++) moderadamente positiva; (+) fracamente positiva,;
(-) reacdo negativa; (~) estrutura ainda nao formada.

4.2.2 Moela

A moela apresenta-se constituida por trés camadas: mucosa, muscular e serosa. Nos
embribes de 12 a 14 dias de desenvolvimento (estadios 37 a 40), a camada mucosa mostra-se
recoberta por epitélio pseudoestratificado cilindrico (Figura 26). Nesta fase ndao havia vestigio
de glandula (Figuras 26 e 27). A partir do 13° dia (estadio 39) o epitélio superficial comeca a
demonstrar irregularidades na borda apical. Apds o 14° dia (estadio 40), a camada de células
epiteliais apresenta-se mais alta, como se houvesse proliferacdo celular e invasdo destas no
tecido conjuntivo (Figura 27). A diferenciacdo do epitélio inicia pelo terco final da moela,
porcdo proxima a transicdo com o intestino delgado. A partir do 15° (estadio 41), o epitélio da
camada mucosa se diferencia e gradualmente adquire a forma de epitélio simples, as células
tornam-se cubicas com nucleo esférico e citoplasma acidofilo. Apds 16° dia de incubacéo, as
células apresentam ligeira falta de coesdo e em fase de reorganizacdo, provavelmente para
formar as glandulas tubulares. Surgem espacos intercelulares, ou lacunas entre as células
(Figura 28), separando-as pela membrana lateral. Esses espagos intercelulares sdo preenchidos
com secrecdo de natureza acidofila. A partir do 17° dia, as glandulas tubulares foram
consideradas como ja formadas, pois estas apresentaram caracteristicas morfoldgicas bem
definidas (Figuras 29 e 30).

A mucosa da moela mostrou-se positiva as técnicas de PAS e AB (Figura 31 a 37), 0s
resultados histoquimicos estdo descritos na Tabela 3. Nos embrides de 12 dias (estadio 37/
38), a mucosa mostra-se positiva a técnica de PAS (Figura 31) e apenas a regido apical
damucosa reagiu ao AB (Figura 34), enquanto nos embrides de 13 a 16 dias (estadio 39 a 42)
todas as por¢fes da mucosa mostram-se positivas ao PAS (Figuras 32 e 33) e ao AB (Figura
35). Nos estadios finais (43 a 45), por volta de 17 a 20 dias de incubagdo, todas as regies das
glandulas tubulares mostra-se positivas as técnicas histoquimicas (Figuras 36 e 37). N&o ha
formacdo de placa de secrecdo até o 20° dia do desenvolvimento (estadio 45).
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Tabela 3. Resultado das reac6es histoquimicas na moela de G. gallus

Dias de PAS AB 2.5
desenvolvimento Epitelio Epitélio
Superficial Glandula Superficial Glandula

12 ++ ~ + ~
13 ++ ~ + ~
14 ++ ~ + ~
15 +++ ~ + ~
16 +++ ~ + ~
17 +++ ++ ++ ++
18 +++ ++ ++ ++
19 +++ ++ ++ ++
20 +++ ++ ++ ++

(+++) Reacdo fortemente positiva; (++) moderadamente positiva; (+) fracamente positiva,;
(-) reacdo negativa; (~) estrutura ainda nao formada.




Figura 1. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 14 dias (estagio 40).
Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Gl: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo,
mm: muscular da mucosa Barra: 100um.

el o . 3 -
Figura 2. Fotomicrografia es6fago do embrido de 17 dias (estagio 43). Coloracéo:
HE. Ep: Epitélio, GlI: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.
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Figura 3. Fotomicrografia do es6fago de embrides no estddio 44 (18 dias).
Coloracao: HE. Ep: Epitélio, Egl: Glandula esoféagica. Barra: 50um.

Figura 4. Fotomicrografia das glandulas esofagicas em formagdo no estadio 45
(20 dias). Coloragdo: HE. Ep: Epitélio, Egl: Glandula esofagica, ct: Tecido
conjuntivo. Barra: 50um.
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Figura 5. Fotomicrografia do eséfago do embrido de 14 dias (estagio 40). Células
da mucosa positivas ao PAS. Ep: Epitélio, GI: Glandula primordial, Tc: Tecido
conjuntivo. Barra: 50pum.

Figura 6. Esofago do embrido de 17 dias (estagio 43). Células do epitélio de
revestimento da mucosa e poucas células das glandulas esofégicas positivas ao
AB. Ep: Epitélio, Gl: Glandula primordial, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50pum.
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Figura 7. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 18 dias (estagio 44).
Glandula esofagica em fase final da diferenciacdo, positiva ao AB. Ep: Epitélio,
GI: Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.

Figura 8. Fotomicrografia do esdfago do embrido de 20 dias (estagio 45).
Glandula esofagica positiva ao PAS. Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido
conjuntivo. Barra: 50um.
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Figura 9. Fotomicrografia do esdéfago do embrido de 14 dias (estagio 40). Células
superficiais da mucosa positiva ao AB. Ep: Epitélio, GI: Glandula, Tc: Tecido
conjuntivo. Barra: 100um.

Figura 10. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 15 dias (estagio 41).
Células superficiais da mucosa positivas ao AB e glandulas esofagicasnegativas.
Ep: Epitélio, Gl: Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 100um.
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Figura 11. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 17 dias (estadgio 43).
Células da mucosa e da glandula primordial positivas ao AB. Ep: Epitélio, Gl:
Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.

Figura 12. Fotomicrografia do es6fago do embrido de 20 dias (estagio 45).
Células da mucosa e das glandulas esofagicas positivas ao AB. Ep: Epitélio, Gl:
Glandula, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 100pm.
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Figura 13. Fotomicrografia do embrido com 12 dias de incubacdo (estadio 37 e
38). Mucosa e glandulas proventriculares revestidas por epitélio
pseudoestratificado cilindrico. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo,
Gl: Glandula proventricular, CMus: Camada muscular. Barra: 100um.

Figura 14. Fotomicrografia de embrido com 12 dias de incubacdo (estadio 37-38).
Mucosa e glandula proventricular primordial revestidas por epitélio
pseudoestratificado cilindrico. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
conjuntivo, Gl: Glandula proventricular. Barra: 50um.
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Figura 15. Fotomicrografia de embrido com 12 dias de incubacao (estadio 37-38).
Glandulas proventriculares primordiais do tipo simples e tubular. Coloracdo: HE.
Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, Setas: Células
binucleadas. Barra: 50pum.

Figura 16. Fotomicrografias de embrido de 13 dias (estadio 39). As glandulas
proventriculares ramificadas, revestidas por epitélio simples cubico. Coloragdo: HE.
Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, GI: Glandula proventricular, Dc: Ducto excretor,
CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra: 50um.

28



Figura 17. Fotomicrografia de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa revestida
por epitélio simples cilindrico mucossecretor. Glandulas proventriculares bem
ramificadas. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula
proventricular. Barra: 50um.

il

Figura 18. Fotomicrografia de embrido de 19 dias (estddio 45). Muscular da
mucosa pouco evidente. Glandulas proventriculares presente na camada mucosa
/submucosa. Coloracdo: Tricromico de Gomori. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, Dc: Ducto excretor, CMus: Camada
muscular, CS: Camada Serosa, Setas: muscular da mucosa. Barra: 100um.
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Figura 19. Fotomicrografia de embrido de 12 dias (estadio 37 e 38). Mucosa
proventricular positiva ao PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula
proventricular. Barra: 50pum.

Figura 20. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 16 dias (estadio 42).
Mucosa positiva a técnica de PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl:
Glandula proventricular, Dc: Ducto excretor central. Barra: 100um.
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Figura 21. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 17 dias (estadio 43).
Secrecdo das glandulas proventriculares fracamente positivas a técnica de PAS.
Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula proventricular. Barra: 50pum.

BUFFa s "o b i ES s T

Figura 22. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 19 dias de incubagdo
(estadio 45). Mucosa positiva a producdo de GAGs neutras, principalmente pelo
epitélio secretor (PAS). Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl: Glandula
proventricular, CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra: 50um.
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Figura 23. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 12 dias de incubacéo
(estédio 37 - 38). Mucosa do proventriculo positiva a producdo de GAGs neutras,
principalmente pelo epitélio superficial. Técnica: PAS. Ep: Epitélio, Tc: Tecido
conjuntivo, Gl: Glandula proventricular, CMus: Camada muscular, CS: Camada
Serosa. Barra: 50pum.

Figura 24. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 16 dias (estadio 42).
Mucosa positiva a técnica de AB. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl:
Glandula proventricular, CMus: Camada muscular, CS: Camada Serosa. Barra:

100pm.
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Figura 25. Fotomicrografia do proventriculo de embrido de 19 dias (estadio 45).
Mucosa positiva a técnica de AB pH 2,5. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Gl:
Glandula proventricular. Barra: 100um.

Figura 26. Fotomicrografia da moela de embrido de 12 dias (estadio 37 - 38).
Mucosa revestida por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Coloracdo: HE. Ep:
Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, V: vaso sanguineo. Barra: 50um.
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Figura 27. Fotomicrografia da moela de embrido de 14 dias (estadio 40). Camada
mucosa da moela revestida por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Coloracéo:
HE. Ep: Epitélio. Barra: 200um.

Figura 28. Fotomicrografia da moela de embrido de 16 dias (estadio 42). Mucosa
em fase de reorganizacdo para formar as glandulas tubulares. Coloracdo: HE. Ep:
Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, Cabeca de setas: Espagos intercelulares ou
lacunas. Barra: 100um.
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Figura 29. Fotomicrografia da moela de embrido com 17 dias de
desenvolvimento (estddio 43). Camada mucosa com glandulas tubulares ja
formada. Coloracdo: HE. Ep: Epitélio, Cabeca de setas: Ductos das glandulas

retas. Barra: 50um.

Figura 30. Fotomicrografia da moela de embrido com 20 dias de incubacéo
(est&dio 45). Camada mucosa com glandulas tubulares bem formadas. Coloracéo:
HE. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo, CMus: Camada Muscular. Barra: 50pum.
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Figura 31. Fotomicrografia da moela de embrido com 12 dias de incubacéo
(estadio 37/38). Mucosa positiva a producdo de GAGs neutras. Técnica: PAS. Ep:
Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.

