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RESUMO

As galinhas da raga Sedosa Japonesa (SK) sdo mutantes naturais que apresentam,
diferentemente de outras linhagens, uma extensa pigmentagado dérmica e visceral.
Neste trabalho foram analisadas a morfologia e distribuicdo da linhagem
melanocitica localizada na pele da regido dorsal do embrido, em varios estagios de
desenvolvimento, na tentativa de entender o papel destas células permanentemente
ectopicas na derme. Nossos resultados mostram que melanoblastos e melandcitos
imaturos sdo encontrados até os 19 dias de incubagéo, sendo alguns proliferativos.
A diferenciacdo do melandcito ocorre na derme e sua forma varia dependendo da
localizacdo. Melandcitos maduros, com longos prolongamentos citoplasmaticos
formam uma densa malha abaixo da espessa camada de fibras elasticas e
colagenas sub-epidermais. Caracterizamos, ultraestruturalmente, as células da
linhagem melanocitica descrevendo nelas o processo de melanogénese. Os
melanossomas passam por 4 estagios de amadurecimento (estagio | ao IV) que
ocorrem tanto no corpo celular quanto nos prolongamentos citoplasmaticos. Apesar
da proximidade dos melandcitos com outras células presentes na derme ndo foi
evidenciada a transferéncia de melanossomas entre eles. Nossos resultados
sugerem que o embrido da SK pode ser considerado um rico modelo para o estudo

da linhagem melanocitica em seus varios aspectos, incluindo a melanogénese.



ABSTRACT

The Japanese Silky chicken (SK) is a natural mutant that shows, differently of other
lineages, extensive pigmentation in the dermis and connective tissue of internal
organs. In this work we analyzed the morphology and distribution of melanocytic
lineage cells located in the dorsal skin of the embryo, at various stages of
development, in an attempt to understand the role of these permanently ectopic
pigment cells in the dermis. Our results show that melanoblasts and immature
melanocytes are found until 19-days of incubation, and that some of them are in a
proliferative state. The differentiation of melanocytes occurs in the dermis and their
form varies, according to the localization. Mature melanocytes with many long
cytoplasmic processes form a meshwork in superficial dermis, below a thick layer of
elastic and collagen fibers. We characterized ultrastructurally the melanocytic lineage
cells and described their melanogenic process. Melanosomes undergo four stages of
maturation (I to V). The melanogenesis happens in the cellular body and cytoplasmic
processes as well. Although melanocytes are very close to other cells in the dermis,
no transfer of melanosomes was evidenced. Our results show that the Silky embryo
can be considered a rich model for the study of the melanocytic lineage in its several

aspects, including melanogenesis.
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CAPITULO 1

INTRODUGCAO



INTRODUCAO

1.1 EMBRIAO DE AVE: MODELO PARA O ESTUDO DA BIOLOGIA DO
DESENVOLVIMENTO

O embrido de ave é considerado um excelente modelo para o estudo da
biologia do desenvolvimento. Apresenta semelhangas com os embrides de
mamiferos na sua complexidade morfolégica e no seu desenvolvimento geral
(WOLPERT et al., 2000), porém ha maior facilidade de obtengao e de estudo, uma
vez que seu desenvolvimento ocorre externamente ao corpo da mae. Assim, pode-
se observar e manipular os embrides abrindo o ovo, além de cultiva-los fora dele.
Esta facilidade de manipulagdo € conveniente quando sao feitas técnicas cirurgicas
experimentais e para a observacao dos efeitos de compostos quimicos.

O embrido de ave € acessivel a experimentos durante todo o
desenvolvimento embrionario, desde que sejam tomados os cuidados essenciais
diarios de temperatura, umidade e viragem dos ovos. Este acesso permite a
construgcao no ovo, de quimeras neurais embrionarias, usando o sistema marcador
codorna-galinha (LE DOUARIN, 1973). As células da galinha (Gallus gallus) e
codorna Japonesa (Coturnix coturnix japonica) podem ser diferenciadas pois o
nucleo interfasico da codorna mostra uma condensagao heterocromatica bem
caracteristica associada ao nucléolo, que esta ausente no nucleo da galinha.
Consequentemente, as células da codorna e galinha podem ser monitoradas na
quimera, na qual regides definidas do embrido de galinha s&o recolocadas in ovo por
seu correspondente da codorna (ou vice-versa). Nestes experimentos, as células
das duas espécies podem ser identificadas utilizando-se corantes especificos para o
DNA nos cortes dos tecidos da quimera (LE DOUARIN e KALCHEIM, 1999). Com
este tipo de experimento foi definido o destino de grande parte das células

originadas da crista neural.



1.2 CRISTA NEURAL.

A crista neural dos vertebrados se forma durante a neurulagdo, quando a
placa neural se espessa e invagina para formar o tubo neural. Inicialmente, o tubo
neural é parte da ectoderme, porém separa-se dela depois de sua formagao gragas
a mudancas na adesividade celular. Desta forma o tubo neural se aprofunda sob a
superficie e a ectoderme restante se reconstitui sobre ele formando uma camada
continua (GILBERT, 1997). Quando o tubo neural se fecha, as células da crista
neural sofrem uma transicdo de epiteliais para mesenquimais, sendo o gene slug o
responsavel pelo controle do processo pelo qual células epiteliais que ndo séao
moveis tornam-se migratorias (NIETO et al.,, 1994). O tubo neural da origem ao
sistema nervoso central (encéfalo e medula espinhal). As células da crista neural
migram para longe do tubo neural dando origem a diversos tipos celulares, como
neurénios, células enddcrinas, células de Schwann, células gliais e melandcitos (LE
DOUARIN, 1982).

O padrao de migragéo e os tipos celulares originados da crista neural variam
de acordo com o nivel axial de sua origem no tubo neural. Assim, as populagdes de
células ao longo do comprimento rostrocaudal do eixo neural sdo denominadas de
cefalica, vagal, do tronco e sacral (LE DOUARIN e KALCHEIM, 1999). Na regido do
tronco, a migragao de células da crista neural segue dois caminhos, um ventral e
outro dorsolateral. Em aves, aos dois dias e meio de desenvolvimento do embrido,
células migram pela via ventral, entre o tubo neural e somitos, originando células
gliais e neurbnios do Sistema Nervoso Periférico, além de células secretoras da
medula adrenal (LE DOUARIN, 1982). A segunda via de migracdo, denominada
dorsolateral, inicia-se 24 horas depois, quando a migragao ventral termina, seguindo
entre somitos e ectoderme e dando origem a melanécitos (ERICKSON e GOINS,
1995).
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Dois modelos tentam explicar a distribuicdo das células da crista neural em
suas vias de migracdo e a origem dos diferentes fenotipos. O primeiro modelo
postula que as células da crista neural sdo pluripotentes e diferenciam-se de acordo
com as condi¢gdes ambientais que encontram apés a migracdo (LE DOUARIN e
ZILLER, 1993). O segundo modelo propde que as células da crista neural, apesar de
semelhantes, possuem especificidade bioquimica e/ou molecular que determina a
via de migracao a seguir (ERICKSON e GOINS, 1995). A especificidade anterior a
migracao foi demonstrada pela observacgao de precursores de melandécitos na regiao
dorsal do tubo neural antes que as células tomassem a via dorsolateral (REEDY et
al., 1998).

1.3 O DESENVOLVIMENTO DA LINHAGEM MELANOCITICA DERIVADA
DA CRISTA NEURAL

Os progenitores dos melandcitos sao os melanoblastos, células
despigmentadas, mas que possuem o potencial para produzir melanina.

Em aves, a origem das células pigmentares a partir da crista neural foi
estabelecida por DORRIS, em 1936. Quando as células se destacam do tubo neural,

entram em uma zona de células livres, rica em moléculas da matriz extracelular.
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Logo se misturam as células livres, tornando-se morfologicamente indistinguiveis.
Desta forma, para se estudar sua migracdo € necessaria a utilizacdo de varias
técnicas (WESTON, 1963; TUCKER et al., 1984). Com o uso do anticorpo Smyth line
produzido por galinhas com doencga despigmentante semelhante ao vitiligo (SEARLE
et al., 1993), conseguiu-se a marcagao de células da linhagem melanocitica em seus
estagios iniciais de diferenciagao, sendo possivel identifica-las logo acima do tubo
neural, antes de iniciarem a migracéo pela via dorsolateral (REEDY et al., 1998).
Este anticorpo € um importante instrumento de analise, ja que possibilita a detecgéo
das células em estagios em que morfologicamente ainda ndo é possivel reconhecé-
las como da linhagem melanocitica. Além do mais permite mostrar que as células
que tém sua saida do tubo neural atrasada estao especificadas como melanoblastos
e sdo as unicas que tomam a via dorsolateral de migragéo na regiao do tronco.

A composicao da matriz extracelular parece também ter papel importante na
definicdo da via migratéria tomada pelas células (ERICKSON e TURLEY, 1983). Em
células da crista neural a expressao diferencial de receptores de membrana que
intermediam a interagdo com componentes de matriz, como integrinas (LALLIER e
BRONNER-FRASER, 1991) ou receptores para efrinas (KRULL et al., 1997), parece
estar envolvida no direcionamento da migragao. A migragado de melanoblastos pode,
portanto, estar sendo controlada por barreiras de origem molecular presentes no
meio e que servem de vias migratorias (ERICKSON e PERRIS, 1993). Por outro
lado, esta expressao pode ser estimulada por aumento de interagdes de adesao
entre as células e a matriz extracelular (BEAUVAIS et al., 1995). Adesdes célula-
célula envolvem principalmente as caderinas que foram detectadas também em
células da crista neural. E possivel que precursores de melandcitos expressem
caderinas proprias que permitam ou faciltem sua migragcdo ao interagirem com
caderinas no dermomiétomo. Ou, talvez, os melanoblastos ndao possuam, na
verdade, determinados receptores cuja auséncia neutralizaria a agdo de moléculas
que funcionam como inibidores de migragdo ou que provocam afastamento de
determinadas vias.

Nas aves, os melanoblastos penetram na ectoderme (ERICKSON et al.,
1992), onde ainda se dividem e se diferenciam em melandcitos. Fatores secretados
sobre as células de linhagem melanocitica ou na superficie de outras células

parecem ser essenciais para a sobrevivéncia delas, porém nao parecem ser
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determinantes de aumento na populagcdo. Em células precursoras de melandcitos,
antes de sua migragao dorsolateral, ocorre a expressao do receptor tirosina-quinase
(c-kit), cujo ligante € o stem cell factor ou steel factor (SCF) (WEHRLE-HALLER e
WESTON, 1995). Em cultura, este receptor € expresso exclusivamente por
precursores de melandcitos na populagcado de células da crista neural e parece ser
necessario em diferentes momentos do processo de desenvolvimento de
melandcitos, estando envolvido na entrada das células na ectoderme e em sua
ativacdo no foliculo piloso. O Steel factor esta relacionado com a sobrevivéncia
inicial de precursores de melandcitos em camundongos (MACKENZIE et al., 1997).
Em aves, a sobrevivéncia de precursores de melandcitos é mediada pela
combinagado do Steel factor e uma neurotrofina (NGF, BDNF ou NT-3) (LANGTIMM-
SEDLACK et al., 1996).

O destino quase exclusivo das células especificadas para a linhagem
melanocitica € a mesoderme e a ectoderme, que originam a pele na maioria das
aves (HULLEY et al., 1991). A entrada destas células na ectoderme acontece a partir
do estagio 22 (3’2 dias de incubagéo), em sitios associados a interrupg¢des locais da
membrana basal provocadas possivelmente por enzimas proteoliticas produzidas
pelas préprias células pré-melanociticas (ERICKSON et al., 1992). Os melanoblastos
penetram na epiderme a partir do 4° até o 10° dia e a partir dai encontram-se
somente na epiderme. A penetracdo do melanoblasto na pele ocorre inicialmente na
regiao dorsal e progressivamente na ventral. Antes da deposicdo de pigmentos
evidencia-se aumento do nucleo e citoplasma. Essa diferenciacao é influenciada
pelo micro-ambiente, pois somente melanoblastos no broto da pena diferenciam-se.
Os da epiderme, entre os brotos das penas, funcionam como células-fonte para
pigmentacao das proximas geragdes de penas. Os melandcitos e melanoblastos da
epiderme proliferam pela acdo do fator de crescimento do fibroblasto (FGF)
produzido pelos queratinécitos (HALABAN et al., 1987), demonstrando a importancia
do contato melanécito-queratindcito para sobrevivéncia do melanécito.

