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Resumo

As células da crista neural (CCN) originam-se da parte dorsal do tubo neural e, de acordo com a via migratória tomada, 
originam diversos tipos celulares. Pouco se sabe sobre a participação das moléculas glicoconjugadas na migração das CCN. 
Com o intuito de evidenciar uma possível participação de moléculas manose-terminais na via de migração dorsolateral das 
CCN de embriões de galinha, foi utilizada a lectina artin M (ligante dessas moléculas). Os resultados obtidos demonstram 
que, na via dorsolateral de migração da crista neural torácica, há presença de moléculas manose-terminais e sugere-se um 
possível papel dessas moléculas, especificamente, na migração de células melanocíticas.
[P]

Palavras-chave: Crista neural. Melanoblastos. Lectina artin M.

[B]

Abstract

The neural crest cells (NCC) consist of a population that arises from the dorsal part of the neural tube and, according to the 
migratory pathway, differentiates in a wide range of cell types. Little is known about the participation of glicoconjugate mol-
ecules in the NCC migration. To determinate whether mannose residues are present through the dorsolateral migratory path-
way of thoracic NCC in chicken embryos we used the artin M lectin, which binds specifically to mannose-terminal molecules. 
This assay allowed the detection of mannose residues through the dorsolateral pathway of thoracic neural crest migration. It is 
possible that mannose-terminal molecules have a specific role in the melanocitic lineage migration.
[K]
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Introdução

As células da crista neural se originam da ectoder-
me neural da parte dorsal do tubo neural, desprendem-
-se do tubo e migram para longe dessa estrutura (1, 2). 
De acordo com o nível axial de origem e com a via mi-
gratória tomada, as células da crista neural originam 
uma ampla variedade de células, como ossos da face, 
melanócitos, músculo liso no coração e componentes 
do sistema nervoso periférico (SNP) (2). Existem duas 
vias de migração tomadas pelas células da crista neu-
ral: a via de migração ventral, que ocorre entre o tubo 
neural e os somitos, e a via de migração dorsolateral, 
que ocorre entre a ectoderme e os somitos (dermato-
miótomo). Enquanto a crista neural vagal apresenta 
três ondas de migração (via dorsolateral, via ventral, 
via dorsolateral), a crista neural torácica apresenta 
apenas duas ondas migratórias (3). A primeira acon-
tece por via ventral, e as células se diferenciam como 
células da glia e neurônios do SNP. A segunda onda de 
migração acontece ao longo da via dorsolateral, e as 
células diferenciam-se em melanócitos (4, 5). 

Ao migrarem, as células da crista neural encontram 
um ambiente rico em matriz extracelular. Nesse am-
biente, as células seguem as vias de migração já citadas 
e que têm sido explicadas por dois modelos: 1) as vias 
de migração podem ser determinadas por característi-
cas externas, encontradas no ambiente por onde as cé-
lulas estão migrando, ou 2) por características intrínse-
cas das células da crista neural (6). O primeiro modelo 
de migração citado e o mais aceito é conhecido como 
modelo dirigido pelo ambiente, proposto por Le Douarin 
e Teillet (7). Esse modelo propõe que as células da cris-
ta neural sejam multipotentes e migrem ao acaso, pelas 
vias ventral ou dorsolateral. Sua diferenciação ocorre 
de acordo com as influências recebidas do ambiente 
por onde migram ou do ambiente do seu destino final. 
O segundo modelo, dirigido pelo fenótipo, tem sido sus-
tentado por estudos mais recentes. Esse modelo prediz 
que, ao deixar o tubo neural, as células da crista neural 
já estão especificadas para uma determinada linhagem, 
e tal especificação leva as células a tomarem vias migra-
tórias que podem ser exploradas de acordo com suas 
características intrínsecas (4, 8). Portanto, de acordo 
com esse modelo, as propriedades migratórias espe-
cíficas das células determinam a distribuição final dos 
derivados da crista neural.

A interação das células da crista neural com a matriz 
extracelular é um dos mecanismos mais importantes 

para a migração dessas células, mas não é suficiente 
para explicar completamente a complexidade espacial 
e temporal da migração (9). Para que ocorra a intera-
ção das células da crista neural com os componentes 
da matriz extracelular, faz-se necessária a expressão 
de receptores de membrana específicos, o que parece 
ocorrer um pouco antes ou logo após a liberação das cé-
lulas do tubo neural (4). Diferentes moléculas da matriz 
extracelular estão distribuídas ao longo dos caminhos 
migratórios das células da crista neural, formando um 
substrato que pode permitir a migração dessas células 
ou desempenhar um papel inibitório, impedindo-as de 
entrar em determinadas áreas do embrião.