Figura 32. Fotomicrografia da moela de embrido de 16 dias (estddio 42). Glandulas
tubulares primordiais positivas a técnica de PAS. GIl: Glandulas tubulares, Tc: Tecido
conjuntivo. Barra: 50um.
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(estadio 43). Mucosa e glandulas tubulares positivas a técnica de PAS. Ep:
Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.

. . -~

Figura 34. Fotomicrografia da moela embrido de 12 dias (etédio 37/3). ucosa
positiva a técnica de AB na superficie apical. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo.
Barra: 50um.
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Figura 35. Fotomicrografia da moela de embrido de 13 dias (estadio 39). Mucosa
positiva a técnica de AB. Ep: Epitélio, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50pum.

Figura 36. Fotomicrografia da Meola de embrido com 17 dias de incubacdo
(estaddio 43). Mucosa e glandulas tubulares positivas a técnica de AB. Gl:
Glandulas tubulares, Tc: Tecido conjuntivo. Barra: 50um.
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Figura 37. Fotomicrografia da moela de embrido com 19 dias de incubacdo
(estddio 45). Mucosa e glandulas tubulares positivas a técnica de AB. Gl:
Glandulas tubulares, Tc: Tecido conjuntivo, (*): Células epiteliais se soltando.

Barra: 50pum.
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5. DISCUSSAO

O trato gastroesofagico é revestido por uma mucosa que difere em cada segmento, de
acordo com a estrutura e funcdo. A mucosa gastroesofagica possui glandulas e células
secretoras de GAGSs, 0 muco secretado por essas células e glandulas forma uma camada
protetora (DIAZ et al., 2003; PIEL et al., 2005; KIERSZENBAUM, 2008). As células
produtoras de GAGSs neutras sdo reativas ao PAS, enquanto as acidas se coram pelo AB. As
GAGs podem ser classificados histoquimicamente como neutros ou acidos (FORDER et at.,
2007). No tubo digestivo, as GAGs neutras formam um muco pouco viscoso que favorece o
transito digestivo ao lubrificar as particulas alimentares, permitindo que estas sejam
impulsionadas para o proximo segmento. As GAGs &cidas apresentam alta viscosidade, sendo
fundamentais no aprisionamento de particulas e na formacéo da barreira de protecdo contra
atritos mecanicos e acdo do acido digestivo (SIBBING & URIBE, 1985). A composi¢édo e a
dindmica da secrecao diferem de acordo com a necessidade e a funcdo dos tecidos epiteliais
em resposta as condicbes ambientais (DIAZ et al, 2003; KIERSZENBAUM, 2008;
THORNTON et al., 2008).

No inicio do desenvolvimento, a camada mucosa do esdfago apresenta células
epiteliais secretoras na superficie apical tanto de GAGSs neutras e acidas. Porém a atividade
secretoria destas células decresce com o desenvolvimento, provavelmente para compensar a
auséncia das glandulas mucosas e pouca producdo de GAGs durante sua formacéo destas. No
entanto, no 20° dia do desenvolvimento, ao contrario do epitélio superficial, as glandulas
esofagicas demonstraram plena producdo de GAGs acidas e neutras, indicando que nesta fase
final do desenvolvimento as glandulas ja estdo completamente formadas e totalmente
funcionais. Este achado assemelha-se ao que foi observado em aves adultas de varias espécies
(RAJABI & NABIPOUR, 2009).

O desenvolvimento do proventriculo foi acompanhado a partir do 12° dia e os achados
histoldgicos estdo de acordo com Toner (1965), Takiguchi et al. (1988), Sgambati et al.
(1996), Aksoy & Cinar (2009). De acordo com Takiguchi et al. (1988) e Aksoy & Cinar
(2009) o proventriculo ao 9° dia de desenvolvimento embrionario € revestido por epitélio
pseudoestratificado cilindrico que persiste até o 14° dia, Sgambati et al. (1996) observaram o
primordio da glandula proventricular por volta do 7° dia, descrevendo-a com pequenas
projecdes dentro do mesénquima, mas que, a partir do 8° dia, mostrou-se alongada e com
formato tubular. Segundo, Aksoy & Cinar (2009) a glandula nesta fase € revestida
inicialmente por epitélio pseudoestratificado cilindrico a simples cilindrico, o que concorda
com a descri¢do de Toner (1965), tornando-se cubico por volta do 13° dia o que também foi
verificado pelo autor, associando a diferenciacdo das células de revestimento e das glandulas
proventriculares a ingestdo de albumen, sendo esta mudanca em resposta adaptativa. Porém,
Sgambati et al. (1996) e Aksoy & Cinar (2009) verificaram essa mudancga no epitélio que
forma a glandula por volta do 15° dia de incubag&o.

As caracteristicas histoquimicas do proventriculo estdo de acordo com Sgambati et al.
(1996), que descreveu o epitélio superficial do 7° ao 10° dia com baixa producdo de GAGs
tanto acidas como neutras, porém aumentando progressivamente a partir do 11° dia de
incubacdo. A producdo continua de GAGs neutras e &cidas representa uma protecdo da
mucosa gastrica desde a fase inicial do desenvolvimento. No animal adulto, a muscular da
mucosa e formada por uma camada interrompida de fibras musculares lisas, que se distribuem
entre as glandulas proventriculares, localizadas na submucosa (BANKS, 1991). No entanto,
pela coloracdo de Tricrdmico de Gomori, os embrides de 12 a 20 dias de desenvolvimento
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(estadio 37 a 45) apresentam a muscular da mucosa do proventriculo muito pouco evidente.
Assim, a submucosa ndo pode ser classificada como camada devido a falta de uma estrutura
bem definida, tendo sido considerado que as glandulas proventriculares estdo localizadas no
tecido conjuntivo da lamina propria - submucosa.

As caracteristicas histoldgicas e histoquimicas da moela G. gallus foram investigadas
por Pinheiro et. al. (1989) e Sgambati et al. (1995). Pinheiro et al. descreveram o epitélio da
mucosa como pseudoestratificado cilindrico em embrides do 5° ao 15° dia do
desenvolvimento, sendo que no 12° dia o epitélio da mucosa mostrou-se mais alto e com
projecdes na membrana apical. Verificou-se que a partir do 15° dia, 0 epitélio j& apresenta a
forma cubica com ndcleo esférico, e em fase de formacdo da glandula tubular. No periodo de
seis a 12 dias, o epitélio de revestimento mostrou-se produtor de GAGSs neutras na porgdo
média e apical. Sgambati et al. (1995) e Toner (1966) descreveram o epitélio do 7° ao 9° dia
consistindo-se de quatro a cinco camadas de células. Sgambati et al. (1995) observou, ainda,
espacos intercelulares a partir do 14° dia de incubacdo, seguido de proliferacdo celular no
tecido mesenquimal subjacente, caracteristica essa que também reconheceu como a origem do
primérdio das glandulas tubulares, concordando com os resultados deste estudo.

Sgambati et al. (1995, 1996) descreveram as diferencas na producdo de GAGs no
proventriculo e na moela de G. gallus durante o desenvolvimento embrionério, sugerindo que
essas mudancas estejam relacionadas as diferencas fisiologicas destes 6rgdos. O presente
estudo ainda inclui o esdfago, no qual também foram identificadas alteracdes histoldgicas e
histoquimicas durante o desenvolvimento, concordando que estas sejam de carater adaptativo
e relacionadas a funcao do 6rgdo e a fase do desenvolvimento embrionario.
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6. CONCLUSAO

v A mucosa do esdfago mostra-se revestida por epitélio estratificado
pavimentoso ndo queratinizado e secretor. Os primoérdios das glandulas esofagicas ja estdo
presentes no 12° dia do desenvolvimento (estadio 37/38), apresentando-se ausentes na
producdo de GAGs até o 16° dia e fracamente do 17 a 18 dias. Somente a partir do 19° e 20°
dia (estadios 45), as glandulas apresentam-se com caracteristicas de glandulas mucosas e em
plena producdo de GAGs neutras e acidas.

v O proventriculo aos 12 dias de desenvolvimento (estadios 37/38) apresentou-se
revestido internamente por epitélio pseudoestratificado cilindrico. Por volta do 15° dia do
desenvolvimento (estaddio 41), o epitélio da mucosa se diferencia em cilindrico simples
mucossecretor, mostrando continua producdo de GAGs neutras e acidas, desde a fase inicial
do desenvolvimento (estadios 37 - 42).

v A mucosa da moela de embrides de 12 a 13 dias de desenvolvimento (estadios
37 a 40) mostrou-se recoberta por epitélio pseudoestratificado cilindrico. A partir do 14° dia
(estadio 40) o epitélio prolifera e invade 0 mesenquima subjacente. Apo6s o 15° (estadio 41), o
epitélio da mucosa diferencia-se e gradualmente torna-se simples cilindrico. Apds 16° dia
(estadio 42) de incubacdo, as células apresentam-se em fase de reorganizacdo. Formam-se
espacos intercelulares originando as glandulas tubulares. A partir do 17° dia (estadio 43), as
glandulas tubulares foram consideradas completamente formadas e produtoras de GAGs
neutras e acidas.

v As diferencas na producdo de GAGs entre os trés segmentos do trato
gastroesofagico se devem, provavelmente, aos diferentes estadios do desenvolvimento, as
funcBes e necessidades fisiologicas de cada segmento em reposta a adaptacdo progressiva do
organismo a vida po6s-ecloséo.
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GASTROESOFAGICA DE Gallus gallus
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RESUMO

A proposta deste estudo foi analisar a expressdo da proteina p53 durante a ontogénese da
mucosa gastroesofagica de G. gallus e correlacioné-la a histogénese das estruturas durante os
estadios 37 a 46. Foram utilizados 24 embrifes (de 12 a 20 dias) e o timo de dois animais
adultos. A imuno-histoquimica foi realizada empregando-se 0o método indireto ABC. Os
controles positivos e negativos foram realizados com cortes do timo de G. gallus jovem e
adulto para testar a reatividade do anticorpo. A expressdo da p53 na mucosa gastroesoféagica
mostrou-se crescente em relacdo a formacdo do Orgdo, principalmente nos estagios que
iniciam a remodelacdo tecidual e a diferenciacdo celular. No es6fago, a partir dos estadios 42
e 43, foram observadas células imunorreativas (IR) no epitélio superficial e nos primordios
das glandulas esofagicas. No proventriculo, entre os estadios 39 e 45, foram observadas
células IR entre as células epiteliais da mucosa e raramente nas glandulas proventriculares.
Enguanto na moela, apds o estadio 41° (16 dias de incubacgdo), foram observadas células IR
principalmente nas regibes medial e basal da camada epitelial da mucosa e tecido
mesenquimal subjacente, principalmente nos espacos intercelulares que surgem nesta fase
para formar os ductos das glandulas tubulares. A proteina p53 ocorre em momentos cruciais
do desenvolvimento: no es6fago durante a remodelacdo das glandulas esofagicas em
formacdo, no proventriculo na diferenciacdo do epitélio da mucosa, e na moela durante a
formagdo das glandulas tubulares. Contudo, apesar da p53 participar da ontogénese da
mucosa gastroesofagica, este estudo ndo permite afirmar que sua expressdo seja essencial para
seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Embri6es de galinha, proteina p53, desenvolvimento.