Depois que os melanoblastos se estabelecem em seus sitios especificos, eles
se diferenciam em células produtoras de melanina (melandcitos) ao sintetizar
granulos melanossomais no qual o substrato tirosina é convertido em polimeros de
melanina. Os melandcitos nos tecidos dos adultos sdo permanentemente residentes,

raramente se dividem ou migram. Assim, estas populagdes de melandcitos podem



permanecer melanogenicamente ativas nos sitios cutaneos ou tornarem-se
melanogenicamente inativas nos sitios extracutaneos, por toda a vida do individuo
(BOISSY e NORDLUND, 1997).

1.4 MELANOGENESE

A sintese de melanina nos melandcitos esta restrita aos melanossomas e
seus elementos enzimaticos e estruturais sdo organizados e agregados
separadamente em um processo semelhante a formagéao do lisossoma (JIMBOW et
al., 2000), embora as vias de transporte sejam diferentes entre os melanossomas e
lisossomas (FUJITA et al., 2001). Em geral, a estrutura do melanossoma se
relaciona ao tipo de melanina produzida. O melanossoma que produz a eumelanina
€ eliptico e contém matriz fibrilar, enquanto a forma do feomelanossoma é variavel,
mas com contorno normalmente arredondado e com matriz vesiculoglobular
(SLOMINSKI et al., 2003).

Os melanossomas e seus precursores podem ser classificados em quatro
estagios de desenvolvimento baseados na sua morfologia (KUSHIMOTO et al.,
2001). No estagio | as vesiculas esféricas sao desprovidas de melanina e possuem
uma matriz desorganizada. No estagio Il, os melanossomas s&do alongados, com
estriacdes internas bem definidas. A deposi¢gao de melanina comega no estagio lll,
se acumulando nas estruturas transversais, resultando em um espessamento e
escurecimento das estriagdes. Quando o melanossoma esta totalmente preenchido
por melanina é chamado de melanossoma no estagio IV.

A proteina silver locus (Pmel17 ou gp100) € encaminhada inicialmente para
os melanossomas do estagio | onde vai ser parcialmente clivada devido a natureza
altamente proteolitica das enzimas presentes no meio (KUSHIMOTO et al., 2001).
Sua quebra e processamento acompanham a reestruturacdo dos melanossomas
iniciais de vesiculas arredondadas com componentes amorfos (estagio I) para
estruturas fibrilares alongadas (estagio Il) (KUSHIMOTO et al., 2001). Somente
quando os melanossomas passam para o estagio Il é que as enzimas tornam-se
resistentes a protedlise e a produgdo da melanina prossegue. A melanogénese
propriamente dita comeg¢a quando a tirosinase e outras enzimas importantes sao

clivadas, sendo dependentes de um meio acido provido por bombas de proétons.
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Dados apdiam a sugestdo de que o produto do gene p (pink-eyed dilution) é
essencial para o desenvolvimento normal do numero, estrutura e melanizagdo do
melanossoma (HEARING et al., 1973) e que a proteina p parece ser inserida
diretamente nos melanossomas do estagio Il sem passar pelas vesiculas derivadas
da rede trans do Golgi (TGN) (ROSEMBLAT et al., 1994).

1.5 PELE DA AVE

A pele das aves é similar a de outros vertebrados superiores, exceto por ser
mais fina quando comparada com os mamiferos de igual tamanho. A taxa
metabdlica também é baixa, exceto nas penas (FERREL, 2002).

Durante o inicio do desenvolvimento, o epitélio que recobre o embrido é
formado por uma camada de células basais cubicas e uma camada superficial de
células achatadas. As células da camada basal se proliferam rapidamente para
formar um epitélio estratificado no 17° dia de desenvolvimento. Neste estagio, a
epiderme é composta por uma camada basal mitoticamente ativa, por células
espinhosas em diferenciacdo e pelas células queratinizadas totalmente
diferenciadas. O desenvolvimento da pele, dependendo do local estudado,
apresenta diferentes padrdes de diferenciagdo (PARAKKAL e MATOLTSY, 1968). O
estrato granuloso, nos mamiferos, se encontra entre o estrato espinhoso e o cérneo
e suas células possuem granulos de queratohialina. A existéncia deste estrato nos
embrides de galinha é controversa. Embora alguns trabalhos ndo confirmem sua
existéncia, PARAKKAL e MATOLTSY (1968), através da microscopia eletrénica de
transmissdo, demonstraram a presenga deste estrato na epiderme da galinha da
raca Leghorn. Como os granulos de queratohialina sdo muito pequenos na galinha,
talvez estejam no limite de resolugdo do microscépio de luz e por isto sejam pouco
visiveis.

A periderme é uma estrutura transitéria que atua como uma protecéo de
recobrimento para a epiderme em desenvolvimento. Ela € formada, normalmente,
por duas camadas de células, que se mantém pela atividade mitética propria. Na
raga Leghorn, aos 6 dias de incubagédo, a periderme consiste de uma camada basal
e outra superficial. Com 14 dias, as células epidermais contém grande quantidade de

glicogénio e muitos granulos peridermais sendo que, com 17 dias, o conteudo de
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glicogénio € depletado e as células da periderme se preenchem com uma massa
fibrosa (PARAKKAL e MATOLTSY, 1968). Os granulos da periderme foram descritos
como se fossem de queratohialina, porém provou-se que estes granulos diferem
morfologicamente dos granulos de queratohialina e que podem ser identificados pela
microscopia eletrénica de transmissdao (PARAKKAL e MATOLTSY, 1968). A
periderme esta presente na pele humana durante o desenvolvimento do embrido,
mas granulos citoplasmaticos similares aos observados nos embrides de galinha nao
sdo encontrados. Entdo, € possivel que estes granulos exercam uma fungéo
especifica na periderme da galinha. A periderme protege a epiderme durante o
desenvolvimento embrionario e torna-se desnecessaria quando o estrato corneo
esta pronto para assumir sua fungdo, desaparecendo a seguir.

Abaixo de toda esta estrutura estd a lamela dermal. No embrido de galinha,
esta lamela consiste de varias camadas de fibras colagenas orientadas
ortogonalmente e fibroblastos, que permeiam as fibras (PARAKKAL e MATOLTSY,
1968).

Na galinha adulta (FERREL, 2002), a pele € composta por duas camadas
anatbmicas principais: a epiderme e derme. O sistema tegumentar tem o arranjo

mostrado no quadro abaixo:

Quadro 1- Divisdo anatdomica do sistema tegumentar da ave (FERREL, 2002)

TECIDO
EPIDERME DERME .
SUBCUTANEO
estrato corneo estrato superficial | estrato superficial
MEMBRANA
estrato germinativo . _ |estrato profundo estrato profundo da
BASAL = JUNCAO
estrato de transicao estrato compacto tela subcutanea
DERMOEPITELIAL
estrato estrato frouxo paniculo adiposo
intermediario lamina elastica fascia profunda
estrato basal

O estrato coérneo é fino e, as vezes, inexistente em algumas espécies de
aves. A reducdo na espessura do estrato também auxilia na diminuicdo do peso

corporal, o que auxilia no voo.
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A epiderme é avascular, sendo sua nutricao feita por simples difusao através
da derme nas areas de pele fina ou, entdo, através de estruturas adaptativas nas
regides mais espessas. Estas estruturas consistem de uma interface entre a derme e
a epiderme para aumentar a area de contato e permitir que mais capilares fiquem
proximos a epiderme. Normalmente, a epiderme é muito fina nas regides cobertas
por penas e espessa nas regides desprovidas de pena como face, bico, pernas e
pés (FERREL, 2002).

A derme € formada por um tecido conjuntivo fibroso, contendo vasos
sanguineos, nervos, tendao, corpusculos sensoriais, musculos lisos que unem os
tratos das penas (musculo apterial) e foliculos da pena ectodermais com varios
musculos lisos (musculos da pena) que se estendem abaixo deles. As fibras
colagenas, na ave, estdo mais nitidamente arranjadas em uma orientagao horizontal,
com poucas fibrilas verticais, o que difere dos mamiferos que apresentam um arranjo
mais irregular. Este arranjo de fibras, nas aves, resulta em uma derme mais fina, que
também pode auxiliar no v6o e na flexibilidade cutanea. Outra estrutura unica na
derme das aves é o desenvolvimento de tenddes das fibras elasticas que conectam
os musculos lisos da derme: os musculos da pena e o musculo apterial. A rica
vascularizagao confere uma coloragdo avermelhada a barbela e outros apéndices da
pele (FERREL, 2002).

O tecido subcutaneo possui duas camadas, uma superficial e outra profunda.
Este tecido consiste de fibras colagenas arranjadas desordenadamente, adipdcitos e
tecido muscular estriado esquelético. O tecido subcutédneo é o principal 6rgéo de
estocagem de gordura, com numerosos adipocitos, principalmente nas aves
aquaticas. Os principais vasos e nervos atravessam a sub-cutis para chegar até as
estruturas cutdneas. O tecido subcutaneo estd ausente da regido terminal do
esqueleto apendicular, com a lamina elastica localizando-se sobre o musculo
esquelético ou periosteo (FERREL, 2002).

A vascularizacado cutanea das aves € bastante difusa e os nervos sensoriais
acompanham os vasos cutadneos. Os nervos sensoriais da derme estdo no plexo
profundo subepidermal e os nervos sensoriais da epiderme penetram a camada
basal da epiderme (FERREL, 2002).
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1.6 GALINHA SEDOSA JAPONESA

A galinha Sedosa Japonesa esta entre as mais velhas das raras ragas de
galinha doméstica. O primeiro registro da Sedosa € encontrado em um livro chinés, o
Wu lei xiang gan zhi, escrito por Su Dongpo (1037-1101, de acordo com
http://www.silkgin.com/09hist/other/sushi.htm, no século XI. Esta raca foi introduzida
no Jap&o a partir da China ou india no inicio do século XVII. As ragas modernas da
galinha Sedosa estdo estabelecidas no Japdo e China apesar de se encontrarem
espalhadas pelo mundo todo. No Japao é conhecida como Sedosa Japonesa, ou
Ukokkei em japonés. Em 1942, foi apontada como um tesouro natural do Japao.

A galinha Sedosa Japonesa possui inumeras caracteristicas exclusivas como
penas nos pés, lobos do ouvido de um tom azul turquesa, crista de um vermelho
bem acentuado, polidactilia, penas macias, além de possuir uma extensa
pigmentacao dérmica e visceral (NOZAKI e MAKITA, 1998; MUROYA et al., 2000).
Além das caracteristicas externas, elas também apresentam caracteristicas de
comportamento bem peculiares: sao tranquilas e domesticaveis, sendo utilizadas até
como animais de estimacdo, além de serem o&timas chocadeiras. WADA e
colaboradores (2004) compararam o DNA mitocondrial da Sedosa com o da Leghorn
Branca e encontraram uma similaridade entre as duas ragas de 99.77%; havia
diferencas somente em 39 nucleotideos de um total de 16.784 pares de bases.

Foi demonstrado, por meio de transplantes heteroespecificos, que a diferenca
de pigmentagao entre a galinha Sedosa e outras linhagens nao estaria relacionada
com caracteristicas intrinsecas das células da crista neural, da qual se derivam as
células pigmentares, mas com fatores presentes no seu meio ambiente (HALLET e
FERRAND, 1984). Contudo, REEDY e colaboradores (1998), utilizando o soro
Smyth line como marcador, demonstraram que em embrides de galinha Sedosa os
melanoblastos sao previamente especificados.

Como dito anteriormente, em galinhas normais, os melanoblastos penetram
na ectoderme (ERICKSON et al., 1992) para se diferenciarem em melandcitos. Na
mutante Sedosa Japonesa eles seguem pela via dorsolateral penetrando na
ectoderme, mas também seguem a via ventral (REEDY et al., 1998; FARACO et al.,
2001) para invadir as visceras e colocar-se no tecido conjuntivo de praticamente

todos os 6rgaos, com excecado do endocardio, pancreas, figado e bago. Assim,
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nestas aves, os melandcitos sdo encontrados na derme, no tecido conjuntivo das
visceras, meninges, mesenteério e peritbneo, no tubo digestivo, paredes vasculares e
algumas glandulas (MAKITA e TSUZUKI, 1986; FARACO et al., 2001).

Provavelmente, o steel factor ndo apresenta na mesoderme da galinha
Sedosa 0 mesmo papel exercido em outras ragas de galinha, pois foi observado, na
Sedosa, que células que expressam o c-kit invadem orgaos derivados da
mesoderme que ndo expressam o gene do Steel factor, seu ligante. Este aspecto
sugere que outro fator possa ser responsavel pela sobrevivéncia e proliferagcado das
células melanociticas na mesoderme desta mutante (LECOIN et al., 1995).