Oakley et al. (10) mostraram que há uma redução 
da proteoglicana condroitin sulfato e de moléculas li-
gantes de PNA (lectina extraída do amendoim, com 
especificidade para ligar resíduos de galactose a par-
tir do estágio 19 do desenvolvimento – que precede 
a migração da crista neural pela via dorsolateral). 
Então, já que condroitin sulfato e moléculas galacto-
se-terminais (ligantes a PNA) são inibidoras de mi-
gração e estão relacionadas ao atraso da entrada das 
células da crista neural no caminho dorsolateral, isso 
mostra que os precursores de melanócitos são espe-
cificados antes de iniciarem a migração. 

Freitas, Ferreira e Faraco (11) realizaram estu-
dos sobre a presença de glicoconjugados ligantes a 
PNA na matriz extracelular de embriões de galinha, 
ao longo da via ventral de migração das células da 
crista neural. O estudo foi realizado em diferentes 
níveis axiais e foi observado que, onde a marcação 
de PNA esteve fraca ou quase ausente, houve migra-
ção das células da crista neural. Demonstrou-se, com 
esse estudo, que tanto as células de linhagem neuro-
nal (via ventral) quanto os melanoblastos (via dor-
solateral) são capazes de migrar apenas por regiões 
com pequena concentração de glicoconjugados PNA-
positivos. A presença constante de glicoconjugados 
PNA-positivos nas regiões ventrais de embriões de 
Leghorn branca, durante a migração dorsolateral no 
nível do tronco, sugere o papel inibitório dessas mo-
léculas no povoamento ventral por melanócitos. 

Estudos realizados anteriormente no nosso labora-
tório tiveram o intuito de detectar resíduos de manose 
ao longo da via ventral de migração da crista neural to-
rácica em embriões de galinha. Para tanto, foi utilizada a 
lectina artin M, ligante de moléculas manose-terminais 
e extraída da semente de Jaca (Artocarpus integrifolia). 
Os resultados obtidos demonstraram que não há pre-
sença de resíduos de manose na via ventral de migração 
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da crista neural torácica, sugerindo que essas moléculas 
não participam desses eventos migratórios. 

Portanto, este trabalho teve como objetivo detectar a 
presença de resíduos de manose ao longo da via dorso-
lateral de migração das células da crista neural torácica 
de embriões de galinha (Gallus gallus), entre os estágios 
20 e 28 do desenvolvimento, utilizando a lectina artin M.

Material e métodos

Obtenção e fixação dos embriões

Ovos embrionados de galinha (Gallus gallus) fo-
ram incubados em chocadeira umidificada a 38ºC, 
até atingirem os estágios 20, 22-23, 24 e 28 do desen-
volvimento embrionário. Os embriões foram, então, 
retirados de suas cascas, colocados em solução salina 
tamponada com fosfato (PBS) e estagiados segundo 
Hamburger (12). Após o estagiamento, os embriões 
foram mantidos por 1 (uma) hora no fixador Bouin. 

Desidratação, inclusão em parafina histológica e 
microtomia

 Após a fixação, os embriões foram lavados e arma-
zenados em etanol 70%, para eliminar resíduos do fixa-
dor. Para obtenção do nível torácico, os embriões foram 
cortados entre os somitos 18 e 23. Os segmentos de em-
brião obtidos foram desidratados em série crescente de 
etanol 70 a 100%. Os segmentos foram incluídos em pa-
rafina histológica e os blocos foram cortados transver-
salmente em micrótomo Minot, resultando em cortes 
com espessura de 6 µm. Os cortes foram montados em 
lâminas com albumina, as quais foram secas em estufa 
e, depois, armazenadas em temperatura ambiente, em 
local protegido de poeira até as próximas etapas (colo-
ração com hematoxilina e marcação com artin M). 

Lâminas coradas com hematoxilina

Coloração com hematoxilina

Para realizar a coloração, as lâminas foram pre-
viamente desparafinizadas com xilol e reidratadas em 
série decrescente de etanol 100 a 70%. A fim de verifi-
car se a morfologia dos embriões foi preservada de ma-
neira adequada, as lâminas foram lavadas rapidamente 

com água e coradas com hematoxilina por 30 segundos, 
sendo, em seguida, lavadas em água corrente.

Desidratação, diafanização e montagem das 
lâminas 

As lâminas coradas foram desidratadas em série 
crescente de etanol 70 a 100%. A diafanização foi 
realizada com xilol. As lâminas foram montadas com 
Permount e lamínula. 