VENTURA, Adriana. Immunohistochemical study of the expression of protein p53
during the ontogenesis of the gastroesophageal mucosa of Gallus gallus (Linnaeus, 1758).
100p. Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Departamento de
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ABSTRACT

In the present study we analyzed the expression of the protein p53 during the ontogenesis of
the gastroesophageal mucosa of chicken (G. gallus) and correlated it with the histogenesis of
particular structures during the stages 37 to 46. We used 24 embryos (at 12 to 20 days of
incubation) and the thymus of two chickens. The immunohistochemical analysis was
performed with the indirect method ABC. We made negative and positive controls with
thymus slices of young and adult chicken, in order to test for the specificity of the primary
antibody. The expression of p53 in the gastroesophageal mucosa increased during the
formation of the organ, mainly in the stages in which tissue remodeling and cell
differentiation began. In the esophagus, from stages 42 and 43, cells were observed in the IR
surface epithelium and in early esophageal glands. In the proventriculus, from stages 39 to 45
were observed between the IR-cell (immunoreactive cells) of mucosa epithelial and rarely
proventricular glands. While in the gizzard, after the stage 41 (16 days incubation) IR cells
were observed mainly in the medial basal epithelial layer of the mucosa and subjacent
mesenchyme, especially in the intercellular spaces arising in this phase to form the tubular
gland ducts. The protein p53 occurs at key stages of development: in the esophagus during the
remodeling of esophageal glands, in the proventriculus during the differentiation of the
epithelium of the mucosa, and in the gizzard during the formation of tubular glands. However,
although p53 participates in the ontogenesis of the gastroesophageal mucosa, we cannot say
whether p53 expression is essential for its development.

Key words: Chicken embryos, protein p53, development.



1. INTRODUCAO

A ontogénese envolve uma série de eventos como a proliferacdo e apoptose que irdo
resultar no desenvolvimento normal do embrido. A morte celular fisioldgica se opbe a
proliferacdo e durante o desenvolvimento permite esculpir estruturas vestigiais a sua forma
padrdo, separar camadas de tecidos, abrir de limens em 6rgaos tubulares, e selecionar células
viaveis aos sistemas nervoso e imune (SAUDERS, 1966; MEIER et al., 2000; ENTEZARI;
ZAKERI; LOCKSHIN, 2010; HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2012).

Eventos como a diferenciacdo, proliferacéo e apoptose sdo precisamente orquestrados por
genes, como 0 p53 (ENTEZARI; ZAKERI; LOCKSHIN, 2010). Este gene ja foi descrito
durante o desenvolvimento em varias espécies de animais (WALLINGFORD et al., 1997;
KRINKA et al., 2001; MOLCHADSKY et al., 2008; RINON et al., 2011). A proteina p53 é
um produto da transcricdo do gene p53 (LEVINE et al., 2004). Desempenha um importante
papel na ontogénese de vertebrados, podendo ser considerada como uma “guardia da
diferencia¢@0” por manter o equilibrio mutuo como um regulador chave de eventos durante a
diferenciacédo de células mesenquimais (MOLCHADSKY et al., 2008). Sua participacéo ja foi
descrita no desenvolvimento de Xenopus laevis (WALLINGFORD et al., 1997),
camundongos, zebrafish (MOLCHADSKY et al., 2008) e de Gallus gallus (KRINKA et al.,
2001; RINON et al., 2011). Foi, ainda, relatada durante a diferenciacdo celular em varios
estddios embriondrios como a gastrulacdo, neurulacdo, cardiogénese, miogénese e
adipogénese em diferentes espécies (WALLINGFORD et al., 1997; KRINKA et al., 2001;
MOLCHADSKY et al., 2008, LU; AMATRUDA; ABRAMS, 2009; RINON et al., 2011).
Descoberto em 1979, o gene p53 é conhecido como “guardiao do genoma”, por desempenhar
controle-chave do ciclo celular, regulando a proliferacdo ao promover a apoptose. Sendo que
a integridade de varios tipos celulares esta relacionada as funcfes desta proteina que é
sintetizada em células normais (DELEO et al., 1979 apud BAI & ZHU, 2006; CRAWFORD,
1983 apud SOUSSI & MAY, 1996; LEVINE & OREN, 2009; SOUSSI, 2010).

Durante o desenvolvimento, a proteina p53 € expressa em momentos especificos da
diferenciacdo de tecidos, cuja funcdo tem se mostrado versatil entre as espécies, ou seja, ora
estimula, ora bloqueia a diferenciacdo (MOLCHADSKY et al., 2008). Em algumas espécies
ela pode ter uma fungéo essencial, enquanto em outras sua deficiéncia ou bloqueio pode ser
compensado por suas isoformas (WALLINGFORD et al.,, 1997; MOLCHADSKY et al.,
2008), indicando que as aquisi¢Oes evolutivas entre os tdxons exigiram mudancgas necessarias
para o controle genético da ontogenia. Portanto, ha uma importante relacdo da estabilidade
entre estruturas, funcionamento e evolucgéo desta proteina que a mantém conservada entre 0s
varios filos que vao desde protozoarios até vertebrados (PINTUS et at., 2007). No entanto, a
funcdo da p53 durante a ontogénese ainda ndo esta precisamente elucidada (RINON et al.,
2011), porém, vem sendo sugerido que a sua funcdo seja como um controlador chave no
processo de diferenciacdo (MOLCHADSKY et al., 2008) e um fator anti-teratogénico
(ALMOG e ROTTER, 1997).

A perda do controle dos diferentes eventos durante a ontogénese pode induzir a muitas
anormalidades e teratogenias. Estudos que visam a elucidar os mecanismos e genes que
decidem a morte celular, como a proteina p53 e sua participacdo em momentos especificos da
diferenciacdo, proliferacdo celular e apoptose, contribuem para o entendimento do
desenvolvimento embrionario. Portanto, a proposta deste estudo foi analisar a expressao desta
proteina durante a morfogénese da mucosa gastroesofagica de Gallus gallus e correlaciona-la
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a histogénese de estruturas presentes nesses segmentos durante os principais estadios de seu
desenvolvimento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morte celular por apoptose

A morte celular foi relatada pelo alem&o Carl Vogt em 1842, reconhecendo a morte
celular como um fenémeno natural que ocorre em vertebrados (KERR; WYLLIE; CURRIE,
1972; VAUX, 2002). Mas, somente ganhou destaque cientifico apds um século, quando
varios cientistas redescobriram a morte celular durante o desenvolvimento e a reconheceram
como um fenémeno fisiologico que ocorria em diferentes periodos tanto do desenvolvimento
como durante a vida pos-natal (GLUSCKSMAN, 1951 apud JACOBSON et al., 1997;
SAUDERS, 1966 ; VAUX, 2002; ZAKERI & LOCKSHIN, 2007). Porém, esse fenbmeno
ndo era bem esclarecido e suas caracteristicas ainda ndo eram diferenciadas da morte celular
por necrose, ou seja, causada por uma patologia. Inicialmente foi utilizado o termo microbiose
para reconhecer a morte celular sem causa patolégica (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972).

Gluscksman em 1951 (apud JACOBSON et al., 1997) e Sauders em 1966 relataram a
morte celular durante o desenvolvimento, reconhecendo a importancia de retirada de células
no processo ontogénico, identificando-o como mecanismo morfogenéticos e da histogénese de
aquisicdo da forma. Seus estudos indicavam que a retirada de células resultava na
remodelacdo de 6rgdo, formacdo de digitos, involucdo de vestigios filogenéticos. Em 1966,
Sauders ainda concluiu em seu trabalho que a morte de células é programada por eventos
morfogenéticos normais em organismos multicelulares, e que esta pode ser explorada dentro
do mesmo contexto que o crescimento e a diferenciagéo celular.

A morte celular por apoptose foi reconhecida, caracterizada e descrita por Kerr ,
Whyllie & Currie (1972), verificando que as células apresentavam um rapido encolhimento e
convertendo-se em pequenas massas de citoplasmas contendo particulas da cromatina nuclear.
Percebeu que estas massas eram englobadas e digeridas por células fagocitérias
mononucleares. Inicialmente esta desintegracao celular foi descrita como um tipo de necrose
por encolhimento, chamada de “Shrinkage necrosis” (KERR, 2002).

Estudos ultraestruturais demonstraram morfologicamente as caracteristicas que
ocorrem durante a morte de células saudaveis como condensacao, agregacao e compactacao
da cromatina, fragmentacdo do citoplasma e do ndcleo, formacdo de corpos contendo estes
fragmentos citoplasmaticos que, posteriormente eram fagocitados e digeridos por células
fagocitarias (llustracdo 3). A morte celular pode ocorrer tanto em células normais como em
células neoplasicas, sugerindo tratar-se de um fendmeno pré-ordenado e geneticamente
determinado (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; KERR, 2002). Contudo, somente em 1972,
Kerr, Wyllie & Currie reconheceram o processo de apoptose como um fendmeno bioldgico
vital e essencial para homeostase de varios sistemas, intrinsecamente controlada por estimulos
intrinsecos e extrinsecos a propria célula.