Ao observar que em embrides de Sedosa, se comparados com os de outras
racas, havia uma dispersdo mais rapida de melanoblastos na area dorsolateral,
REEDY e colaboradores (1998) propuseram que o meio ambiente migratério
promoveria a motilidade dessas células, acentuaria sua invasividade e estimularia
sua proliferacdo. Esta hipotese coincide com as observagbes de LECOIN e
colaboradores (1994), que mostraram que o extrato de tecidos da galinha Sedosa é
mais eficaz no estimulo da proliferacdo celular, in vitro, se comparado com o de
outras espécies de galinhas.

O ambiente influencia a diferenciagdo do melandcito, que geralmente
acontece na epiderme. Porém, a derme também tem a capacidade de induzir a
diferenciagdo, mas ndo de sustentar a sobrevivéncia do melandcito apés o 8° dia
(HULLEY et al.,, 1991). Na Sedosa ocorre a diferenciagdo dos melanoblastos nas
penas, derme, tecido conjuntivo de visceras e vasos, periésteo e pericondrio
(MAKITA e TSUZUKI, 1986).

1.7 OBJETIVOS

Com base nos dados ja existentes que apontam para possiveis diferengas
nas caracteristicas celulares, bem como micro-ambientais, o presente trabalho
objetiva caracterizar os melandécitos dermais, do 6° ao 19° dia de desenvolvimento,
do embrido da ave Sedosa Japonesa (SK) de plumagem branca neste local
ectopico, ja que sao células encontradas, normalmente, na epiderme. Para

atingirmos este objetivo geral sera preciso:
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* |dentificar, através da imunocitoquimica, a migracao final dos melanoblastos e sua
invasao na epiderme e derme de embrides da SK.

* Verificar quando e onde os melanoblastos da SK iniciam e completam sua
diferenciagcdo em células maduras (melandcitos).

* Descrever, morfologicamente, os melandcitos presentes na derme dos embrides da
SK.

* Relacionar os melandcitos com componentes da matriz extracelular e células
presentes na derme dos embrides da SK.

* Caracterizar, ultraestruturalmente, os melandcitos dermais em embrides da SK.

* Descrever o processo da melanogénese que ocorre nos melandcitos dermais de
embrides da SK.

* Verificar o destino tomado pelos melanossomas nos melanécitos dermais de

embrides da SK.

Esta tese esta dividida em 4 capitulos, sendo o primeiro uma introducéo e
revisdo de literatura. No segundo capitulo, analisa-se a distribuicdo dos
melanoblastos durante o caminho migratério final e sua localizagao na pele depois
da diferenciacdo em melandcitos. Também sao caracterizados, morfologicamente,
os melandcitos dermais da SK, em varios estagios de desenvolvimento, para tentar
esclarecer dados referentes a fungao fisioldgica que eles poderiam exercer nesta
distribuicdo ectdpica. Este capitulo encontra-se no formato do artigo que foi
submetido para publicagao na revista The Anatomical Record. No capitulo 3, foram
enfocados o processo de melanogénese nos melandcitos dermais do embrido da
SK, com 19 dias de incubacdo, e a analise do padrao de distribuicdo dos
melanossomas. Este trabalho esta em fase final de adequacdo as normas da
editora, a fim de ser submetido para publicagdo na revista Anatomy and
Embriology. O capitulo 4 contém as consideragdes finais deste trabalho e as

perspectivas futuras.
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ABSTRACT

In the hyperpigmented Silky chicken, melanoblasts are neural crest cells that
emigrate from the neural tube, migrate dorsolaterally, close to the ectoderm and
medioventrally, reaching visceral regions of the embryo, as well as populating the
dermis. In this work we have analyzed the morphology and distribution of melanocytic
lineage cells in white SK embryos at later stages of development (6 to 19 days of
incubation), in an attempt to understand the conditions that allow their maintenance
throughout development. We focused in the dorsal skin dermis. Melanoblasts and
immature melanocytes were seen at all analyzed stages, some of them clearly
proliferative, suggesting a possibility of continued renewal of the population. Mature,
fully differentiated melanocytes are elongated cells with many long cytoplasmic
processes, forming a meshwork in superficial dermis, below a layer of collagen and
elastic fibers that seems to prevent melanocytic lineage cells from reaching the
epidermis at these later stages. Melanomacrophages in the dermis engulf
melanosomes exocytosed in the matrix. Mast cells are seen close to melanocytes.
Both occur around blood vessels. Probably another role besides pigmentation might

be exerted by the ectopic, permanent melanocytic population in the dermis of SK.

KEYWORDS: later embryo, morphologic characterization, fibers, cells of

dermis
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1. INTRODUCTION

Melanocytes are cells that produce melanin in special organelles called
melanosomes. In birds, these cells are found only in the feathers epidermis to give
them color. Dorris (1936) was the first to point the origin of melanocytes from the
neural crest. In the trunk of avian embryos, the first wave (272 days of incubation) of
neural crest cells migrate ventrally between the neural tube and the somite, and give
rise to neurons or glial cells of the peripheral nervous system (Le Douarin and Teillet,
1974). After 24 h, with the cessation of ventral migration, occurs the onset of
dorsolateral migration, between the somite and ectoderm. The cells taking this
migratory path invade the dermis and epidermis and differentiate as melanocytes
(pigment cells) of the skin (Erickson et al., 1992; Kitamura et al., 1992).

The Japanese Silky fowl (SK) is a breed of chicken originated from China.
They are short, with a small head and a short neck, lumpy combs, turquoise
earlobes, and their plumage varies in color (white, black, blue, partridge, grey). Albeit
the various feather colors, all Silkies show uncommon characteristics like feathers on
their feet, five toes, and fluffy feathers besides the extensive pigmentation in the
dermis and connective tissue of internal organs (Makita and Mochizuki, 1984; Makita
and Tsuzuki, 1986; Nozaki and Makita, 1998; Muroya et al. 2000; Faraco et al.,
2001). Due to the abnormal pattern of pigmentation, the SK fowl has been an useful
model system to investigate the processes related to pigmentation. We previously
showed that melanoblasts in the SK embryos have the ability to follow both
dorsolateral and ventral pathways, populating more internal regions of the embryo
(Reedy et al., 1998a; Faraco et al., 2001). The early migratory pathways of
melanoblasts have been described in chicken (Weston, 1963; Teillet and Le Douarin,
1970; Bronner-Fraser and Fraser, 1988; Reedy et al., 1998 a,b; Faraco et al., 2001)
but not which is the fate of the melanoblasts in well-developed embryos.

In mammals, melanocytes are usually epidermic and their pigment protect the
nucleus of the keratinocytes against ultraviolet light (UV) damage, but sometimes it is
possible to note their presence in the dermis in normal (reviewed by Quevedo and
Holstein, 1998) or abnormal (Hori et al., 1984; Hidano and Kaneko, 1991; Murakami
et al., 2005) situations.
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In SK, melanocytes are seen in the dermis in great quantity. What is the
meaning of the massive presence of these pigment cells there? The present study
analyzed the morphological aspects and localization of melanocytes in the skin of the
hyperpigmented SK embryos, in an attempt to understand the role of these pigment
cells in the dermis, in comparison with embryos of other chicken breed, White
Leghorn, that show no pigmentation.

Our results show that melanoblasts and immature melanocytes are found in
the dermis until later development of the embryo (19-days) and that some of them
are proliferative. The shape of melanocytes varies from round to elongated with long
and dendritic cytoplasmic processes, according to the localization in the dermis. The
connective tissue of the dermis is rich in collagen and elastic fibers and different
kinds of resident cells (fibroblasts, macrophages, mast cells). In SK the fibers and
melanocytes can be scattered through deep dermis while elongated, dendritic
melanocytes are organized as a meshwork below a thick layer of collagen and elastic
fibers found close to the epidermis. At these later stages, melanocytes seem to be
prevented from reaching the epidermis and the epidermal population gradually
disappears. Melanomacrophages show evidence of active phagocytosis of free
melanosomes or portions of melanocytes cytoplasm, but we could see no signs of
direct interaction between mast cells and melanocytes, besides the spacial

relationship.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Embryos

Eggs of White Japanese Silky (SK) and White Leghorn (WL) chickens (Gallus
gallus) were obtained from the Avian Facilities at Universidade Federal do Parana.
The eggs were incubated at 38°C in a forced-draft incubator and embryos were
staged (stages 29 to 45) according to Hamburger and Hamilton (1951). Stages 29 to

45 correspond to incubation times of 6 to 19 days, respectively.

2.2 Light microscopy

14-19 days embryos were dissected and their dorsal skin was removed, fixed
in 4% paraformaldehyde, washed in phosphate-buffered saline (PBS), dehydrated in
ethanol, and embedded in Paraplast or JB4 historesin. Segments of 6-12 days
embryos at trunk level were also fixed. Five-micrometer sections were stained with
hematoxylin-eosin (HE) for general morphology, 1% toluidine blue (pH 2.8) for the
identification of mast cells, Masson trichome for collagen fibers, and Weigert's
method for elastic fibers (Drury and Wallington, 1980). Alternatively, dorsal skin of 6
to 16-days embryos was removed, fixed in 4% paraformaldehyde, washed in PBS
buffer, distended on histological slides, and dried on a warm plate at 45°C for
posterior staining with HE. The slides were mounted with Permount and analyzed in
an Olympus BX50 Microscope. The images were obtained with the aid of Image Pro

Plus Software.

2.3 Electron microscopy

Small pieces of dorsal skin were fixed in 2% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer and 50mM NaCl, pH 7.4 for 2 h at room
temperature. The sections were post-fixed in 1% OsO., stained en bloc with a
solution of 2% aqueous uranyl acetate, dehydrated in a graded series of ethanol and
embedded in Spurr's resin (Spurr, 1969). After contrasting with aqueous uranyl

acetate followed by Reynold’s lead citrate (Reynolds, 1963) ultrathin sections were
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examined in a JEOL-JEM 1200 EXIlI transmission electron microscope.
Electronmicrographs were obtained with GATAN-MULTISCAN 600W Software.

2.4. Acid Phosphatase Cytochemistry

Some of the specimens were prepared for ultrastructural demonstration of the
enzymatic activity of acid phosphatase. The specimens were fixed with 2%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer, pH 7.4
for 40 min at room temperature. After fixation the samples were washed in 0.1M
sodium cacodylate buffer, pH7.4, containing 7% sucrose, and then embedded in agar
and chopped with a razor blade into 50 um thick sections that were used for
cytochemical incubation. Before incubation the sections were rinsed in cacodylate-
sucrose buffer and washed twice in the incubation buffer (5x10 M acetate buffer pH
5.0 + 5% sucrose). Acid phosphatase (AcPase) was demonstrated by incubation with
sodium-B-glicerophosphate (Gomori, 1952) using cerium chloride as acceptor. After
this, the sections were rinsed in the incubation buffer, and then in cacodylate-sucrose
buffer, post-fixed in 1% OsOQy4, in cacodylate buffer, dehydrated and embedded in
Spurr’s resin. Control consisted of incubation in which the substrate was omitted.

2.5 Detection of melanoblasts and melanocytes in maturation

Cryosections were labeled with Smyth-line serum to detect the distribution of
melanoblasts (Reedy et al., 1998a) and melanocytes in maturation. After fixation in
4% paraformaldehyde, segments of 6-12 days embryos at trunk level or pieces of 14-
19-days skin were soaked in 5% and 15% sucrose, infiltrated in 7.5% gelatin/15%
sucrose and snap-frozen in liquid nitrogen. Ten-micrometer sections were incubated
with Smyth-line serum diluted 1:400 in PBS/1% BSA (Sigma), overnight at 4°C. The
secondary antibody was FITC-goat anti-chicken (Chemicon) diluted 1:200. Slides
were coverslipped with Gelmount (Biomedia) and analyzed using a Zeiss Axiophot

microscope equipped with epifluorescence.
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3. RESULTS

Our results are focused on the dorsal skin that is developing just over the

neural tube and future vertebra.

3.1 Melanoblasts final migratory pathway

We first documented the distribution of SK and WL melanoblasts during the
final migratory pathway of these cells because other studies just described the early
migratory paths (Reedy et al., 1998 a, b; Faraco et al., 2001). We used the serum
from Smyth line (SI) chickens to specifically identify melanoblasts (Reedy et al.,
1998a) and melanocytes in maturation. These results are summarized in table 1 and
described below.