Documentação fotográfica 

As imagens foram obtidas em microscópio 
Olympus BX50, acoplado ao software Image Pro Plus, 
no laboratório de patologia experimental da PUCPR.

Detecção de resíduos de manose pela lectina 
artin M

As lâminas selecionadas para realizar a marca-
ção com KM+-biotinilado foram desparafinizadas e 
reidratadas, como no passo 3, no entanto, não foram 
coradas com hematoxilina.

Lavagem dos cortes

Após a reidratação, as lâminas foram lavadas em 
PBS, por 2 minutos, em PBS contendo glicina 0,1M, 
por 5 minutos, e, novamente, em PBS, por 2 minutos.

Pré-incubação de artin M em PBS contendo 
D-manose 0,2 M

O PBS contendo artin M-biotinilado foi pré-incu-
bado com D-manose 0,2 M, por 45 minutos, a uma 
temperatura de 37º C, para realizar o controle de blo-
queio da ligação de artin M. 

Marcação dos cortes com artin M 

Para a marcação de resíduos de manose nos cor-
tes de embrião, as lâminas foram incubadas com 
artin M-biotinilada na diluição de 20 µl/ml, por 45 
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minutos, em temperatura ambiente. Os controles fo-
ram realizados utilizando-se apenas PBS e PBS con-
tendo artin M pré-incubado, com D-manose a 0,2 M 
(20 µl/ml), ambos por 45 minutos e em temperatura 
ambiente. As lâminas foram posteriormente lavadas 
com PBS, por três vezes.

Detecção dos resíduos de manose e montagem 
das lâminas

Para a detecção dos resíduos de manose re-
conhecidos por artin M-biotinilada na via dorso-
lateral de migração da crista neural, foi utilizado 
Estreptoavidina-FITC (1:40; 3 µl/ml). As lâminas 
foram incubadas com a solução por 45 minutos, em 
temperatura ambiente e em câmara escura. Após 
a incubação, as lâminas foram lavadas com PBS 
por oito vezes e montadas com Fluormount-G e 
lamínula. 

Documentação fotográfica

As imagens foram capturadas em microscópio de 
epifluorescência Axiophot (ZEISS), acoplado ao sof-
tware Case Data Manager Expo (UFPR).

Resultados

A coloração dos cortes de embriões pela he-
matoxilina mostrou a preservação morfológica do 
tubo neural, dos dermatomiótomos e da notocorda 
(Figuras 1A, 2A, 3A, 4A). Essas estruturas embrioná-
rias são fundamentais para a correta localização da 
via migratória analisada, facilitando a visualização da 
marcação de moléculas manose-terminais pela lecti-
na artin M.

Embriões no estágio 20

Nesse estágio, observou-se a marcação de resíduos 
de manose pela lectina artin M+ no dermatomiótomo e 
na lâmina basal que envolve o tubo neural e a notocorda 
(Figura 1B). A marcação da via dorsolateral de migra-
ção da crista neural só pode ser visualizada no aumento 
de 40x (Figuras 1C e 1D), pois é uma marcação fraca em 
relação àquela observada no aumento imediatamente 

inferior. Na figura 1C, observam-se os resíduos de ma-
nose marcados por artin M na matriz extracelular da 
região dorsal do tubo neural, onde, de acordo com 
Serbedzija, Bronner-Fraser e Fraser (13), as células da 
crista neural são encontradas no início de sua onda mi-
gratória pela via dorsolateral. Observa-se, também, a 
fraca marcação ao longo da via dorsolateral, onde ainda 
há poucas células em migração (Figura 1D). 
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Figura 1 – Cortes transversais de embrião de galinha no estágio 20 de desenvolvi-

mento. A – Corte corado com hematoxilina, demonstrando a preservação da morfologia. 

Aumento: 10x. Tubo neural (TN), notocorda (n), aorta dorsal (Ao), dermatomiótomo 

(dm). A via dorsolateral de migração (seta dupla) ocorre entre o dermatomiótomo e a 

ectoderme de revestimento externo (seta). B – Imagem obtida em microscopia de flu-

orescência, demonstrando a marcação de resíduos de manose pela lectina artin M no 

dermatomiótomo, na lâmina basal do tubo neural e da notocorda (setas). Aumento: 10x. 

C – Observar que, no aumento de 40x, é possível visualizar a marcação de resíduos de 

manose na matriz extracelular da porção dorsal do tubo neural (cabeças de seta). A seta 

indica a marcação da lâmina basal do tubo neural. D – Observar a marcação fraca, por 

artin M, na via de migração dorsolateral da crista neural (cabeça de seta).