Em 1972, Kerr, Willie & Currie introduziram o termo apoptose, reconhecendo a
morte celular programada como fisioldgica e orquestrada por mecanismos endogenos, sob
influéncia da propria célula e tecidos adjacentes. O termo apoptose foi sugerido para
descrever a eliminacdo silenciosa de células pelo organismo. Em grego, a palavra apoptose é
usada para descrever “dropping off” ou “falling off” de pétalas de flores ou folhas de arvores
que caem durante o outono, descrevendo-o como um fendmeno essencial e necessario para
renovacao e continuidade da vida (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; WYLLIE, 1974).

Os corpos apoptdticos formados ndo demonstraram evidéncias de alteracfes
degenerativas, apresentavam citoplasma intacto e mesmo livres no meio extracelular,
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marcados para serem eliminados e irreversivelmente comprometidos ainda exibiam atividade
metabdlica. Identificaram ainda a auséncia de resposta inflamatéria e o rapido
desaparecimento dos corpos apoptdticos devido a acao lisossémica de fagocitos (KERR;
WYLLIE; CURRIE, 1972).

Morfologicamente apoptose difere em muitos aspectos de necrose de coagulacdo
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972), pois envolve células individuais, sem afetar as células
adjacentes que permanecem viaveis, mantendo o conjunto estrutural do tecido. N&o ha reacéo
inflamatoria. As células apoptdticas aparecem na microscopia de luz de maneira discreta,
pequenas em relacdo as células normais adjacentes e frequentemente apresentando nucleo
picndtico e fragmentado (WYLLIE, 1974).

Desde que foi descrita por Kerr, Wyllie & Currie (1972), as caracteristicas de células
em apoptose tornaram-se referéncias para todos os estudos posteriores. As manifestacoes
histoldgicas da célula apoptética sdo: encolhimento celular, perda da coesdo intercelular e
aderéncia com a matriz extracelular. As organelas geralmente mantém a morfologia, com
excecdo de alguns casos, como as mitocondrias que podem ter sua membrana externa
rompida. Ocorre condensagdo da cromatina e fragmentacéo do contetdo nuclear. A seguir, a
membrana celular forma projecdes, ocorre fragmentacdo citoplasmatica e a célula se
desintegra em vesiculas delimitadas pela membrana celular, chamadas de corpos apoptoticos.
Estes sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar um processo
inflamatorio (NAGATA & GOLSTEIN, 1995; ZIEGLER, et al., 2004).

Kerr, Wyllie & Currie (1972) ainda sugeriram que as células eram rapidamente
fagocitadas devido as mudancas na propriedade de suas membranas. Estudos posteriores
identificaram um fosfolipidio da membrana celular, a fosfatidilserina (PS), como marcador de
membrana de células apoptoéticas, identificando-a como “eat-me signal” (FADOK et al.,
1998; SAVILL & FADOK, 2000), pois ao ser exposta na face externa da membrana celular
indica aos leucdcitos que a célula deve ser fagocitada (FADOK et al., 1998; SAVILL &
FADOK, 2000, ROUCOU et al. 2001). A PS é um fosfolipidio de membrana, exclusivamente
restrito ao folheto interno da membrana plasmatica. A externalizacdo da PS na membrana da
célula durante a apoptose foi reconhecida em 1992, sendo considerada a partir de entdo como
um marcador universal de células apoptéticas. A primeira identificacdo de célula em apoptose
foi em linfécitos, e mais tarde em todos os tipos de células, incluindo neutréfilos, células
tumorais, células musculares e espermaticas, comprovando que a externalizacdo da PS é uma
caracteristica universal da célula em apoptose (FADOK et al., 1998; SAVILL & FADOK,
2000).

A morte celular por apoptose pode ser ativada por dois mecanismos principais: a via
intrinseca e a extrinseca em resposta a diferentes tipos de sinais. A via intrinseca é também
chamada de via mitocondrial devido ao envolvimento essencial da mitocondria. Esta organela
onde proteinas anti e pro-apoptoticas interagem e determinam o destino da célula, é também o
local onde originam-se 0s sinais capazes de ativar caspases (grupo de cisteinas proteases
capazes de clivar varios substratos celulares para desintegrar o contetdo celular), elas existem
na célula na forma de proenzimas ou zimogénios inativos (WANG & YOULE, 2009).

A via extrinseca assim chamada por ser ativada por ligantes externos que interagem
com sitios de receptores-morte como Fas, TNF (fator de necrose tumoral), TRAIL (Tumour
necrosis factor related apoptosis inducing ligand), ativando cascatas enzimaticas no meio
intracelular que resultardo em apoptose (WANG & YOULE, 2009).

Além disso, no meio intracelular existem mecanismos celulares que controlam a
apoptose, como as caspases. As caspases 8 e 10 sdo ativadas quando ligantes especificos
ativam a via extrinseca ligando-se aos seus receptores, enquanto a caspase 9 € ativada na

53



lysosomal
digestion

residual  body

‘HISTIOCYTE'

llustracdo 4. Diagrama para ilustrar as caracteristicas morfoldgicas de apoptose,
demonstrando duas fases distintas: primeira, compreende a formacdo de corpos
apoptoticos e, segunda, sua fagocitose e degradacdo. Fonte: (KERR; WYLLIE; CURRIE,

1972)

membrana mitocondrial, pela via intrinseca (WYLLIE, 2010).

A existéncia de um controle genético para o processo de apoptose foi primeiro elucidado a
partir de estudos em Caenorhabditis elegans, durante a ontogénese do nematodeo, 131 células
foram eliminadas por apoptose das 1090 células somaticas produzidas, formando o animal
adulto com 959 células. A partir destes estudos identificaram a base genética que controla a
regulacdo e execucdo da morte celular (HENGARTNER, 1997; MEIER et al., 2000; JOZA,
KROMER; PENNINGER, 2002).

A morte celular por apoptose é essencial para o sucesso do desenvolvimento embrionario
(DANIAL & KORSMEYER, 2004), portanto, estudos de genes pré-apoptoticos, como o p53
expresso durante o desenvolvimento de diferentes espécies e na morfogénese de varios tipos
de tecidos (WALLINGFORD et al.,1997, KRINKA et al.,, 2001, MOLCHADSKY et al.,
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2008, LU; AMATRUDA; ABRAMS, 2009), tornam-se imprescindiveis para compreensdo
dos mecanismos e genes que controlam a apoptose e, consequentemente, possam elucidar as
causas das alteracGes e anormalidades que podem interferir e ocorrer durante a ontogénese.

2.2 Proteina p53

O gene p53, conhecido como guardido do genoma (LANE, 1992), desempenha um papel
chave no controle do ciclo celular, proliferacdo e apoptose. A sua atividade como guardiao
pode ser explicado pela capacidade de regular varios genes, pois se trata de um fator de
transcricdo especifico que se liga ao DNA e ativa a transcricdo de genes alvos, podendo
influenciar ciclo celular e induzir a parada, apoptose e senescéncia (MOLCHADSKY et al.,
2008). A proteina p53 foi descoberta em 1979 por Lane & Crawford e Linzer & Levine
enquanto estudavam antigenos tumorais encontrados na célula hospedeira, formados a partir
de um complexo viral onde a proteina complexa-se com o antigeno T do virus simio 40 (SV-
40) (LEVINE; MOMAND; FINLAY, 1991).

Como até 1970 as pesquisas se concentravam em mutacGes causadas por virus, as
primeiras observacdes relatadas foram sobre a forma mutante da proteina p53 (LANE &
CRAWFORD, 1979 apud ALMOG & ROTTER, 1997). Portanto, inicialmente ela foi
considerada como uma oncoproteina, identificada pela elevada concentracdo em células
infectadas, mas isto ocorria devido a acdo do retrovirus na célula hospedeira, pois tinha sua
degradacdo comprometida quando complexada a oncoproteinas virais (LANE e
BENCHIMOL, 1990; SOUSSI & MAY, 1996; LEVINE & OREN, 2009).

Durante a embriogénese, a p53 é expressa em diferentes tipos de tecidos, sugerindo que
esta pode ter uma importante funcdo no controle da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. A
expressdao da p53 varia entre os diferentes tipos de tecidos e estagios do desenvolvimento,
verificando uma correlacdo inversa entre 0s estagios e a diferenciacdo dos tecidos, ou seja,
quanto mais diferenciado o tecido menor é a concentracao da proteina nas células. Acredita-se
que ha uma relacdo entre a conservagdo evolutiva da proteina p53 e a expressao desta em
pontos importantes e especificos da diferenciacdo e do desenvolvimento embrionario
(ALMOG e ROTTER, 1997).

Os membros da familia p53 sdo relatados em muitos taxons além de vertebrados, como
ascidias, cnidarians, platelmintos e outros invertebrados. Uma proteina similar a p53 foi
descrita em protozoarios, sugerindo que o surgimento desta familia de genes claramente
antecedeu o aparecimento de organismos multicelulares, tratando-se de genes que
provavelmente existiam em um ancestral comum aos metazoarios e protozoarios (LU;
AMATRUDA; ABRAMS, 2009). A conservacdo evolutiva da p53 através das espécies de
invertebrados e vertebrados ressalta sua importancia em muitos processos bioldgicos (Wade,
Wang e Wahl, 2010), porém, as aquisi¢des evolutivas desta proteina nos vertebrados exigiram
mudancas no controle genético da ontogenia o que, por sua vez, pode ter causado mudancas
adaptativas no gene p53 e em suas isoformas, devido as exigéncias metabolicas mais
complexas, como homotermia e outras caracteristicas dos animais terrestres (PINTUS et al.,
2007).