SK melanoblasts are still located immediately dorsal to neural tube in 6-days
embryos (Fig. 1A). They are found in the ectoderm or epidermis (Fig. 1B), scattered
in the mesoderm (Fig. 1A insert) or dermis, and in the dorsolateral and ventral paths
in 6-10 days embryos. The Sl labeling is present in round and elongated
melanoblasts, as much in the cell body as in cytoplasmic processes (Fig. 1A insert).
Each cell was analyzed at various focal points to get an image of its real shape. By
12-13 days, there are many melanoblasts in SK dermis and epidermis and the
dermal elongated melanoblasts are always lying a good distance from the epidermis
(Fig. 1C), and seem to contact each other through their cytoplasmic processes.
Pigment cells in maturation (Sl-positive plus mature melanin granules) are seen
scattered in the dermis and near the blood vessels (Fig. 1D) until 19 days. At 19
days, SK melanoblasts disappear from the epidermis, that now has a thicker stratum
corneum, but some are still found in the dermis (data not shown). In WL 6-days
embryos, melanoblasts are located in the ectoderm, mesoderm and they follow the
dorsolateral pathway. The distribution of WL melanoblasts differs from SK as in the
dermis their number is progressively reduced (Fig. 1E) until they disappear (Fig. 1F)
in the 10-days embryo. At 14-day no WL epidermal nor dermal melanoblasts are
seen (Fig. 1G).
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Table 1- Distribution of melanoblast in 6-19 days SK and WL embryos.

6-days |10-days | 12/13-d | 14-days | 19-days
embryo | embryo | embryo | embryo | embryo
SK|WL|SK|WL|SK |WL|SK |WL | SK |[WL

Melanoblasts located immediately

dorsal to neural tube X

Melanoblasts in the ectoderm or X[ X | X | X[ X ]| X | X

epidermis

Melanoblasts in the mesodermor | X | X | X X X X

dermis

Melanoblasts in the dorsolateral X | X | X

path

Melanoblasts in the ventral path X X

Melanocytes in maturation X X

(Sl-positive plus mature melanin

granules)

3.2 Distribution and characterization of dermal melanocytes

After identifying melanoblasts in the dermis and epidermis of embryos, we
next wanted to know when or where they start the differentiation process, and which
morphologic aspects the melanocytes show.

In SK embryos, during dissection, few melanocytes are seen at 7-days of
incubation and at 10-days we can clearly see melanocytes in the feather bud where
they are more concentrated, while only scattered cells are seen in the interfollicular
skin. From day 14, the embryo has already a strikingly black skin while the feathers
are white (Fig. 2A-B) in the strain we are describing. Sometimes it is possible to note
a light brown coloration of the feathers (Fig. 2C) that disappears with the time. White
Leghorn fowl does not present any coloration in the skin or feathers (Fig. 2A).

The distribution of mature pigment cells and their characterization was further
examined by microscopic analysis. We showed, with the distension method, that it is
possible to observe at 6-days, in SK dorsal dermis, few round and elongated (Fig.
3A) melanocytes containing melanosomes that are faintly melanized. There is a
gradual increase of number of dermal melanocytes (Fig. 3A-E) and they acquire
more melanized granules that delineate their dendritic processes (Fig. 3B). From 12-
19 days, as well as round melanocytes (Fig. 3C and F), the embryos have elongated

melanocytes contacting each other (Fig. 3H) that form a diffuse mesh in the dermis
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(Fig. 3D and E) and around blood vessels (Fig. 3D and G). The distribution of
melanocytes as a mesh was never seen with other methods, such as sections
examined by light or transmission electron microscopy. In sectioned samples, we
note that the round cells are actually in the deeper layers of the dermis, while the
ones closer to the epidermis are elongated and in contact to each other (Fig. 4A).
There are some free melanocytes scattered throughout the dermis. Fully
differentiated pigment cells were never seen in the interfollicular epidermis (Fig. 4A
and B). Some of maturing cells are proliferative cells even at later stages, as

evidenced by the occurrence of mitosis (Fig. 4C and D).

3.3 Relationship between melanocytes and fibers

Elastic and collagen fibers are important components of the skin. Could these
fibers play a role in the arrangement and localization of the dermal melanocytes?
Elastic fibers are produced during early embryogenesis and exhibit a distribution
pattern that is similar to that of collagen fibers. By 7-days, thin, short and irregular
collagen and elastic fibers (Fig. 5A) are seen spread in both SK and WL embryos.
Melanoblasts don’t show any relationship with the thin fibers. A gradual deposition of
fibers occurs with the development of the embryo (Fig. 5B-D). Older embryos show
an increased quantity of collagen and elastic (Fig. 5C and D) fibers that are long,
undulated and distributed predominantly parallel to the long axis of the epidermis in
the superficial dermis. Few melanoblasts or melanocytes are found between this
compact layer of fibers, the majority of them forming a meshwork immediately bellow
the fibers (Fig. 5D). Even at ultrastructural level there is no evidence of close contact
between the cells and the fibers. The pattern of distribution of both fibers is the same

in WL, where there are no dermal melanocytes (Fig. 5A and C).

3.4 Melanocytes and other cells of the dermis

When compared with the dermis of WL, the hyperpigmented skin of SK
showed no significant differences in the histologic features, except by the presence
of melanocytes and macrophages (or mast cells) in close proximity. Is there a

relationship between these cells in the dermis of SK embryos?
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Melanocytes produce melanin pigments and transfer them to keratinocytes in
the epidermis to produce feather color in bird skin (Smyth, 1990). In this study, we
observed in the dermis of older embryos the close proximity of macrophage to intact
melanocytes (Fig. 6B). Macrophages may be recognized by their big size, large
cytoplasmic vacuoles, engulfed material presence, and acid phosphatase (AcPase)
positive staining. Exocytosis of melanosomes by melanocytes occurs (Fig. 6A) and
some diffuse melanin granules are found lying free in the connective tissue matrix
(Fig. 6C). However, there is no evidence of direct transfer of melanosomes to other
cells. Macrophages probably engulf free melanin granules seen in multivesicular
bodies (Fig. 6E). We found also evidence of capture of debris of melanocyte’s
cytoplasm (Fig. 6F) by macrophages. AcPase-positive vacuoles with or without
melanosomes were seen in some macrophages (Fig. 6G). When these cells contain
vacuoles with melanin pigment they can be designated melano-macrophages or
melanophages.

In the dermis of SK embryos, at later stages, mast cells with granules stained
deep purple are seen close to melanocytes whose melanin granules are
characteristically black. No cells containing both metachromatic and melanin
granules are observed in the dermis of SK. Sometimes isolated round mast cells are
seen throughout the dermis but usually they are very close to melanocytes as
showed by transmission electron microscopy (Fig. 7A). Both of them are seen as
elongated cells with the long axis paralleling the blood vessel wall (Fig. 7B-C). We
never saw degranulated mast cells in the dermis or signs of release of substances by
them. WL embryos mast cells had no evident relationship with other cells.

Figure 8 is a schematic representing the distribution of melanocytic lineage

cells and components of the dermis, summarizing the results described above.
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FIGURES
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Fig.

1.

6 days 10 days 14 days

WL

Distribution of Silky (SK) and White Leghorn (WL) Sl-positive cells
(melanoblasts) at different stages of development. A-D: SK embryos; E-G:
WL embryos; arrowheads: elongated melanoblasts; arrow: round
melanoblast; ep: epidermis; ec: ectoderm; m: mesoderm; d: dermis; bv:
blood vessel; nt: neural tube; open arrow: mature granule. A-C, F-G, insert

A: 400x; D-E, insert D: 630x.



Fig. 2. (A) 16-days Silky and Leghorn embryos. (B) Piece of 19-days SK dorsal skin

with characteristic black color and white feathers. (C) Feather of 16-days SK

embryo. Note the lack of pigmentation close to the feather base and the light
brown pigmentation at the apex. SK: Silky embryo; WL: White Leghorn

embryo; a: feather apex; b: feather base.



30

Fig. 3. Dermis of Silky embryos prepared by distension method. (A-E) Observe the
increase of melanocytes number during the various stages of development.
Inserts in (C): detail of round (1) and elongated (2) melanocytes. (F) 16 days:
round melanocyte is seen among elongated and dendritic melanocytes. (G) 19
days: melanocytes are seen around blood vessel. (H) 14 days: melanocytes
with long cytoplasmic processes contacting each other. Arrows: round
melanocytes; arrowheads: elongated and dendritic melanocytes; bv: blood
vessels. HE staining. A-B, inserts C 1-2, F,H: 630x; C: 100x; D,G: 200x; E:
400x.
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16 days 16 days

Fig. 4. HE stained sections of skin of Silky embryo. (A) Round melanocytes are seen
in the deeper dermis. (A-B) Pigment cells just below the fibers region are
elongated, protruding thin cytoplasmic processes. (C-D) Mitosis of
melanocytes in maturation with few melanin granules. Arrows: round
melanocytes; arrowheads: elongated melanocytes; open arrows: melanin
granules; ep: epidermis; d: dermis; *: fibers region; fb: feather bud; n: nucleus.
A: 400x; B: 100x; C-D: 1000x.
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Fig. 5. Relationship between melanocytes and fibers. (A-D) Observe the increased
deposition of fibers in superficial dermis during the development of embryos,
from thin, short and irregular fibers (A-B) to long, undulated and distributed
parallel to the long axis of the epidermis fibers (C-D). (D) Elongated
melanocytes are forming a meshwork immediately below the fibers region in
Silky embryos. White Leghorn has no pigmentation in the dermis nor
epidermis. SK: Silky skin; WL: Leghorn skin; *: deposition of fibers; arrows:
thin, short and irregular fibers; open arrows: long and undulated fibers;
arrowheads: elongated melanocytes; ec: ectoderm; m: mesoderm; ep:
epidermis; d: dermis. (A, C-D) Weigert’s method for elastic fibers; (B) Masson
trichome for collagen fibers. A,C-D: 1000x; B: 400x.

SK
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Fig. 6. Dermal skin of Silky embryos. (A) Exocytosis of melanosome. (B) Melanocyte
is seen in close proximity to macrophage. (C) Melanosomes lying free in the
connective tissue matrix. (D, F) Macrophage is enclosing a piece of
melanocyte. (E) Macrophage containing melanin granules. (G) Macrophage
with phagocytic vacuole containing debris of melanocyte. M: melanocyte; Ma:
macrophage; me: melanosome; arrow: exocytosis of melanosome; arrowhead:
melanosomes free; open arrows: macrophage containing melanin granules;
open arrowheads: electron opaque products of acid phosphatase reaction.
A,F,G: transmission electron microscopy. B-E: light microscopy; HE staining;

200x. A,G: 14-days embryos; B-F: 12-days embryos. Scale bars: 1um.
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Fig. 7. Dermal skin of 18-days Silky embryos. (A) Electronmicrograph of a mast cell
close to a melanocyte. (B) Toluidine blue stained section showing mast cells
with metachromatic granules and melanocyte whose melanin granules are
characteristically black, both cell types, close to a blood vessel (bv). (C)
Electronmicrograph showing mast cell and melanocyte close to a blood
vessel. Mc: mast cell; M: melanocyte; me: melanosomes; Er: erythrocyte; Ec,
endothelial cell; g: mast cell granules. B: light microscopy; 1000x. Scale bars:
A: 10pum; C: 5um



6 days
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Fig. 8. Schematics summarizing the described results. A-C) Skin of Silky embryos.
M: melanocyte; Ma: macrophage; Mc: mast cell; Ec: ectoderm; m: mesoderm;

Ep: epidermis; d: dermis; ef: elastic fibers; cf: collagen fibers; blood vessel (bv).
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4. DISCUSSION

4.1 Dermal melanocytes

In mammals, melanocytes are in the interfollicular epidermis and synthesize
melanin in melanosomes that are translocated from perinuclear cytoplasm, along the
dendrites to the peripheral tips and then are transferred to surrounding keratinocytes.
Once into keratinocytes, melanosomes are translocated to the apical pole of these
cells and absorb ultraviolet light (UV) protecting the nucleus from mutagenic damage
(Boissy, 2003).