Embriões no estágio 22-23

Em aumento de 10x, ainda é possível observar 
marcação, pela lectina artin M, na lâmina basal 
que envolve o tubo neural e na que envolve a aorta 
dorsal. No entanto, não houve marcação na lâmina 
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Embriões no estágio 28

Houve grande redução na marcação dos resí-
duos de manose pela lectina artin M, nesse está-
gio. Notou-se a ausência de marcação na lâmina 
basal do tubo neural e da notocorda, em aumento 
de 10x (Figura 4B). Não foi observada marcação 
na via dorsolateral de migração da crista neural e, 
além disso, houve redução da marcação no derma-
tomiótomo, em aumento de 20x (Figura 4C). Em 
aumento de 40x, a ausência de marcação na lâmi-
na basal do tubo neural e dos vasos sanguíneos e, 
principalmente, a ausência de marcação na matriz 
extracelular da região dorsal do tubo neural foram 
ressaltadas. A ausência de marcação é evidencia-
da pela autofluorescência das células do sangue 
(Figura 4D). 

artin M na lâmina basal do tubo neural e dermato-
miótomo, quando comparada com o estágio 22-23. 
Observou-se, também, a marcação fraca na via dor-
solateral de migração da crista neural e ausência 
de marcação na matriz extracelular da porção dor-
sal do tubo neural (Figuras 3B e 3C). Observou-se a 
ausência de marcação no controle negativo (Figura 
3D).

basal da notocorda, como no estágio 20 (Figura 
2B). No aumento de 20x, é possível observar que 
existe marcação na matriz extracelular da porção 
dorsal do tubo neural, porém, mais fraca que a 
marcação da lâmina basal do tubo neural (Figura 
2C). Em aumento de 40x, foi possível observar que 
há fraca marcação na via dorsolateral de migração 
das células da crista neural. Nesse aumento, tam-
bém é evidenciada a marcação do dermatomióto-
mo (Figura 2D).

Embriões no estágio 24

Nesse estágio, nos aumentos de 20x e 40x, 
observou-se diminuição da marcação pela lectina 
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Figura 3 – Cortes transversais de embrião de galinha no estágio 24 de desenvolvi-

mento. A – Coloração com hematoxilina, demonstrando a preservação da morfologia. 

B – Observar a marcação fraca, pela lectina artin M, na lâmina basal do tubo neural e 

dermatomiótomo (setas) e dos capilares sanguíneos (seta aberta). Observar a marcação 

fraca na via dorsolateral de migração da crista neural (cabeça de seta). Aumento: 20x. C 

– Observar, em aumento de 40x, detalhes das marcações citadas na figura B. D – Controle 

negativo. Observar a ausência de marcação. Aumento: 10x.

dm dm

dm

n

Ao

TN

TN

TN

n

AoA B

C D

Figura 2 – Cortes transversais de embrião de galinha no estágio 22-23 de desenvol-

vimento. A – Coloração com hematoxilina, demonstrando a preservação da morfologia. 

Aumento: 10x. Tubo neural (TN), notocorda (n), aorta dorsal (Ao), dermatomiótomo 

(dm), via dorsolateral de migração (seta dupla), ectoderme de revestimento (seta). B 

– Observa-se a redução de marcação de resíduos de manose, pela lectina artin M, na 

lâmina basal do tubo neural e da aorta dorsal (setas) e a ausência de marcação na lâmina 

basal da notocorda. Aumento: 10x. C – Observar que, no aumento de 20x, a marcação 

na matriz extracelular da porção dorsal do tubo neural é fraca (cabeça de seta). A seta 

indica a fraca marcação da lâmina basal do tubo neural. D – Observar a marcação, por 

artin M, no dermatomiótomo e na via de migração dorsolateral da crista neural (cabeças 

de seta). Aumento: 40x.
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observações de embriões de galinhas com padrão nor-
mal de pigmentação, que apresentam melanócitos so-
mente na pele, como a raça Leghorn, e em embriões de 
galinha Sedosa, que apresentam melanócitos em órgãos 
internos, além da pele (15), Freitas, Ferreira e Faraco 
(11) observaram que, em galinhas Leghorn, durante o 
período de migração ventral, o caminho dorsolateral 
sempre se apresenta muito marcado pelo PNA. No mo-
mento em que a migração ventral está se encerrando, 
a marcação pelo PNA na região correspondente à via 
ventral aumenta bastante, e as células da crista neural 
começam a invadir a via dorsolateral. Nesse momen-
to, a marcação pelo PNA na via dorsolateral vai desa-
parecendo à medida que a migração da crista neural 
progride. Nos embriões de galinha Sedosa, além de as 
células migrarem dorsolateralmente, atingindo a pele, 
elas também migram ventralmente e se desviam do ca-
minho dorsolateral pela região abaixo da extremidade 
ventral do somito, a qual se encontra livre de marcação 
pelo PNA. Os glicoconjugados de matriz extracelular 
ligantes a PNA estão, dessa forma, envolvidos nos di-
ferentes padrões de migração dorsolateral (de melano-
blastos) observados em embriões de galinha (11).