Durante a ontogénese, a proteina p53 mostrou-se com funcbes variadas em diferentes
espéecies. Em embrides de camundongos, a p53 participa da diferenciacdo de varios tipos
celulares, como mioblastos, queratindcitos, oligodendrécitos, tiredcitos; durante a osteogénese
inibe os osteoblastos, na miogénese esquelética participa da diferenciacdo dos mioblastos, na
adipogénese inibe a diferenciacio (MOLCHADSKY et al., 2008). Porém, mesmo
participando ativamente durante o desenvolvimento de camundongos, animais knockout ou
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nulos para p53 desenvolvem-se normalmente, pois sua deficiéncia ndo prejudica o
desenvolvimento do embrido. Durante a vida pos-natal essa deficiéncia predispde o animal a
desenvolver inimeros processos neoplasicos, ainda na fase neonatal (WALLINGFORD et
al.,1997). Em Xenopus laevis o gene p53 é o Unico responsavel pela diferenciacdo do
mesoderma, 0 que torna sua expressao essencial para o desenvolvimento (WALLINGFORD
et al.,, 1997, MOLCHADSKY et al.,, 2008, LU; AMATRUDA; ABRAMS, 2009). Nos
embrides de galinha, a proteina p53 foi descrita durante a formacdo da linha primitiva, em
concentragdes crescentes durante a gastrulacdo, neurogénese e na fase inicial da cardiogénese
(KRINKA et al., 2001; RINON et al., 2011). Em zebrafish foi relatada durante a neurogénese
e no desenvolvimento do trato intestinal. Além de apresentar uma fungdo versétil durante o
desenvolvimento como proposto (MOLCHADSKY et al., 2008), a p53 também pode ser
considerada como um fator anti-teratogénico (ALMOG & ROTTER, 1997).

A proteina Mdm2 promove controle chave regulando a estabilidade, traducéo, localizacao
na celular e atividade de transcricdo da proteina p53, sendo essencial no controle da sua
atividade durante o desenvolvimento embrionario e em tecidos adultos (WANGA & JIANG,
2012). A Mdm2 também é responsavel pela exportacdo de p53 do nicleo para o citoplasma da
célula, onde é degradada por uma via de ubiquitinacdo. A Mdm2 promove a ubiquitinacdo da
proteina p53 e degradacdo via poliubiquitinacdo proteossoma dependente, pois a0 menos
quatro ubiquitinas servem como um sinal para a degradacdo pelo proteossoma, regulando
negativamente, sob determinadas condi¢fes pode promover a monoubiquitinagdo da p53 que
modula a funcdo da proteina. Este mecanismo nédo induz a degradacéo diretamente, mas pode
induzir a mudancas na localizagéo e funcdo da Mdmz2, contribuindo para o feedback negativo
e positivo da p53 (WADE; WANG; WAHL, 2010).

A proteina p53 desempenha um papel critico no controle do ciclo celular e em resposta a
estresse e danos ao DNA, inibindo a proliferacéo e ou induzindo a apoptose. De modo geral,
p53 desempenha o controle chave na celula pela ativagdo ou inibi¢do da transcricdo de genes
alvos. Contudo, ela também pode interagir diretamente com fatores pro e anti-apoptoticas,
iniciando a apoptose direta ou indiretamente no citoplasma, controlando mecanismos
reguladores e executores de apoptose (CHIPUK, 2004, LEVINE & OREN, 2009).

Vérias espécies expressam a proteina p53, o que indica sua conservacdo ao longo do
processo evolutivo (SOUSSI & MAY, 1996; MOLCHADSKY et al., 2008). Sua principal
funcdo relatada € como supressora tumoral, entretanto, os invertebrados sdo animais pouco
propensos a desenvolverem processos neoplasicos, sugerindo que a funcdo da proteina p53
possa ser mais complexa na célula (SOUSSI & MAY). A proteina p53 desempenha um papel
critico na manutencao da estabilidade do genoma, responde a danos ao DNA e outros tipos de
estresse celular, podendo inibir a proliferacdo ou induzir a morte celular quando esta se torna
inevitavel. Além de controlar processos fisioldgicos especificos tais como senescéncia celular,
envelhecimento, desenvolvimento e algumas fun¢des metabolicas (STIEWE, 2007; HU et al.,
2008). Apesar de consolidada como uma “guardia tumoral” (LANE, 1992), considerada como
“guardia da diferencia¢do” celular (MOLCHADSKY et al., 2008) e como um fator anti-
teratigénico (ALMOG & ROTTER, 1997), contudo, a funcdo precisa p53 durante a
embriogénese ainda ndo esta totalmente elucidada (RINON et al., 2011), o que a torna um
importante alvo de estudos durante o desenvolvimento, pois em algumas espécies a p53 esta
diretamente relacionada ao sucesso do desenvolvimento.
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llustracdo 5. Regulacdo da p53 por Mdm2. A proteina Mdm2 promove feedback
negativo da p53. Mdmz2 inibe a atividade da p53 uma vez que bloqueia a sua
atividade de transcricdo, favorece a sua exportagdo nuclear e estimula a sua
degradacdo. Diferentes sinais celulares, tais como danos ao DNA, ou a ativacédo de
oncogenes, induzem a ativagdo de p53. Danos ao DNA favorecem a fosforilagéo
da p53, impedindo a sua associagdo com MDM2. Modificado de CHENE, 2003,
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos embrides

Foram utilizados 26 espécimes, sendo 24 embrides de 12 a 20 dias classificados nos
estadios 37 a 45, segundo Hamburger e Hamilton (HH), 1951; e o timo de dois espécimes
adultos, de G. gallus domesticus, da raga Leghorn, oriundos da Granja Tolomei, Rio de
Janeiro, Brasil. A incubacéo foi realizada em incubadora digital, com temperatura (37,5°C) e
umidade (60%) controladas automaticamente. Os embrides foram eutanasiados por
hipotermia (método por congelamento a 4°C por 4 horas), de acordo com a Resolucéo 714 de
20/06/2002 do CRMV, protocolo 189/2011 processo 23011792/2011-31 aprovado pela
Comissdo de Etica e Pesquisa da UFRRJ (anexo A). Em seguida, os embrides foram
dissecados para retirada do eséfago, proventriculo e moela.

3.2 Processamento tecidual e analise histoldgica
Apbs a coleta do material, os 6rgdos foram fixados em liquido de Bouin por oito horas
e, em seguida, mantidos em alcool 70° GL, até serem processados pela técnica histoldgica de
rotina que consiste em desidratacdo em séries crescentes de etanol (70 a 100%), diafanizacdo
em xilol e inclusdo em Histosec-Paraffin para obtencdo de cortes histologicos de 3um
espessura. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para andlise da
estrutura tecidual; e submetidas a técnica de imuno-histoquimica.

3.3 Observagoes e fotomicrografias
Fotomicrografias de todos os exemplares foram obtidos com camera digital Nikon
Coolpix 4300, acoplada ao microscépio Nikon Elipse E100.

3.4 Imuno-histoquimica

Para a técnica de imuno-histoquimica foram feitos cortes com 3 pm de espessura,
montados em laminas pré-tratadas com poly-L-lysine a 0,1%, depois foram desparafinizados e
re-hidratados segundo o protocolo empregado. As laminas foram incubadas em EDTA (pH
8,0 a 0,1M) e colocadas em forno de microondas por 15 minutos para recuperagéo antigénica.
Em seguida, incubadas com solucéo a 3% de H,O, em metanol por 15 minutos para promover
o blogueio da peroxidase enddgena. Posteriormente, os cortes foram incubados em solugédo de
soro bovino normal a 1:100 pl em diluente (antibody diluent, catalog number ADS 125,
marca Spring Bioscience, vide anexo C) em camara Umida por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Logo apo6s, foram incubadas com anticorpo primario anti-p53 (Mouse monoclonal
Mab240, unconjugated antibody, catalog number AHO0112, marca Invitrogen — vide em
anexo B) na dilui¢do 1:50 pl por overnight a 4 °C. Posteriormente, os cortes foram incubados
com anticorpo secundario biotinilado “Universal” (diluido na proporc¢édo 1:200 ul) por 30
minutos, sendo, em seguida, incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC,
bula em anexo D), por 30 minutos na diluicdo 1:200 ul. Na sequéncia, a reacdo foi revelada
com cromogeno Stable DAB/Plus (conferir em anexo E), preparado de acordo com as
instrugdes do Kit. Todas as dilui¢cbes foram realizadas utilizando o antibody diluent. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris, lavados em agua destilada, desidratados em
series de etanol e montadas usando Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). O controle
negativo foi feito pela omissdo do anticorpo primario, o qual foi substituido por soro normal
bovino ndo imune. Os controles positivos consistiram em cortes de carcinoma mamario
humano, conforme indicagéo na bula do produto (vide em anexo B), cedidos pelo fornecedor
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Biogen Brasil. Para validacdo da especificidade da reacdo imuno-histoquimica em relacdo a
espécie foi utilizando cortes de timo de G. gallus.

Principio: o anticorpo (anti-p53) reagira com sitios especificos do antigeno, que neste
estudo é a proteina p53 enddgena. O cromdgeno DAB identificara a imunorreacdo ao
precipitar os sitios antigénicos positivos, tendo, entdo como resultado o nucleo da célula IR

corado em castanho a marrom escuro (llustragéo 5).
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llustracéo 6. Representacdo do método imuno-histoquimico ABC - Complexo avidina-
biotina-peroxidase formado pela ligacdo de uma molécula de (strept) avidina com
varias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase). A Peroxidase do sistema de
deteccdo de anticorpo reage com o substrato em agua oxigenada para degrada-lo, que
entdo reage com DAB, precipitando-o em sitios positivos produzindo uma cor marrom
escuro a castanho.
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4. RESULTADOS

4.1 Esofago

A mucosa do eso6fago de embrides de galinha nos estadios 37 a 41 (12 a 15 dias) ¢
constituida por epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado, lamina propria de tecido
conjuntivo e muscular da mucosa. O primérdio da glandula esofagica é observado no estadio
37-38, ou seja, por volta dos 12 dias de desenvolvimento, surgindo como brotamento de
células epiteliais que se introduzem no tecido conjuntivo em arranjo circular. As células da
glandula primordial apresentam o formato variando de globoso a cubico, com o ndcleo
esférico, semelhante ao do epitélio de revestimento. Nos estadios 41 e 42, aproximadamente
16 e 17 dias de desenvolvimento, € observada luz nas glandulas esofagicas primordiais. As
células que formam a glandula passaram a exibir uma ou duas camadas de células ainda com
o formato cubico. Nesta fase, apenas as células da superficie epitelial indicam a expressao da
proteina p53, caracterizada pela marcagdo nuclear.