In birds, the epidermal melanocytes are found only in feathers and give them
color. But, in some cases, the presence of melanocytes occurs in the dermis as
reviewed by Quevedo and Holstein (1998). It is the case of dermal melanophores of
lower vertebrates, of dermal melanocytes found throughout the skin during embryonic
development and that stay in the glabrous skin of the wild-type mice adult. In the
rhesus monkey, almost the whole body skin, but not the hair, is pigmented in a
spotted manner. Their epidermal melanocytes are nonmelanotic and patches of
dermal melanocytes are scattered throughout the skin. These dermal melanocytes
are spindle-shaped, with no particular orientation in the reticular layer (Yun and
Montagna, 1966). Dermal melanocytosis includes a variety of pigmented lesions that
usually appear at birth or in early childhood and is observed in conditions like naevus
of Ota, naevus of Ito and Mongolian spot. Several types of acquired dermal
melanocytosis (ADM) can appear in adult life (Hori et al., 1984; Hidano and Kaneko,
1991; Murakami et al., 2005). Histologically, dermal melanocytosis shows
melanocytes of various shapes, from dendritic melanocytes scattered in the dermis
(Bevona et al., 2003) to aggregations of round to oval melanocytes (Rose et al.,
2003). In SK fowl, the presence of melanocytes in the dermis and connective tissues
throughout the body was described (Makita and Mochizuki, 1984; Makita and
Tsuzuki, 1986; Nozaki and Makita, 1998; Muroya et al. 2000; Faraco et al., 2001).
The present study documented the distribution and characterization of melanocytes
in White Japanese Silky embryos, compared with White Leghorn, one unpigmented

chicken, looking for a role for these cells in the dermis.



37

4.2 Terminal migration of melanoblasts

Various studies have shown the early migratory pathways of melanoblasts in
birds (Weston, 1963; Teillet and Le Douarin, 1970; Bronner-Fraser and Fraser, 1988;
Reedy et al., 1998a,b; Faraco et al., 2001) but no one referred to the occurrence of
these cells in well-developed embryos. We previously (Reedy et al., 1998b; Faraco et
al., 2001) showed that, in the SK embryo, melanoblast emigrate from the neural tube
at stage 18 and by stage 20 start following the dorsolateral as well as the ventral
pathways, reaching more ventral regions around the dorsal aorta, the mesonephric
kidney and the dorsal mesentery, not occupied by this lineage in WL embryos.

In birds, the localization of melanoblasts was reported by other authors to
vary: they can be located in the dermis and migrate into the epidermis between 3 and
4 days (Hulley et al., 1991), lie beneath the epidermis in 4- to 4’%-day chick embryos
(Bronner-Fraser and Fraser, 1988), or they move dorsolaterally in the dermal
mesenchyme increasing in the epidermis from 5-day onward (Teillet and Le Douarin,
1970). We saw melanoblasts, recognized by Sl labeling, already in the ectoderm as
early as at 3%z days of development (data not shown). The present results show that
some SK round and elongated melanoblasts are still located immediately dorsal to
neural tube in 6-days embryos, as well as scattered in the mesoderm, in the
ectoderm, and still in the dorsolateral and ventral paths. WL melanoblasts are found
scattered in the mesoderm, in the ectoderm, and in the dorsolateral path. At 12-13
days, there is an increased number of melanoblasts in SK dermis and epidermis. At
19 days, SK melanoblasts disappear from the epidermis but some are still found in
the dermis. This also suggests that the invasion of the epidermis by melanoblasts is
no longer occuring, and that the epidermal population gradually disappears. In WL
the number of melanoblasts in the dermis is progressively reduced until they
disappear in the 10-days embryo; the epidermal melanoblasts are seen until 13-day.
Why do SK melanoblasts survive in the dermis while epidermis is unable to provide
appropriate conditions to melanoblasts survival? Previous works suggested that the
mesodermal distribution of melanoblasts in SK occurs because there are
environmental factors that direct the homing of these cells to abnormal sites (Hallet
and Ferrand, 1984; Reedy et al., 1998a; Faraco et al., 2001; Freitas et al., 2003,

Freitas et al., 2006) and that support their proliferation and differentiation (Lecoin et



38

al., 1995). Until now there is no direct evidence of a factor controlling the survival of

melanocytic lineage cells in SK.

4.3 Melanocyte differentiation in the dermis is a continuous process in SK embryos

Melanin deposition evidences melanocyte differentiation. Usually, in chick,
melanocyte differentiation occurs in the epidermis (Dorris, 1939; Hopkins-Fox, 1949;
Le Douarin, 1982) or sometimes first in the dermis and then in the epidermis (Hulley
et al.,, 1991). In SK embryos, some pigment cells in maturation, i.e. Sl-positive plus
mature granules, are seen scattered in the dermis and near the blood vessels until
19-days of incubation. It means that these melanocytes are still undergoing the
melanogenic process because the primary target of the autoantibodies in Sl serum is
the enzyme TRP-1 (Austin and Boissy, 1995) that has a role in melanin production
(Hearing and Tsukamoto, 1991). It is interesting to note that the Sl labeling is present
not only in the pigment cells body but in their cytoplasmic processes too, suggesting
that immature melanosomes are localized in both regions of the cells. In epidermal
melanocytes, melanogenesis is reported to occur only in the cell body (Orlow, 1998).
In adult rhesus monkey, Yun and Montagna (1966) suggested that the dermal
melanocytes might represent static cells. Inactive immature melanocytes with few
mature melanosomes are found in healthy human dermis near pigmentation lesions
(Hori et al., 1984; Mizushima et al., 1998). The presence of immature melanocytes in
the dermis of SK embryos might indicate that there is a population of cells that can
maintain the lineage throughout development.

In a previous study we described, at earlier stages (3 to 5)-days),
proliferation of melanoblasts in the SK embryo that was not found in Lightbrown
Leghorn nor in WL (Faraco et al., 2001). In this work, we found proliferative immature
melanocytes, recognized by mitotic nuclei in cells containing some melanin granules,
in well-developed embryos, as at 16-19 days of incubation. Although we tried in
different ways, we did not succeed the simultaneous labeling with SI and BrdU
(bromodeoxiuridine) never worked. That is the reason why we rely on light
microscopy mitosis images to access proliferation. We suggest that the melanocytic
lineage is maintained in SK embryos by sustained proliferation of melanoblasts or

immature melanocytes. Our hypothesis is supported by results from Lecoin and
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coworkers (1994) who showed that embryo extract from day-9 SK embryos enhances
proliferation of quail neural crest cells in culture, suggesting that SK environment
might contain proliferative factors not present in other strains. But these mitogenic
factors are yet unknown.

When mature melanocytes appear later in the dermis they are considered as
ectopic and transitory (Le Douarin, 1982) but the SK dermal melanocytes ectopically
distributed in the dermis are permanent. Hulley and coworkers (1991) showed that
melanocyte differentiation occurs first in dermis than epidermis and that pyknotic
dermal melanocytes were seen from 8-day onward, in the New Hampshire Red/Black
Australorp crossbreed. This situation does not happen in SK in which pigment cell
differentiation occurs in the dermis, as fully differentiated pigment cells were never
seen in the interfollicular epidermis, and the dermal population survives until
adulthood. Melanoblasts seem to differentiate transiently in the feather bud of the
White SK, but at hatching all epidermal pigment has disappeared (our own
observations).

The first appearance of fully differentiated SK melanocytes described
previously was in the vicinity of the sinus of uncalcified cranial bone at 6% to 8 days
and these cells had small number of granules and only few cytoplasmic processes
(Makita and Tsuzuki, 1986). We observe few pigment cells containing melanin
granules that are faintly melanized in the 6-days dermis and at 7-days they acquire
more melanized granules. Hulley and coworkers (1991) showed that the New
Hampshire Red/Black Australorp crossbreed exhibits the first dermal melanocytes at
5-days of incubation, 27 to 4 days earlier than is found for other birds (Dorris, 1939;
Weston, 1963; Le Douarin, 1982). Between 8-10-days of incubation, Makita and
Tsuzuki (1986) localized SK pigment cells which were rounded or with a few
cytoplasmic processes in almost the whole area of the connective tissue covering
uncalcified cranial bone. At the same stage, but in other regions of the embryo, they
found pigment cells that had many granules and long cytoplasmic processes. At 10-
days of incubation we can clearly see, at naked eye, SK pigmentation in the feather
bud where they are more concentrated, while only scattered cells are seen in the
interfollicular skin, as also reported by Eastlick and Wortham (1946). From 14-days,
the embryo displays the characteristic aspect of White Japanese Silky chicken: black

skin with white feathers. It is possible to note, sometimes, a light brown coloration of
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the feathers that disappears with the time, probably due to degeneration or death of
the melanocytes in a process that can be similar to the described in WL in which
occurs a genetically determined programmed cell death that causes melanocytes to
degenerate before the melanin can be deposited in the feathers (Jimbow et al.,
1974).

Melanocytes varied in shape at various stages of development. Reams (1956)
demonstrated that for a pigment cell to become a dendritic melanocyte it is required
to pass through the brief intermediate stage of a spherical melanoblast that is
capable of division. Melanocytes are considered mature cells when they branch and
the cessation of cell division occurs, prior to the onset of melanogenesis (Reams,
1956). We saw in SK embryos, melanocytes with few mature granules in mitosis. In
SK dermis we found round and elongated pigment cells at all studied stages of
development. Round melanocytes are seen among elongated and dendritic
melanocytes in distended samples, as a result of the method, that brings together
different layers of the dermis. Thus, attention must be paid to the method used when
describing localization and arrangement of the cells. In sectioned samples, we note
that round cells are actually in the deeper layers of the dermis, while the ones closer
to the epidermis are elongated. The mitotic cells we saw were round, but contained
some mature melanin granules, a sign that melanogenesis was already occuring.
The presence of these cells in deeper layers of the dermis might suggest that special
microenvironmental regions could be responsible for the maintenance of the
proliferative potential of the lineage and that differentiating cells would move to
occupy the region below the fibers. In this region the mature cells assume an
arrangement in which they seem to establish close contact to each other. From 12
through 19-days of incubation we found elongated melanocytes that form a diffuse
mesh in the dermis and around blood vessels. The same localization of melanocytes
in the vicinity of blood vessels was also described in many SK embryonic organs
(Makita and Tsuzuki, 1986), in adult SK (Makita and Mochizuki, 1984; Muroya et al.,
2000; Faraco et al., 2001; Nishimura et al., 2006), and in adult rhesus monkey (Yun
and Montagna, 1966). Branched melanocytes are found around blood vessels and
dense capillary beds within the coelomic lining of the Black Langshan fowl too
(Reams et al., 1959). The capacity of melanoblasts and melanocytes to cross blood

vessels walls and basement membrane was suggested when they were injected into
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the bloodstream and got to the epidermis (Weiss and Andres, 1952). In spite of the
various techniques used in this work, we never saw melanoblasts or melanocytes
inside blood vessels.

Other interesting topics are the localization and the presence of melanocytes
in superficial dermis. As the elastic and collagen fibers are being deposited close to
the epidermis, the pigment cells seem to be segregated from this region, and usually
are found just below the fibers, where they appear to contact each other through their
cytoplasmic processes. The presence of the fibers and cells (fibroblasts) might be
responsible for preventing the melanoblasts and melanocytes from invading the
epidermis at these late stages. Rarely, melanocyitc lineage cells can be seen in the
fibers layer, and usually no one is seen just below the epidermis. In figures 1B and
5D it is quite evident the distance between melanoblasts and melanocytes,
respectively, in the dermis and the overlying epidermis already populated by SI
positive cells. An extracellular sheath, maybe of collagen-fiber origin (Hori et al.,
1982), is described around dermal melanocytes in Mongolian spot (Okawa et al.,
1979), in the nevus of Ota (Hori et al.,, 1982) and Ito (Okawa et al., 1979). It was
suggested that the extracellular sheath could give stability to melanocytes in the
dermis (Hori et al., 1982) and to be essential for dermal melanocytes survival (Okawa
et al., 1979). The relationship between elastic fibers and dermal melanocytes was
found in dermal melanocytosis and cynomolgus macaques (Ono et al., 1985). We
never saw an extracellular sheath involving SK dermal melanocytes nor relationship
between fibers and these cells. Some round and elongated melanocytes are
scattered throughout the dermis but they usually have the appearance of elongated
melanocytes with long and ramified cytoplasmic processes that form a diffuse mesh
bellow the collagen and elastic fibers in superficial dermis. Epidermal melanocytes
dendrites are important to supply a way for melanosome trafficking and transfer to
keratinocytes (Jimbow and Sugiyama, 1998). Why do SK dermal melanocytes have
this complex branching network of dendrites contacting each other, when no
evidence of direct transference between cells could be found? This is intriguing
specially when we could easily extract, during processing, the meshwork of
melanocytes, as an assemble of threads, free of the surrounding tissues (data not

shown). This suggests a close interaction between dermal melanocytes, and points
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to the need of investigating the presence of adhesion structures and/or molecules in

these cells, that might be involved with special roles the cells can have.