A utilização da lectina artin M (ligante de moléculas 
manose-terminais) anteriormente, em nosso labora-
tório, teve o intuito de detectar moléculas manose-ter-
minais ao longo da via ventral de migração da crista 
neural torácica em embriões de galinha. No entanto, 
a ausência de marcação de resíduos de manose de-
monstrou que essas moléculas não possuem papel na 
dinâmica de migração da crista neural torácica na via 
ventral. Entretanto, no presente estudo, houve a mar-
cação por KM+ ao longo da via de migração dorsolate-
ral torácica (Figuras 1D, 2D, 3C). Esse resultado, com-
binado com a ausência de marcação observada na via 
ventral e considerando que a entrada da crista neural 
torácica na via dorsolateral de migração depende de 
sua especificação na linhagem melanocítica (16), pode 
sugerir que os resíduos de manose desempenham um 
papel específico na migração de melanoblastos. Outro 
dado que reforça essa sugestão é a ausência de mar-
cação por artin M a partir do estágio 28 (Figura 4C), 
quando a migração por essa via é finalizada e os mela-
noblastos já atingiram seu destino final (15). No pre-
sente estudo, a impossibilidade de utilizar marcado-
res específicos para células da crista neural (anticorpo 
HNK-1) ou para melanoblastos (soro Smith Line) im-
pede a localização exata dessas moléculas (se estão di-
fusas na matriz extracelular ou envolvendo as células 
da crista neural). Além disso, o uso da lectina artin M 

Discussão

A migração das células da crista neural se inicia 
quando o tubo neural se fecha durante a neurulação, 
seguindo uma orientação anteroposterior (1, 14). 
Serbedzija, Bronner-Fraser e Fraser (13) mapearam a 
dinâmica temporal de migração da crista neural toráci-
ca em ambas as vias, ventral e dorsolateral. A migração 
ventral se inicia 24 horas antes do início da migração 
dorsolateral (4). Uma explicação para o atraso na mi-
gração dorsolateral é a presença de fatores inibitórios. 
A proteoglicana condroitin sulfato e moléculas que se li-
gam a PNA (ligantes de moléculas galactose-terminais) 
estão relacionados com a inibição da migração das cé-
lulas da crista neural. Esses dados foram demonstrados 
por Oakley et al. (10), que detectaram uma redução da 
proteoglicana condroitin sulfato e de moléculas ligantes 
a PNA no caminho dorsolateral a partir do estágio 19 
do desenvolvimento, quando as células da crista neural 
entram na via de migração dorsolateral. Com base em 

Figura 4 – Cortes de embrião de galinha no estágio 28 do desenvolvimento. A – Colo-

ração com hematoxilina, demonstrando a morfologia preservada. B – Observar a grande 

redução na marcação dos resíduos de manose pela lectina artin M. Notar a ausência de mar-

cação na lâmina basal do tubo neural e da notocorda. Aumento: 10x. C – Observar a ausência 

de marcação na via dorsolateral de migração da crista neural e a redução da marcação no 

dermatomiótomo. Aumento: 20x. D – Observar a ausência de marcação na lâmina basal do 

tubo neural e dos vasos sanguíneos. Ausência de marcação na matriz extracelular da região 

dorsal do tubo neural. A seta indica a autofluorescência das células do sangue. Aumento: 40x.
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para detecção de resíduos de manose nas vias de mi-
gração da crista neural de galinha Sedosa (na qual há 
migração ventral de melanoblastos) poderá ajudar a 
esclarecer a participação dessas moléculas na dinâmi-
ca de migração das células da crista neural torácica.

Com base nesses dados, sugere-se que, talvez, as 
moléculas manose-terminais suportem, especifica-
mente, a migração de células melanocíticas.

Conclusão 

Existem resíduos de manose na matriz extrace-
lular dorsal ao tubo neural, por onde as células da 
crista neural iniciam sua migração, e também ao lon-
go da via de migração dorsolateral da crista neural 
torácica. Logo, é possível que haja um papel dessas 
moléculas na migração das células em questão.
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