Somente a partir dos estadios 42, por volta do 17° dia de desenvolvimento, o
primordio da glandula esofagica passa a sofrer alteracdes morfoldgicas para formar a glandula
esofagica do tipo mucosa, as células passam de cubicas com o nlcleo central e esférico para
formato cilindrico, com nucleos periféricos na regido basal. Entre os estadios 37 e 41 (por
volta do 12° e 15° dia do desenvolvimento), as células imunorreativas (IR) foram raramente
encontradas no epitélio superficial e na glandula esofagica em formacdo (Figura 38).
Entretanto, a partir do 16° dia de desenvolvimento (estadio 42), foram observadas células IR
tanto no epitélio de revestimento (Figuras 39 e 40 A e B) quanto nos primdrdios das glandulas
esofagicas (Figura 41 A e B). As células reativas a p53 exibem o ndcleo corado em castanho.

4.2 Proventriculo

Nos estadios 37 até 40 (12 - 14 dias), o proventriculo € revestido pelo epitélio
pseudoestratificado cilindrico, as glandulas proventriculares surgem de invaginacdes deste
epitélio e até o estadio 39, por volta do 13° dia de desenvolvimento apresentam-se como retas
e simples, tornando-se ramificadas nos estadio 39 a 40 do desenvolvimento (13 a 14 dias). No
estadio 42 (16 dias), o epitélio da camada mucosa torna-se cilindrico simples mucossecretor.
Rapidamente, o proventriculo adquire o aspecto e a morfologia do 6rgéo adulto, as células das
glandulas proventriculares passam a apresentar o formato cubico e ndcleo esférico. A
muscular mucosa € pouco evidente até o estadio 45 (19-20 dias). Nos estadios iniciais do
desenvolvimento proventricular, foram detectadas raras células imunorreativas a p53, sendo
em sua maioria células epiteliais dispersas no lumen do 6rgéo (Figura 42 A). Entre os estadios
39 e 45 (13 a 20 dias de incubagéo), células reativas a p53 foram observadas entre as células
epiteliais da mucosa (Figura 42) e raramente nas glandulas proventriculares.
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4.3 Moela

Do estadio 37 até o 40 (12 a 14 dias), a moela é revestida por epitélio
pseudoestratificado cilindrico, ndo havendo vestigio da glandula tubular primordial. Por volta
dos estadios 41-42 do desenvolvimento (15 e 16 dias), o epitélio apresenta-se em fase de
reorganizacdo e diferenciacdo para formar as glandulas tubulares. As células epiteliais e
mesenqguimais proliferam-se, tornando a camada epitelial mais alta. Nesta fase, varias células
da regido medial e basal perdem a coesédo, formando espagos intercelulares ou lacunas que
dao origem aos ductos da glandula tubular.

Nos estadios iniciais (37 até 40), foram detectadas raras células IR a p53 na mucosa da
moela. Nos estadios posteriores ao 41° (15 dias de incubacao), estas células sdo encontradas
principalmente nas regibes medial e basal da camada epitelial (Figura 44 A e B; Figura 45).
Apbs o estadio 41, as células epiteliais passam por intensa reorganizacao para formar as
glandulas tubulares. Ceélulas IR também foram identificadas na luz das glandulas ainda em
formacgdo. Essas células apresentam caracteristicas histologicas de células em apoptose
(Figura 45 a 47), indicando o descarte destas para formar a luz das glandulas tubulares. Foi
observada expressao da p53 em células do tecido conjuntivo mesenquimal.

4.4 Controles

O timo de G. gallus (Figura 48) foi utilizado como controle para testar a
especificidade do Ac anti-p53 com a espécie alvo deste estudo. No controle positivo realizado
com cortes de timo foi detectada a expressdo de células IR a p53, principalmente na regido
cortical (Figura 49 A e B), enquanto nos cortes utilizados como controles negativos ndo foram
detectadas imunorreacdes (Figura 50). No controle positivo de carcinoma mamario humano
foram identificadas células IR a p53 (Figura 51), diferente do que ocorreu no controle
negativo (Figura 53).
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Figura 38. Fotomicrografia do es6fago de embrides no estadio 39 (13 dias),
auséncia de células IR a p53 na glandula esofagica primordial. Ep = Epitélio, Egl
= Glandula esofégica, tc = Tecido conjuntivo. Barra = 50um.

Figura 39. Fotomicrografia do es6fago de embrido no estadio 41 (16 dias).
Células IR a p53 na mucosa. Ep = Epitélio, Setas= células imunorreativas. Barra
=50um.
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Figura 40. Fotomicrografia do es6fago de embrido no estadio 45 (19 dias) com células
IR ao anticorpo anti-p53 no epitélio superficial (A e B). Setas = células imunorreativas.
Barra = 50pm.

Figura 41. Fotomicrografia do eséfago de embrides no estadio 44 (19 dias) com células
imunorreativas ao anticorpo anti-p53 no epitélio de revestimento e na glandula esofégica
primordial (A, B e C). Setas= células imunorreativas. Barra = 50um.
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Figura 42. Fotomicrografia do proventriculo de embrides no estddio 37 (12 dias) com
células IR a p53 soltas no lumen (A). Células IR na mucosa em embrides no estadio 39 (B) e
41 (C). Setas = células imunorreativas. Barra = 50um.

Figura 43. Fotomicrografia do proventriculo de embrides no estddio 44. Regido de
transicdo entre o proventriculo e a moela com células imunorreativas no epitélio
superficial. Setas = celulas imunorreativas. Barra = 50pm.
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Figura 44. Fotomicrografia da moela de embriées G. gallus no estadio 42 (16 dias) com
células IR a p53 na mucosa (A e B). Setas = Células IR. Barra = 50um.

Figura 45. Fotomicrografia da moela de embries G. gallus no estadio 42 (16 dias) com
células IR a p53 no epitélio superficial e células mesenquimais subjacentes em A, B e C.
Célula IR com nucleo fragmentado (D). Célula IR demonstrando o nucleo fragmentado,
corado em castanho. Setas e cabeca de setas= Células IR. Barra = 50um.
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Figura 46. Fotomicrografia da moela de embrides no estadio 44 (18 dias) com
celulas IR nos espagos intercelulares na mucosa. Setas = Células IR. Barra =
50um.

Figura 47. Fotomicrografia da moela de embrides no estadio 45 (19 dias) com
células IR nos espacos intercelulares na mucosa. Setas= Células IR. Barra = 50um.
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Figura 48. Fotomicrografia do controle timo de G. gallus (adulto) é recoberto por delgada
capsula de tecido conjuntivo (C) que invagina para interior do 6rgdo formando septos,
dividindo o érgdo em lobulos (L). Cada lobulo apresenta uma regido cortical e medular,
nesta Ultima encontram-se os corpusculos timicos. Coloragdo: HE. R. Cortical= regido
cortical, L = I6bulos; C = cépsula; (seta) = corpusculo timico. Corado com Hematoxilina e
Eosina. Barra = 50um.

Figura 49. Fotomicrografia do timo de G. gallus (adulto). O controle positivo demonstrou
células IR a p53 principalmente na regido cortical (A e B). Nucleos dos linfécitos IR a p53.
R. Cortical= regido cortical, R. Medular = regido medular. Contracorado com Hematoxilina
de Harris. Barra = 50um.
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Figura 50. Fotomicrografias do timo de galinha. Controle negativo com auséncia
de células IR a p53. R. Cortical= regido cortical, R. Medular = regido medular.
Contracorado com Hematoxilina de Harris. Barra = 50um.

68



Figura 51. Fotomicrografia do tumor de mama humano. O controle positivo com
células IR-p53. Contracorado com Hematoxilina de Harris. Barra = 100um.

Figura 52. Fotomicrografia do tumor de mama humano em maior aumento (A) com célula
IR-p53. Célula IR com ndcleo corando em castanho (B). Contracorado com Hematoxilina
de Harris. Barra = 50um.
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Figura 53. Fotomicrografia de cortes de tumor de mama humano. Controle
negativo auséncia de células IR-p53. Contracorados pela Hematoxilina de Harris.
Barra = 100pum.
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5. DISCUSSAO

O embrido de G. gallus representa 0 modelo bioldgico ideal para a compreensao do
desenvolvimento embrionario das aves (XU et al., 2012), devido as caracteristicas intrinsecas:
rapido desenvolvimento, acessivel, economicamente viavel, funcionando como um sistema
biolégico que permite a investigacdo de genes e proteinas por meio de técnicas que podem
testar a funcédo destes no desenvolvimento (VERGARA E CANTO-SOLER, 2012).

O desenvolvimento do tubo digestivo dos embrides se inicia nos primeiros dias de
incubacdo (SHIN; WATANIKI; YASUGI, 2005). Inicialmente, ele consiste em um tubo
simples e indiferenciado (KLASING, 1999; SMITH et al., 2000). O estomago do embrido de
galinha comeca a se diferenciar entre o terceiro e o quarto dias de desenvolvimento
embrionario. No sexto dia, o proventriculo e a moela j& se diferenciaram, adquirindo
caracteristicas anatdmicas distintas (TONER, 1965; TAKIGUCHI; YASUGI; MIZUNO,
1988; ROBERTS et al., 1998; FUKUDA & YASUGI, 2005).

A histogénese da mucosa do proventriculo e da moela de G. gallus foi estudada
histologica e histoquimicamente por Pinheiro et al. (1989), Sgambati et al. (1995, 1996);
ultraestruturalmente por Toner (1965; 1966); histologica e imuno-histoquimicamente por
Takiguchi; Yasugi; Mizuno (1988), Aksoy & Cinar (2009). Esses estudos confirmam os
achados histologicos sobre o desenvolvimento da mucosa gastrica, sendo escassos 0s relatos
sobre o desenvolvimento do esofago na literatura.