4.4 Relationship between melanocytes and other cells of the dermis

We observed, in older SK embryos (16-19days), the close proximity of
macrophages and mast cells to melanocytes. Usually, melanosomes are packed in
the cytoplasm of melanocytes but it is necessary their transfer from melanocytes to
keratinocytes to produce skin or feather pigmentation. Some diffuse melanin
pigments were observed in the SK perimysium (Nishimura et al., 2006) but the
authors did not know whether they were eliminated by exocytosis from melanocytes
or were degraded melanocytes. We note the exocytosis of melanosomes and that the
melanin granules lying free in the connective tissue matrix were engulfed by
macrophages as well as debris of melanocyte’s cytoplasm. Macrophages showed
positive reaction to AcPase that is a widely accepted lysosomal marker (Novikoff,
1963). Dermal macrophages laden with melanin can be defined as melanophages
(McGovern et al., 1973). These cells are present in biopsies of normal human skin
but an increase is observed in facial skin of patients with melasma (Grimes et al,
2005), and in dermis of persons with nevus of Hori in smaller numbers than
melanocytes (Murakami et al., 2005). In SK embryos, probably melanophages are
performing just the physiological function of removing free granules and debris of
apoptotic melanocytes. Apoptosis might as well represent a normal, controlled
process in the removal of damaged cells. The function or reason for the release of
melanin granules by melanocytes still needs to be investigated.

Some evidences suggest the interaction between mast cells and some
resident cells of connective tissue, like fibroblasts (Atkins et al., 1985; Abe et al.,
1998), and dermal dendrocytes (Sueki et al., 1993; Monteiro et al., 2000) but little is
know about the relationship between mast cells and melanocytes. The proximity of
both cells was seen in the skin of mice of several different genotypes (Quevedo JR et
al., 1968), in human pathological cases as atopic dermatitis (AD)-associated acquired
symmetrical dermal melanocytosis (ASDM) lesions (Murakami et al., 2005) or blue
nevi, intradermal nevi, urticaria pigmentosa among others (Okun, 1965).

Occasionally we found melanocytes close to mast cells in the dermis of SK embryos
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at latter stages, while in WL embryos mast cells had no relationship with other cells.
No cells containing both metachromatic and melanin granules are observed in the
dermis of SK, so it is unlikely that transference of granules between them might
occur. Mast cells and their factors increase fibroblast proliferation and collagen
synthesis (Abe et al., 1998; Riekki et al., 2004) and contribute to biosynthetic
changes in dermal dendrocytes (Monteiro et al., 2000). Two products secreted by
mast cells (stem cell factor and histamine) stimulate melanocyte growth,
differentiation and melanin synthesis (Okura et al., 1995; Ito et al., 1999; Yoshida et
al., 2002). It was suggested that the effects of these factors also acted in a systemic
manner because in patients with atopic dermatitis the serum levels of both molecules
are elevated and correlate with the disease severity (Kanbe et al., 2001; Imatzumi et
al., 2003). Further studies are required to disclose the direct interaction between
mast cells and melanocytes because we never saw degranulated mast cell near
melanocytes. So, the role of the interaction between dermal mast cells and

melanocytes remains an interesting subject to be elucidated.

4.5 Possible functions of dermal melanocytes

The melanin pigment has various roles, like camouflage and adornment
(melanophoros), acts as a thermoregulation system, or can contribute to
detoxification and to prevent UV damage by binding iron and other metals in the skin
(Césarini, 1996). Epidermal melanocytes could be involved in the neutralization of
toxic oxygens generated during inflammatory processes, using those molecules in
melanin production (Nordlund et al., 1989) and even acting as phagocytes against
microorganisms (Le Poole et al.,, 1993). Mammalian melanocytes have other roles
not linked to melanin, because they are important modulators of inflammation and
synthesize some growth factors and cytokines (Nordlund, 1992). After all, which can
be the role of dermal melanocytes in Silky chicken? The SK fowl is a very special
breed, admired throughout the world for the silky appearance of its feathers and
being even used as a pet for its calm behavior. They are very resistant animals and
have very uncommon characteristics. Many works described the SK (Nozaki and
Makita, 1998; Muroya et al., 2000) and their eggs (Koketsu and Toyosaki, 2004;
Toyosaki and Koketsu, 2004) pointing to their value as healthy food and to their
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medicinal properties. Besides being good eggs producers, SK chickens are very
resistant birds, usually healthy, seldom attacked by common bird diseases (our own
observations). Is it possible that the melanin content of their tissues would give them
some kind of protection? It was suggested that melanin in melanocytes and
keratinocytes function as part of the innate immune system (Mackintosh, 2001).
Ishikawa and coworkers (2000) showed that pigmented rabbits were more resistant
to the effects of the botulinum toxin when compared to albino rabbits because this
toxin bound to melanin. The role of UV damage protection exerted by epidermal
melanocytes is not likely to be performed by the dermal melanocytes in SK, as they
are in deeper layers and the skin is covered by the feathers. Unknown physiological
functions of the melanocytes might be related with the presence of the huge
melanocytic population in the dermis and internal organs in the SK, and analysis of
all the microenvironmental situations as well as of the secreted factors involved and

the relationship with other cells types will be the focus of our future investigations.
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RESUMO

A galinha Sedosa Japonesa (SK) possui uma hiperpigmentacdo na derme e no
tecido conjuntivo de varios orgaos internos. Neste trabalho foram caracterizados,
ultraestruturalmente, os granulos de melanina em desenvolvimento nos melanécitos
dermais da pele dorsal da SK para melhor compreender o processo da
melanogénese nestas células permanentemente ectdpicas. Nestes melandcitos, os
melanossomas passam pelos mesmos estagios de amadurecimento encontrados
nos melandcitos epidermais, isto €, do estagio | ao IV. Este evento acontece tanto no
corpo celular quanto nos prolongamentos citoplasmaticos. No estagio Ill observa-se
deposigao de melanina em um conjunto principal e em estruturas arredondadas, que
parecem coalescer para compor o granulo maduro. As etapas do processo de
melanogénese nos melandécitos dermais de SK sao similares aos melandcitos
epidermais. O destino final dos melanossomas maduros € desconhecido, porém
observa-se que granulos exocitados no meio extracelular s&o fagocitados por
macrofagos dermais. Apesar da proximidade dos melandcitos com outras células
presentes na derme, nao foi evidenciada a transferéncia de melanossomas entre

eles.

PALAVRAS-CHAVE: melanossoma, melanina, ultraestrutura.
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1. INTRODUCAO

Os melandcitos sao células pigmentares cujos precursores, os melanoblastos,
derivados da crista neural, se desprendem da porgdo dorsal do tubo neural (Le
Douarin, 1982) e migram através do mesénquima do embrido em desenvolvimento
até atingir seus sitios especificos, onde se diferenciam em células produtoras de
melanina.

Os melanossomas sao vesiculas intracelulares especializadas na sintese de
melanina, um pigmento complexo que esta envolvido na fotoprotegao da pele, uma
vez que absorve e dispersa a luz, além de reduzir os tipos reativos de oxigénio. Eles
podem ser elipticos ou esféricos, dependendo do tipo de melanina presente em seu
interior, eumelanina e feomelanina, respectivamente (Slominski et al., 2003). A
biogénese dos melanossomas tem sido estudada por meio de varias técnicas como
microscopia eletrdnica, histoquimica, bioquimica e imunocitoquimica. Com o uso
destas técnicas foi proposta uma relagdo de eventos para explicar a melanogénese:
a) as proteinas estruturais e enzimaticas dos melanossomas sao sintetizadas de
acordo com um programa genético; b) estas proteinas sdo processadas pelo reticulo
endoplasmatico (RE) e Complexo de Golgi (CG) e se acumulam em vesiculas
esféricas provenientes do RE liso (REL), os melanossomas no estagio I, que
corresponde ao inicio da organizacdo da matriz; ¢) materiais proteinaceos, lamelas
incompletas e pequenas estruturas vesiculares aparecem dentro da vesicula no
estagio |, que com o desenvolvimento se torna eliptica e com uma matriz ja
organizada, porém sem a formacgédo de melanina (estagio Il). No estagio Ill ocorre a
deposigcdo de melanina eletrondensa nas lamelas organizadas e finalmente no
estagio IV os melanossomas estéo totalmente escuros e preenchidos com melanina
(Slominski et al., 2003).

Foi sugerido que a biogénese dos melanossomas seguia 0 mesmo caminho
dos lisossomas (Novikoff et al., 1968), pois as duas organelas possuem varias
caracteristicas em comum (Orlow, 1995; Del’Angelica et al., 2000), como a
formagdo de compartimentos acidos e a presenca da proteina de membrana
associada ao lisossoma (LAMP). Porém, Raposo e colaboradores (2001) sugeriram
que os melanossomas sio diferentes dos lisossomas pois a atividade da fosfatase

acida foi detectada somente em células alteradas (Seiji e Kikuchi, 1969), estando
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ausente nos melandécitos da pele normal (Boissy et al.,, 1987). Além disto, as
proteinas da familia tirosinase sao expressas somente nos melanossomas e estes
possuem caracteristicas morfoldgicas unicas, bem diferentes dos lisossomas.

Normalmente, os melandcitos sdo encontrados na camada basal da epiderme
e nos foliculos pilosos da pele e transferem seus granulos de melanina para os
queratinécitos vizinhos, exercendo, assim, sua principal fungao biolégica. O
movimento dos melanossomas dentro do melandcito € mediado em parte pela
miosina Va e pelo rab27a (Wu et al., 2001). Pouco se sabe sobre a transferéncia dos
melanossomas para os queratindcitos e varios modelos sao propostos.

Diferente dos melanécitos epidermais, os localizados em sitios extracutaneos
mantém seus granulos no citoplasma (Boissy, 1998), o mesmo ocorrendo em
situagdes patoldégicas como as melanocitoses dermais. As galinhas da raga Sedosa
Japonesa (SK) sao mutantes que apresentam, diferentemente de outras linhagens,
uma extensa pigmentacao dérmica e visceral (Makita and Mochizuki, 1984; Makita
and Tsuzuki, 1986; Faraco et al., 2001).

Em trabalho anterior (Ortolani-Machado et al., manuscrito em preparagéo,
2006) caracterizamos os melanécitos dermais da pele de embrides da SK, em
diferentes estagios de desenvolvimento, quanto a sua morfologia e distribui¢ao.
Neste, descrevemos o processo de amadurecimento do grénulo de melanina nos
melandécitos dermais do embrido da SK com 19 dias de incubagdo. Também
analisamos o padrao de distribuicdo dos melanosomas. Nossos resultados mostram
que as etapas da melanogénese nestas células sao similares aos dos melanocitos
epidermais e também sugerem que nao ocorre a transferéncia de seus gréanulos

para células vizinhas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencgéo dos embrides

Ovos embrionados da galinha (Gallus gallus) da raga Sedosa Japonesa de
plumagem branca, fornecidos pelo aviario da Universidade Federal do Parana, foram
incubados a 38°C, com umidade e ventilagdo controladas, até atingirem o estagio de
desenvolvimento desejado (estagio 45 = 19 dias de incubagdo) (Hamburger e
Hamilton, 1951). Os embrides coletados permaneceram em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e foram examinados em microscopio estereoscépico

para definicdo do seu estagio de desenvolvimento.

2.2 Microscopia de Luz

Areas de pele compreendendo derme e epiderme foram dissecadas da regido
dorsal do tronco, distendidas em placa de Petri e submetidas a fixagdo com
paraformaldeido 4% em PBS. Posteriormente, foram lavadas em PBS, desidratadas
em série crescente de etanol e embebidas em Paraplast ou historesina JB4. Cortes
de 5um foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para observacéo da morfologia
geral dos tecidos e células, azul de toluidina 1% (pH 2,8) para a identificagdo dos
mastocitos e tricromico de Masson para fibras colagenas (Drury e Wallington,1980).
Apoés a respectiva coloragdo, as laminas foram desidratadas em série crescente de
etanol, diafanizadas em xilol e montadas em Permount. Os cortes foram analisados
em microscopio Olympus BX50 e as imagens obtidas com a ajuda do Programa

Image Pro Plus.

2.3 Histoquimica

Para a demonstragdo da atividade da enzima tirosinase (DOPA oxidase),
utilizamos o L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina) como substrato.

As porgodes de tecidos foram incubadas com L-DOPA 0,1% em tampao fosfato
0,1M, pH 7,4, a 37°C, por 4 horas. Em seguida, foram fixadas e processadas para

microscopia eletrénica de transmissdo como descrito no item 2.5.
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Como controle para a reagao enzimatica, os tecidos foram incubados em

meio onde o substrato foi omitido.

2.4 Imunocitoquimica

O soro da galinha Smyth line detecta a enzima TRP-1 (Austin e Boissy, 1995),
que possui um papel no processo de formacado da melanina. Este soro é utilizado
para a evidenciacdo de melanoblastos antes do aparecimento de caracteristicas
morfoldgicas préprias da linhagem melanocitica (Reedy et al., 1998a).

Fragmentos de pele dorsal da regidao do tronco foram fixados em
paraformaldeido 4% em PBS e preparados para microtomia em criostato, sendo
lavados em PBS e embebidos em solugdes de sacarose 5%, por 2 horas e 15%,
durante a noite. No dia seguinte, foram infiltrados em gelatina 7,5% / sacarose 15%,
a 37°C, por 6 horas, acondicionados em moldes com solugdo fresca de
gelatina/sacarose e rapidamente congelados em nitrogénio liquido. Cortes de 10um,
coletados em laminas previamente recobertas com gelatina, foram incubados com
soro Smyth—line (SI) (1:400), durante a noite, a 4°C. O anticorpo secundario foi o IgG
de cabra anti-galinha conjugado a fluoresceina (Chemicon) (1:200). As laminas
foram cobertas com Gelmount (Biomedia) e analisadas no microscépio Zeiss

Axiophot equipado com epifluorescéncia.

2.5 Microscopia eletrénica de transmissao

Pequenas amostras da pele dorsal do embrido foram fixadas em glutaraldeido
2% e paraformaldeido 2% em tampao fosfato 0,1M e NaCl 50 mM, pH 7,4, por 2 h, a
temperatura ambiente. As amostras foram pés-fixadas em tetroxido de 6smio 1%,
lavadas em agua destilada, coradas em bloco com uma solugdo de acetato de
uranila aquosa 2% e preparadas para inclusdo em resina Spurr (Spurr, 1969). Os
cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo,
segundo Reynolds (1963) e observados ao microscépio eletronico de transmisséo
JEOL-JEM 1200 EXII. As electronmicrografias foram obtidas com o Programa
GATAN-MULTISCAN 600W.
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2.6 Citoquimica para fosfatase acida

As amostras preparadas para a demonstragdo ultraestrutural da atividade
enzimatica da fosfatase acida (AcPase) foram fixadas em glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 2% em tampao cacodilato de sédio 0.1M, pH 7.4, contendo
sacarose 7%, embebidas em agar e os cortes de 50 um de espessura lavados duas
vezes no tampao de incubagao (tampao acetato 5x10° M pH 5.0 + sacarose 5%). A
AcPase foi demonstrada incubando-se os cortes com p-glicerofostato de sddio
(Gomori, 1952) usando o cloreto de cério como aceptor. Depois, os cortes foram
lavados no tampao de incubacdo, no tampéo cacodilato/sacarose, pos-fixados em
tetréxido de 6smio 1%, desidratados e incluidos em resina Spurr. No material

controle o substrato foi omitido.



59

3. RESULTADOS

Os embrides da ave SK branca de 19 dias, raca utilizada neste trabalho,
possuem uma pele totalmente preta, com penas brancas (Fig. 1a). Através da
analise microscopica, observou-se que a pele é formada por uma epiderme
composta por varias camadas celulares e uma derme espessa que repousa sobre o
tecido adiposo. Os melandcitos ndo sdo encontrados na epiderme, porém se
dispbem em rede, em grande quantidade, logo abaixo da espessa camada de fibras
colagenas sub-epidermal, estando raras vezes entre elas, além de estarem

distribuidos por toda a derme e ao redor dos vasos sanguineos (Fig. 1b).

3.1 Caracteristicas ultraestruturais dos melandécitos dermais

Ultraestruturalmente, os melanocitos dermais em maturagdo apresentam um
nucleo grande e claro, de formato irregular, varias mitocondrias dispersas pelo
citoplasma (Fig. 2a), ribosomas livres, reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e liso
(REL) em grande quantidade. O Complexo de Golgi (CG) é desenvolvido, formado
por varias cisternas paralelas, levemente curvadas; pequenas vesiculas
arredondadas convergem para a face convexa do CG (cis) e vesiculas maiores se
destacam da face cOncava (frans) da organela (Fig. 2b). Todos os estagios de
formagao dos granulos de melanina sdo encontrados ocorrendo simultaneamente na
célula (Fig 2c). Nos melandcitos totalmente maduros as organelas relacionadas a
formagdo dos granulos de melanina estdo menos desenvolvidas ou em menor
numero. Seu citoplasma esta praticamente repleto de granulos de melanina bem
eletrondensos.

Os prolongamentos dos melandcitos dermais da SK sdo formados,
principalmente, por processos citoplasmaticos longos e dendriticos. Devido a suas
ramificacbes e a fina espessura dos cortes apenas pequenas porcoes de
prolongamentos sao evidenciadas nas micrografias eletrénicas (Fig. 2d). Assim, seu
aspecto ramificado € melhor visualizado pela microscopia de luz ou pelo método da
distensao (Ortolani-Machado, manuscrito em preparagao, 2006). Nao evidenciamos,

ultraestruturalmente, com o método utilizado, microtubulos, microfilamentos ou
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filamentos intermediarios no corpo celular e prolongamentos dos melandcitos

dermais da SK.

3.2 Etapas da melanogénese

O produto eletrondenso da reacdo com L-DOPA foi observado na regido da
rede frans do Golgi e em tubulos e pequenas vesiculas relacionadas a ele,
presentes ao lado do nucleo e no corpo celular (Fig. 3a). Algumas vezes a reagao
positiva foi encontrada em pequenas vesiculas e tubulos bem préximos ao inicio do
prolongamento (Fig. 3b) ou em pequenas estruturas tubulares no prolongamento
(Fig. 3c-d). Vesiculas esféricas maiores, negativas para DOPA, provavelmente
provenientes do REL, contém estruturas pouco organizadas ou esféricas (Fig. 4a) no
seu interior. Ao redor destas vesiculas de diversos tamanhos se observam vesiculas
menores que parecem se fundir com as maiores. Estas vesiculas grandes sao
chamadas melanossomas no estagio I. Com o desenvolvimento, vao se alongando
(Fig. 4b) e se tornam elipticas. Suas estruturas internas também comecam a se
diferenciar em filamentos alongados, embora algumas estruturas esféricas ainda
estejam presentes. Com o tempo estas estruturas se tornam helicoidais, orientadas
paralelamente umas as outras e ao longo eixo da organela (Fig. 5a), nos cortes
longitudinais. Em cortes obliquos aparecem como estruturas concéntricas
irregulares. Nesta situagao estdo no estagio Il. O inicio da deposi¢cao regular da
melanina nos filamentos helicoidais, com o conseqliente aumento de sua espessura,
caracteriza o estagio Ill da melanogénese. Vesiculas recobertas, provavelmente
provenientes do CG, aparecem muito proximas ou fundidas aos melanossomas
deste estagio (Figs. 5b e c¢). Quando os melanossomas estdo totalmente
melanizados, isto €&, com todas as estruturas internas obscurecidas, s&o
considerados melanossomas no estagio IV (Figs. 5a e d). Uma caracteristica que
parece tipica dos melanossomas dermais da SK é a presenca de melanossomas do
estagio Il contendo varias estruturas esféricas de diferentes tamanhos (Figs. 6a e
b), que parecem ser adicionadas ao conjunto principal, ou gradualmente se
fundirem, aumentando, assim, a area melanizada.

Melanossomas em varios estagios de melanogénese ocorrem em melanécitos

dermais mesmo em fase bastante avancada do desenvolvimento do embrido.
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Intrigante € se observar, nos prolongamentos dos melandcitos, organelas como
mitocdndrias, ribossomas livres e REL, além de granulos imaturos em diferentes
estagios (Figs. 3c, 4a, 5a). Encontramos marcacéo positiva pelo soro Smyth line nos
granulos imaturos situados tanto no corpo celular quanto nos prolongamentos
citoplasmaticos (Fig. 6¢). Nos granulos maduros ndo houve marcagao positiva.

Os passos relacionados a formagao dos granulos de melanina e o aspecto
resultante em melandcitos dermais de SK estdo resumidos na representacao

esquematica da fig. 7.

3.3 Destino dos melanossomas

Nos melanécitos dermais da SK n&o se observa a transferéncia de
melanossomas apesar de sua proximidade com outras células encontradas na
derme, como mastécitos, adipécitos (Figs. 8a-b), células musculares lisas e células
endoteliais. Na trama de melandcitos localizados abaixo da camada de fibras parece
que os prolongamentos se contactam entre si, porém ndo constatamos nenhuma
transferéncia de melanossomas entre eles. Sao observadas projegdes de membrana
bem delgadas, semelhantes a filopddios, contendo melanossomas maduros (Fig.
8c). Algumas vezes, ocorre a exocitose de granulos para o meio extracelular (Fig.
8d). Estes granulos dispersos na matriz extracelular e também restos celulares de
melandcitos sao fagocitados por macréfagos que se encontram proximos ao local.
Nestas células encontramos vacuolos positivos para a enzima fosfatase acida

(AcPase) (Fig. 8e). Imagens de fagocitose n&o sao frequentes, no entanto.
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FIGURAS
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Fig. 1. a) Embrido de Sedosa Japonesa (SK) com 19 dias de incubagéo. b) Corte da
regido dorsal da pele do embrido. Ep: epiderme; *: camada sub-epidermal
de fibras colagenas; setas: melandcitos dispostos em rede; cabegas de
seta: melandcitos distribuidos pela derme, vs: vaso sanguineo. 1b:
Tricrébmico de Masson, 200x.
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Fig. 2. Eletromicrografias de melandcitos dermais de embrido de Sedosa Japonesa.
a) Melanécito em estagio inicial de maturacéo. b) Detalhe do Complexo de
Golgi no melandcito em maturagéo. c) Todos os estagios de desenvolvimento
do granulo de melanina presentes no corpo celular. d) Corte do
prolongamento de um melandcito dermal, contendo melanossomas. N:
nucleo; Mi: mitocéndria; CG: Complexo de Golgi; Gr: granulo de melanina; I,
Il, lll, IV: melanossomas nos estagios Il Ill, IV, respectivamente; setas:
vesiculas na face cis do CG; cabecas de seta: vesiculas na face trans do CG;
seta vazada: pedago do prolongamento do melandcito. Escala da barra: a =

1um; b,d = 0,2um; ¢ = 0,5um.
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Fig. 3. Eletromicrografias de melanécitos em maturagéo, processados com L-DOPA.
a) Marcagao positiva no corpo celular, b) no inicio do prolongamento, e ¢) no
prolongamento citoplasmatico do melandcito. d) detalhe da marcagdo para
DOPA. N: nucleo; Mi:mitocéndria; CG: complexo de Golgi; P: prolongamento
citoplasmatico; setas: vesiculas marcadas com DOPA; cabeca de seta:

estruturas tubulares marcadas com DOPA. Escala da barra: a, b, d = 0,5um;

c=0,2um.
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Fig. 4. Eletromicrografias de melanécitos em maturagdo. Observar melanossomas
no estagio |. a) Grandes vesiculas, contendo estruturas pouco organizadas ou
esféricas. b) Melanossoma alongado, no estagio |, em fase mais adiantada.
Mi: mitocéndria; seta: vesicula contendo estruturas esféricas; cabeca de seta:

vesicula com estruturas pouco organizadas; |: melanossoma no estagio |,

mais desenvolvido. Escala da barra: a = 0,5um; b = 0,2um.
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Fig. 5. Ultraestrutura dos melanossomas em varios estagios de maturacéo.
a) Melanossomas nos estagios Il e IV. b) melanossomas alongados, no
estagio Ill, com deposicdo de melanina nas estruturas paralelas; corte
longitudinal. c) Corte obliquo do melanossoma no estagio Ill. d) Melandcito
repleto de melanossomas no estagio IV. N: nucleo; Mi: mitocéndria; RER:
reticulo endoplasmatico rugoso; REL: reticulo endoplasmatico liso; Il, Il e 1V:
melanossomas nos estagios Il, Il e IV, respectivamente; flecha: vesicula

recoberta. Escala da barra: a, ¢, d = 0,2um; b =0,1um.
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Fig. 6. a-b) Ultraestrutura dos melanossomas no estagio Ill. a) Corpo celular
Do melanécito repleto de melanossomas. b) Detalhe do melanossoma.
c) Melandcito em maturagdo imunomarcado pelo soro Smyth line (SI).
Observe reacao positiva nos granulos imaturos, distribuidos por toda a célula.
Flechas : granulos S I- positivos ; N : nucleo; cabegas de seta: estruturas
Esféricas melanizadas. P: prolongamento. Escaladabarra: a = 1 um;
b =0,2um. c: 630x.
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Fig. 7. Modelo representativo das etapas da formagédo dos granulos de melanina.
RER: reticulo endoplasmatico rugoso; REL.: reticulo endoplasmatico liso; CG:
complexo de Golgi; N: nuacleo; |, I, I, IV: estagios I, I, I, IV,

respectivamente.