A morfogénese da mucosa gastroesofagica demonstra a expressdo da proteina p53,
principalmente nos estadios em que houve intensa remodelacéo tecidual. As células IR a p53
no epitélio esofagico ocorrem principalmente na superficie e raramente em células basais. As
glandulas esofagicas apresentaram células IR a p53 nos estadios finais do desenvolvimento
(43 a 45), 17 a 20 dias do desenvolvimento. A glandula esofagica foi considerada como uma
estrutura primordial até o estadio 44 (18 dias), pois somente apds o estadio 45 as glandulas
adquirem a forma de glandula mucosa. Entre os estadios 43 a 45 (18 a 20 dias), a glandula
esofagica sofre remodelacdo para ganhar a morfologia de glandula mucosa, célula com
citoplasma claro e nucleos periféricos na regido basal. As células IR apresentam, em geral, 0
nacleo picndtico, caracteristicos de células em apoptose. Na glandula esofagica, as células IR
com caracteristicas de apoptose foram, provavelmente, descartadas para completar a
morfogénese da glandula. No entanto, no epitélio de revestimento, essas células indicam que a
mucosa se apresenta em constante renovacao desde a fase embrionéria.

No proventriculo, a expressdo da proteina p53 ocorre principalmente na fase de
remodelacdo e pos-remodelacdo do epitélio de revestimento. Na moela, a formacdo do
primordio da glandula tubular ocorre nos estadios 41 e 42 (15 e 16 dias) quando o epitélio de
revestimento sofre intensa remodelagdo, momento no qual ocorre a expresséo da proteina p53.
As ceélulas IR apresentam-se nos espagos intercelulares, futuros ductos das glandulas
tubulares. A expressao da proteina p53 na mucosa gastroesofagica pode ser notada em reagéo
crescente em relagdo a formacdo do 6rgdo. Ocorre principalmente nos estadios que iniciam a
remodelacdo tecidual e acompanham a diferenciacdo dessas células até formar as estruturas
glandulares com as caracteristicas semelhantes as observadas no animal adulto.

A p53 foi descrita em embrides de G. gallus (KRINKA et al., 2001; RINON et al.,
2011), sua expressdo ocorre durante a formagédo da linha primitiva, em gradiente crescente
durante a gastrulacdo; durante neurogénese, na diferenciacdo do neuroectoderma; e em fase
inicial da cardiogénese (KRINKA et al., 2001). Relatada no tubo neural e em células
progenitoras da crista neural cranial (CNC) por RINON et al. (2011), este constatou a p53
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durante a formacéo do tubo neural e que € necessario a reducédo dos niveis desta proteina para
permitir a migracdo celular da CNC e, propondo, portanto que a p53 funcione como
regulador negativo da diferenciacdo nestas células. Em embrides de camundongos, a p53 foi
descrita durante a diferenciacdo de varios tipos celulares, como mioblastos, queratinécitos,
oligodendracitos, tiredcitos; durante a osteogénese atenua 0s osteoblastos; na miogénese
esquelética participa da diferenciagdo dos mioblastos; promove controle negativo, atenuando
a adipogénese (MOLCHADSKY et al., 2008). Entretanto, apesar da p53 estar presente no
desenvolvimento de camundongos, estes podem se desenvolver normalmente na deficiéncia
desta. Porém, durante a vida pos-natal, a deficiéncia na expressdo de p53 predispde o animal a
desenvolver indmeros processos neoplasicos (WALLINGFORD et al., 1997). Em anfibios
como Xenopus laevis, 0 gene p53 é o Unico responsavel pela diferenciacdo do mesoderma,
comprometendo todo o processo de gastrulagdo, levando o embrido a morte
(WALLINGFORD et al., 1997; MOLCHADSKY et al., 2008). Em zebrafish, a p53 foi
descrita durante a neurogénese e no desenvolvimento do trato intestinal (MOLCHADSKY et
al., 2008). Nesses estudos foi sugerida uma funcdo versatil para a p53, pois durante a
diferenciacdo celular, ora ela pode estimular a diferenciacdo, como por exemplo, no caso do
musculo esquelético, ora pode inibir, tal como a osteogénese e a adipogénese.

A p53 participa da ontogénese nas diferentes classes de vertebrados (mamiferos, aves
peixes e anfibios) e sua funcdo pode ser dependente do contexto fisioldgico, da fase do
desenvolvimento e ser especifica da célula-alvo, desta forma, sugere que a p53 também atue
como um regulador celular da diferenciacéo tecidual (MOLCHADSKY et al., 2008).

Como os eventos da ontogénese e apoptose sdo altamente ligados e sendo a p53 um
importante regulador de apoptose, 0 que a torna um importante alvo de estudos, € provavel
que uma deficiéncia na funcéo desta possa resultar no comprometimento do desenvolvimento
(RINON et al., 2011). Assim, estudos sobre a p53 durante o desenvolvimento tornam-se
essenciais para o entendimento dos eventos morfogenéticos normais e patoldgicos.
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6. CONCLUSAO

v A expressdo da proteina p53 na mucosa gastroesofagica foi crescente em
relacdo a formacdo destes 6rgdos, mostrando-se nos estadios de remodelacdo dos Orgaos,
seguindo até a formacdo de estruturas com caracteristicas morfoldgicas destes 6rgdos presente
no animal adulto.

v Presente em momentos marcantes da diferenciacdo da mucosa gastroesofagica,
a p53 € expressa no esdfago (durante a remodelacdo das células para formar as glandulas
esofagicas, nos estadios 42-45), no proventriculo (quando o epitélio da mucosa se diferencia,
nos estadios 39-45) e na moela (durante a formacgédo das glandulas tubulares, nos estadios 41-
45).

v No entanto, apesar de participar da morfogénese destas estruturas, ndo ha
como afirmar que sua expressao seja essencial para o desenvolvimento, pois 0 presente estudo
ndo analisou a forma desativada ou bloqueada do gene ou da proteina p53 em embrides de
galinha, impedindo, portanto, sua atividade na célula o que poderia levar ou ndo a alteracoes
no desenvolvimento da mucosa gastroesofagica.
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ANEXOS

A. Parecer da Comissdo de Etica

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 189/2011

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo da relagdo entre a proteina pro-
apopiotica p53 e a diferenciagdo celular na morfogénese da moela em Gallus gallus
domesticus (Linnceis, 1758)" sob a responsabilidade da Profa. Dra. Nadja Lima
Pinheiro do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia, processo
23011792/2011-31, atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de
animais e esta de acordo com 0s principios éticos e do bem estar animal estando de
acordo com a Resolugiio 714 de 20/06/2002 do CFMV.

UFRRJ, 14/03/2012

Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima
Pro-reitora de Pesquisa e Pos-graduagio
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B. Anticorpo primario anti-p53

- .
winuitagen e

Unconjugated
PRODUCT ANALYSIS SHEET
Catalog Number: AHOO0112
Lot Number: See product label
Quantity/Volume: 100 pg/0.5 mL
Clone Number: PAbL 240
Isotype: IgG1 (mouse)
Form of Antibody: Purified inmmmmoglobulin in phosphate buffered saline, pH 7.4, with 0.2% bovine serum
albumin
Preservation: 0.09% sodium azide (Caution: sodium azide is a poisonous and hazardous substance.
Handle with care and dispose of properly.)
Purification: Purified from ascites by Protein G chromatography.
Immunogen: Murine p53-f-galactosidase fusion protein contaming p33 sequence from amino acid
14-289.
Speaficity: This monoclonal antibody recogmizes a protein of 53 kDa which is identified as the

product of p53 tumor suppressor gene. It reacts with only certain mmtant p53 protein
under non-denaturing condition in iImmumoprecipitation but reacts with both mutant and
wild form of p53 under denaturing condition in Western blotting. Its epitope maps within
the middle region (aa 212-217) of p53. In frozen node-negative breast cancers,
immunohistochemical staining with a cocktail of Pab240/1801 was reported to be most
strongly associated with overall survival compared with either antibody alone or with
other antibodies directed toward p33.

Spedies Reactivify: Hm,mse,mhm,mkzy,cw,p&g,nl{chidmomerspedesmm
determined
Applications: This antibody is suitable for use in flow cytometry, imrmoprecipitation, Western

blotting and imrmmohistochemistry with crytostat, methacam-fixed/paraffin embedded,
or formalin-fixed paraffin embedded tissue sections. Staining of formalin-fixed tissues
requires boiling tissue sections in 1 mM EDTA, pH 8, for 10-20 minutes followed by
cooling at room temperature for 20 minutes.
Suggested Worling For immumoprecipitation use 10 pL/mg of cell lysate, for Western blotting use 1:200-
Dilutions: 1:400 dilution, and for immmumohistology 1:50-1:100 is recommended The optimal
antibody concentration should be determined for each specific application.
Recommended Positive  CEM human leukemia cells for Western blotting. For immumohistochemistry, about 50%

Control: of human breast carcinomas are p53 positive, especially those lacking estrogen and/or
progesterone receptor, or with high proliferation index
Storage: Store at 2-8°C. For long term storage, aliquot into small volumes and store at —20°C.

Avoid repeated freeze-thaw cycles to avoid denaturing the antibody.

This product is for research wse only. Not for use in disgnostic procedures.
me i,
Tvitrogen Comoesson » 542 Flyns R4 + Casarillo » CA 93012 « Tel: $00.955 6288 « E-weel Jodlouoaiiilisn com

PLAROOII2 (Rev 1008) DOC-O8-1089

s Tl = These prody qumnuumwwmmmmwmmmmwm
-dmmpmkmumdawwmmmm s for h e anly and are nol
intendad for Russan of aniesl Ssgoo d e
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C. Diluente

ADEXCRUC
RevE
Page 101

[ - HGCE
Antibody Diluent

Catalog #

ADS-125

[ Size 125 ml

INTENDED USE:
DESCRIPTION:

APPLICATIONS:

STORAGE & STABILITY

WARNINGS &
PRECAUTIONS:

6520 Koll Center Parkway, Sulte 211

Pieasanion, CA 34565
A ELANGI0 Com

For Research Use Only. Mot for use in diagnosic procedures.

Antibody diluent is prepared for use in mmunochemical procedures. Antibodies can be

diluted directly in this reagent.

Immnanchistochemistry (IHC)

Tris basffer, pH 7.6 with 195 BSA and bess than 0.1% sodumm azide

Store at 2-8°C. Do not freeze. The user must validate any other storage conditions.

This reagent must be retumed to the storage condiions identified above immediately

after use When properly stored, the reagent is stable o the date indicated on the label.

Do not use the reagent beyond the expiration date.

If unexpected results are observed which cannot be explained by vanations in

laboratory res and a problem with the reagent is suspected, contact Technical

Support at tech@springbio.com.

1. Take reasonable precautions when handling reagents. Wear appropriate Personal
Proteciive Equipment.

2. Awoid contact of reagents with eyes, mucous membranes and skin. f reagents
come into contact with sensitive areas, wash with copious amounts of water.

3. Consult local or state authorities with regard to recommended method of disposal.

4. Awoid microbial contamination of reagents.

Tl 1-325-474-3440
Toll Fres: 1-B00-7E7-6B56
Fa: 1-525-474-8460
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D. Kit ABC

VECTOR

LABORATORIES

VECTASTAIN® UNIVERSAL
(Antl-Mouse IgG/Rabbit 1gG)

G -
ABC KIT

Cat, No, PK-6200

INSTRUCTIONS FOR
IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING

INTRODUCTION
T\-\ECTASTAH'ABCWMhU&IyMDm:ﬂ&-md
senetive, sconarmical snd
Fumudy-uwihumhudwmmhmmc
Fﬂ-mubhmdhwm iy, ABC

k., which la comk gieal VECTASTAIN
ABC umud-- lylxua 'ﬂbou‘x Increased bo:l:?m.ml lmnlng Thu

mnhmummmhmdmwh
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high affinty (10"M7) fue the small w dar weight ,
&m&‘hq:mmnﬂnniﬁ-&ahd’.ﬁo&y

&Mmh&&g&nﬂnhb‘m{u&- antigen
e, b sddition 1o this kigh the

&nn'b\wdh mhMﬂyme&nhlm
binding siles for bictin and most proteins (andmhu; anbibodies and
¥ ]| cen b- ) 2w of bootin. These
du the | for ! ek tz be formed

b -dbund‘ ylatec w2y
An dury bassd on 1hase w:a-mu-dnud
for local s af hto) 2y £ end cther marier.

(Hows SM, Hane L, Fanger H: Am. L Cin. Faffol 73, 734728, 198); Hau
mhquwH'+ f:unch:m a.mcgu:} 29, 577. 5?;. 1961.) Thia

.asc.a,’ “m.muuua u.afu-w
mdhh i Thhhn::x',md&-
ABLC technique.

VECTASTARY /5 ABC Nex contain Awidin DH and biostinylated horse-
mmﬂmmmbwmﬂbm
ides! 9. Adkough the structum of
Ihohndnm!L Aatnd b duk dese H dox 1 xtfl unde-
Mnﬂ.ﬂmﬂbdﬂllmﬂhdmthﬂh}hlﬂw

firkend by evidis Inlo 2 three dmeruionsl armay.
h-mﬁumhkwnwhﬂbm&mhmdhﬂ
ene biotn bied of the phex ls achieved by mixing
Avidin DH and biconylsted b b dasn H &= dbute schton and
mwmmu'bumhmlmhmb
hllﬂ-dmvmduwrdn.wdbyodyamwdmﬁ. n
roversl
bmnﬁamFshngmnb‘lly.nmmﬂmh
R.TAL VECTASTAIN® it ABC prodects. The Gi0. a5 times mors seroe-
live than the angnal ABC ke

Vectar Laborstaries, Ine.e 30 Ingeld Foad « Buringame, TA 34010 USA
Tel: {E50] 697.3500 « Fax: (650) 637.0330
Emadl: vector@vectodate. com
Webate: bz |/ eww.vocioriabe com

PREPARATION OF
VECTASTAIN®* WORKING SOLUTIONS

For coowsnience, VECTASTAIN® 5. ABC Kits mchude mising bottien o

peepere wirking schama of reagenta. As wupplied, the drop dupenaer to
uhmnﬁm“-mmmhmm&-h&
end appropriate resgents sex added 1o the bottle, maert the drop daperwer
tp inlo the whits or gray cpogee tap in comect orentation. Place the
wntire unil onle the botile and twal oo the cap. As the cap i Bghiuned, the
deop Sapenser will ansp oo ploce. To remove the drop dispermer S for
refling, meeedy preas laterally with thumb wmif the 1 anspe off. When
dupenuing dropa, hold the bottle In an verted WIRKA poaticn and
aqueese . o secure the white o gray
o on bﬁh-h-nh'ymud.mm

When using dropper botties 1o dispenas reagents, spaly a sufficient
ncmber of <n the alde 1o cover the crtire section. Slides should then
be placed i & humidfind chamber during the hcubetion periad. Statning
dahea or Copln jars may sl be uand in the procedure. To meke
up theae working solutions, use the sgme drop/voiume ratio e

ded for preparaticn of dropper buttle

n the instr

perta but the == d

A mumber of dffrers buffers can be wasd in the VECTASTAI® 5. ABC
ayrtern. One of the most % 10 mM sodum phachate, g4 75, 0%
sakne (PES). The VECTASTAIN werkng sl ere prepared o fil

o Dlocking Serum (Mormel Hore Seru=): edd eoe (1) drop (50 ) of
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dhﬁrmmww.ﬂﬂ-ﬂlﬁﬁﬂ)d’mr 00 1) of bicery-
Hdmdn&,dd(uul“l.

« VECTASTAIN® St ABC Resgent: ndd exactly fwn (2) deope of
REAGENT A (gray labd) 1 5 mi of buffer & the ABC Rengent largn
MWM&MMMMQWE(QW

lebel) 45 the aeme mizing bottle, mix immedistely, a=d allow VECTA-
smm&mcwuueh—mnu,m-umm
ENZYME SUBSTRATES

A variety of chromogens can be med ©© localize peraxidese In fomce wec-
tlorm. mmmhnmmmmxm.
wal @ seversl prop P v cdon e listed below:
thACT‘DAB.ﬁMOS.bm

I=mPACT™ AEC®, SK-A205, red

EmmPACT® VIP, SX.4605, purple

EmmPACT™ 5C, SX.4705, blux/gray

FemPACT" MovaRED®, SK 4805, red

DAE « N7, SK.4100, gray/lack
3 mrine- 9 ethyt carbexole (AEC)®, SK-4200, red

* AEC w acluble In elechal and ogerts and must be mounted b
squecus mourting medis.  All other ore mot ackble 0 dechol
:w&mqm Thuy may be debydrated, duarnd, snd permanently

Theee substistes can be wod m wingle labels or 1o introduce multple colon
= o Usaoe seclion.
STAINING PROCEDURE FOR
PARAFFIN SECTIONS
1. Deparaffinize and by through xylenes or
b clesring lg-na end g‘éd sicohaol saries.
Z Rrecfor 5 mmtes 0 isp waler ¢

3 Nouenching of and 1 4
the aections for 30 mirdes in 0.3% H.0, ani.umma.n
hmm-mhm-dbymhdwm
of H:05 ¥ end y doea nct a
srobiem, viep 3 may be amitted.

4. Wash in buffer for 5 mizstes
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5, Incub foc 20
werum which wes

with dbutnd noemal blocking
from the apecica in which the
mecondary B made. |In cases where nonspeciic
staining b not & proble, Stepe 5 end € mey be oomitted)
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10. Wb slcdes fror 5 mirntes in bufier.

11, Icubote sectionn for 30 minutes wih VECTASTAIN' 88 ABC Reegert.
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-—nt,d--hp-(—ﬂu-Z)
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¥ = a n the ok

pr
A - 3

To
{Cat. Mo, E’-mnb.-un'qulondS

;hm-:’:ﬂ-‘
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VECTASTAIN® 5. ABC Kit { iga) 1K PK.6103
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E. Cromdégeno DAB

Catalog No..
Intended Use:

.

Introduction:

Principle:

Components:

Warking Solution:

1VD Data Sheet
DS-K047-8
09232000
Stable DAB/Plus
Liquid Format

K47
Substrate/chromogen in conjunction with peroxidase-bused immunostaining systems.

DA&-wﬂdyuddm‘mfahmmmmtnan
Mmmuwmmw.ﬁﬁvanmwn
mmmummmbmsmwwom@kmm
cleared, and mounted for permanent record keeping. Stable DAB/Plus is more sensitive
and stable than traditional working DAB solutions.

Stable DAB/Plus offers several improvements and benefits as compared with

traditional working DAB solutions:

i) mmlnmummmmmummmd
diluting the peimary antibody.

ii) Being stable for 2 wecks (as opposed to 6 hours for traditional DAB working
solutions), Stable DAR/Plus allows the user the convenience of making one working
solution for the entire work week,

iif) Hazardous waste generation from spent DAB solution is also significantly reduced.

i) Stable DAB/Plus is ideal for high volume labs and automated stainers.

mm&mhwdwdmﬁmmmmuﬂwbwmmmk
whkhthcamwi&DAB,mdplﬂinginpmiivcituyiekﬁn;nMMwl«.

i) SmL concentrated amber-colored DAB Chromogen Solution,
i) 200ml. clear Stable DAB/Plus Substrute BufYer,
ii1) One empty mixing dropper bottle.

DAB, # suspected carcinogen, can cause skin irritation upon contact. Avoid contact with
cummammummmummm.mm
instructions provided by local authoritics for disposal.

&mnzw.m.ndwﬁn;m.elidnwniﬁmmﬁunam
1o light. Store reagents und working solution in opaque bottle. Do not use beyond the
cxpiration dates staled on the lubels,

Aliquot lml.o{SuNeDAB/PhnBuﬂahmixhghuﬂe.MdM(me&vp)of
WMDAWCMRMWMM

Note: The working Stable DAB/Plus solution is stable for af least 2 weeks and should be
prepared in an opaque bottle. Store at 2-8°C when not in use. Any solution not used after
this period should be discarded

i) After peroxidase incubation, wash tissue sections with wash buffer,

ii)Wipcdidumovinguembu!fw.Addmuh&wﬁofwwﬁuSﬁb DAB/Plus
solution to cover tissue sections,

ui)lmfu&lomnmmmwmmmm
mmmmmmmmmmwmmmmbu
achieved, stop the reaction by washing slides in buffer,

IVD: For In Vitro Diagnostic Use

mumummummummmmmmnnmdwm
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