70

Fig. 8. Derme de embrido de Sedosa Japonesa. a-b) Relagdo dos melanécitos com
o tecido adiposo. c) Eletromicrografia de uma projecao fina de melandcito,
contendo dois granulos de melanina maduros. d) Eletromicrografia de
melandécito mostrando exocitose de melanossoma. e) Eletromicrografia de
macrofago contendo vacuolo com porgao de citoplasma de melandcito. a :
aspecto ultraestrutural. b: microscopia de luz, HE, 1000X; Ma: macréfago; GL:
goticula lipidica; vs: vaso sangulineo; f: fagosoma; setas: melandcitos; setas
vazadas: produto de reacao da fosfatase acida; cabeca de seta: exocitose do
granulo de melanina. Escaladabarra: a =10 um; ¢ =0,2um; d =1 um;

e =0,1um.



71

4. DISCUSSAO

A galinha Sedosa Japonesa é uma mutante natural, com caracteristicas
genéticas distintas de outras racas de galinha, como polidactilia, penas nos pés,
lobos do ouvido azuis, penas macias, além de possuir uma extensa pigmentagao
dérmica e visceral (Tsudzuki, 2003). Esta pigmentacado ectdpica ocorre porque os
melanoblastos originados da crista neural que se destacam da porgéo dorsal do tubo
neural, percorrem as duas vias de migracéo, dorsolateral e ventral (Reedy et al.,
1998b; Faraco et al., 2001), o que ndo acontece em outras ragas, em que 0s
melanoblastos s6 seguem a via dorsolateral. Nos embrides de 19 dias, os
melanoblastos ainda estdo presentes na derme mas ndao mais na epiderme e na SK
de plumagem branca a diferenciagdo dos melanécitos acontece somente na derme e
na epiderme das penas até o nascimento (Ortolani-Machado, manuscrito em
preparagao, 2006), enquanto em outras ragas eles se diferenciam principalmente na
epiderme (Le Douarin, 1982). Os melandcitos maduros encontrados na derme
geralmente sédo considerados ectopicos e transitérios (Le Douarin, 1982; Sears e
Ciment, 1988), porém, podem ocorrer normalmente nos vertebrados inferiores
(sapos e peixes), em certas regides da pele de camundongos selvagens adultos, em
primatas (revisado por Quevedo e Holstein, 1998) e em lesbes pigmentares
humanas (Bevona et al., 2003; Murakami et al., 2005).

Nas aves, os trabalhos referentes a formagao dos granulos de melanina, a
nivel ultraestrutural, descrevem, em geral, 0 que ocorre em melanocitos presentes
nas penas. Como os aspectos morfolégicos da formagdo da melanina variam
dependendo da espécie e do local onde os melanécitos se encontram, a pergunta
que fizemos e buscamos responder € a seguinte: como seriam estes eventos nos
melanécitos dermais do embrido da SK? Este trabalho, entdo, teve como objetivo
caracterizar, ultraestruturalmente, o desenvolvimento dos granulos de melanina e
seu padrao de distribuicdo nos melandécitos dermais de embrides em fase tardia de
desenvolvimento da galinha SK, na busca de uma melhor compreensao do processo

da melanogénese nestas células naturalmente estaveis na derme.



72

4.1 Melanogénese

A biogénese dos melanossomas comegou a ser entendida com o uso da
microscopia eletrbnica e com o avango nos métodos de fracionamento sub-celular.
Seiji e colaboradores (1963b) foram os que primeiro identificaram a organela que
serviria como sitio da deposigao de melanina, 0 melanossoma. Varios aspectos tém
sido descritos a partir destes estudos iniciais e a terminologia encontrada na
literatura para descrever a formacéo dos granulos varia (Seiji et al., 1963a; Novikoff
et al., 1968; Kushimoto et al., 2001). Neste trabalho empregamos a que enfoca
quatro estagios de maturagdo (estagios | ao IV), com diferencas morfoldgicas
distintas (Kushimoto et al., 2001).

O estudo da melanogénese foi faciltado com o advento da técnica
histoquimica que revela a atividade DOPA oxidase da enzima tirosinase (Novikoff et
al.,, 1968), o que resulta em uma deposicdo eletrondensa da melanina. Esta
deposigao ocorre naturalmente nos melanossomas nos estagios Ill e IV, porém,
incubando-se os tecidos e células com L-DOPA, foi observado que esta deposicéo
nao ocorria somente nos melanossomas mas também na regido da rede trans do
Complexo de Golgi (TGN) (Novikoff et al., 1968) e em pequenas vesiculas perto do
TGN (Maul, 1969; Maul e Brumbaugh, 1971). Yamamoto e Takeuchi (1981)
confirmaram a presengca da enzima nestes locais e varios outros trabalhos
descreveram a sequéncia de eventos (Hirobe e Takeuchi, 1978; Quevedo e
Fleischmann, 1980; Hirobe, 1982). Neste estudo, observamos nos melandcitos
dermais do embrido da SK a marcagcao positiva para DOPA na face trans do
Complexo de Golgi e em vesiculas e tubulos. Intrigante € a presencga de tubulos
marcados por L-DOPA em porgdes de prolongamentos celulares de melandcitos.

A teoria da melanogénese, proposta por Jimbow e colaboradores (1976), diz
que as vesiculas carregadas de tirosinase (TYR) e outras enzimas da familia TRP
(proteinas relacionadas a tirosinase), como a Tyrp1 ou TRP1 (Jackson, 1988) e a
Dct (dopacromo tautomerase) ou TRP2 (Jackson, 1992), se destacam do TGN, se
fusionam com os pré-melanossomas (hoje chamados melanossomas no estagio Il)
derivados do reticulo endoplasmatico liso (REL), iniciando, entdo, o verdadeiro
processo de melanizagdo. O papel destas vesiculas na melanogénese foi descrito,

mostrando que elas sao carreadoras especificas da tirosinase para o melanossoma
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(Chakraborty et al.,, 1989) e que contém outras enzimas que estdo envolvidas na
melanizagdo, como moléculas precursoras da melanina monomérica (DHICA). Isto
significa que estas vesiculas contém certos intermediarios da melanizagdo, além de
algumas enzimas necessarias para sintetizar a melanina. Trabalhos recentes
mostraram que as proteinas de membrana melanossomal sdo processadas no
reticulo endoplasmatico onde vao passar por uma série de modificacbes pos-
traducionais para, entdo, serem acumuladas no TGN e transportadas para o
compartimento melanossomal (Jimbow et al., 2000; Setaluri, 2000; Raposo et al.,
2001).

Os eventos da formagao dos granulos de melanina que ocorrem no corpo
celular dos melandcitos dermais da ave SK parecem ser similares aos de
melandcitos epidermais, com a presenca de quatro estagios de amadurecimento.
Jimbow e Fitzpatrick (1973) observaram que nos melanossomas do tipo | ocorre a
presenca de corpos vesiculares espalhados entre o material proteinaceo amorfo e a
membrana do melanossoma e que continuam a existir durante todo o
desenvolvimento do granulo dando ao melanossoma maduro o aspecto de “queijo
suico”. As vesiculas do tipo | encontradas nos melandcitos dermais da SK sao
esféricas, contendo material amorfo ou pequenas estruturas arredondadas. Estas
estruturas arredondadas sdo observadas somente nos estagios | e Il, ndo fazem
contato direto com a matriz das lamelas e nem possuem granulagdes finas no seu
interior como observado nos corpos vesiculares, ndo se assemelhando, portanto, a
eles.

Os melanossomas dos melandcitos dermais da ave SK no estagio Il sdo
similares na natureza fibrilar helicoidal paralela de seus filamentos a melanossomas
deste mesmo estagio presentes no foliculo piloso (Birbeck, 1963) ou na retina e
cordide de alguns tipos de camundongos (Hearing et al., 1973). Nestes filamentos é
que a melanina vai ser depositada (estagio Ill), aumentando seu diédmetro e
tornando-os tdo espessos que parecem se fundir (estagio IV). Os estagios Ill e IV
sao distintos somente pela quantidade de melanina depositida na matriz fibrilar
(Kushimoto et al.,, 2001). A completa melanizacdo geralmente resulta no
mascaramento de todos os detalhes estruturais presentes nos granulos, como
observado nos melandcitos dermais da ave SK. Nao é de nosso conhecimento a

existéncia, em outros melandcitos, das varias estruturas esféricas encontradas nos
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melanossomas de estagio Il dos melandcitos dermais da SK, que vao se fundindo e
aumentando a area melanizada do melanossoma. Imagem semelhante € vista na
pena de outra ave adulta (Maul e Brumbaugh, 1971), porém nestes melanossomas a
melanina é depositada sobre vesiculas esféricas e ndo sobre estruturas alongadas.
Na SK, as estruturas arredondadas observadas podem ser o resultado da deposicao
gradual da melanina ao redor dos filamentos longitudinais, vistos em corte
transversal.

A presenga de granulos imaturos nos prolongamentos de melanécitos néo é
um fato que ocorra com frequiéncia. S&do encontrados em situacdes anormais, como
nos melandcitos de cultura primaria de camundongos dilute (Provance Jr et al.,
1996). Nestes camundongos, os melanocitos apresentam um acumulo de
melanossomas na regido perinuclear, com ocasionais grupos de melanossomas
imaturos nos prolongamentos. Nos melandcitos dermais em maturacédo da SK é
comum a presenga, nos prolongamentos, de melanossomas imaturos e algumas
organelas relacionadas a formagdo dos melanossomas mas n&o se observa
retencdo de melanossomas no corpo celular. Granulos marcados pelo soro Smyth
line foram evidenciados em prolongamentos, e, ultraestruturalmente, identificou-se
tubulos com reagao positiva para L-DOPA. O significado da presenga de estruturas
relacionadas com o processo de melanogénese em prolongamentos de melandcitos
dermais de SK ainda necessita investigagdo que possa esclarecer a dinamica do

trafego destas organelas e a possibilidade de movimentagao bidirecional.

4.2 Destino dos melanossomas

Nos melandcitos epidermais, a biogénese do melanossoma e o processo de
amadurecimento dos granulos de melanina ocorrem no corpo celular. Quando estes
granulos estdo maduros sao transferidos para os queratindcitos através de
prolongamentos dendriticos que partem do corpo celular dos melandécitos para sua
distribuicdo nas camadas superiores da epiderme (Boissy, 2003). A transferéncia da
melanina para os queratindcitos € essencial para proteger as células dos raios ultra-
violeta e também para dar cor a pele. Contudo, apesar da vasta literatura, ainda nao

estao esclarecidos os mecanismos de movimentacdo dos melanossomas dentro dos
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melanécitos e de seus processos dendriticos e sua transferéncia para os
queratindcitos.

O mecanismo que move os granulos de melanina dentro dos melandcitos &
bem estudado nos melandforos de peixes e sapos, sendo que das varias
possibilidades propostas, a mais aceita € a que envolve microtubulos (Malawista,
1971). Nos mamiferos, acreditava-se que o movimento dos melanossomas dentro
dos dendritos ocorria de uma forma unidirecional do centro da célula para as
extremidades. Wu e colaboradores (1998), através de video-microscopia,
demonstraram que o movimento bidirecional também pode ocorrer. As proteinas
motoras parecem ser as responsaveis pela movimentagao bidirecional. A cinesina é
uma proteina motora de microtubulos que impulsiona os melanossomas em direcao
a extremidade (+) dos filamentos, que corresponde ao transporte anterégrado (Hara
et al., 2000). A dineina ira mover os melanossomas na diregdo oposta, retrégrada
(Byers et al., 2000). Quando os melanossomas alcangam a por¢ao terminal do
microtubulo na periferia do dendrito devem ser capturados e retidos para prevenir
seu movimento retrogrado. Esta captura é facilitada pela miosina Va, que se
colocaliza com a actina e melanossomas na terminagao distal dos dendritos (Wu et
al.,, 1997). Mutagbes no gene da miosina Va ocasiona uma concentracdo de
melanossomas no corpo celular dos melandcitos (Wu et al., 1998). A Rab27a, um
membro da familia de Rab GTPases envolvida no movimento e fusdo vesicular,
parece recrutar a miosina da superficie do melanossoma (Wu et al., 2001). A
melanofilina (Miph), um membro da familia efetora RAB, regula o movimento do
melanossoma nos dendritos (Matesic et al., 2001) e é necessaria para a associagao
da miosina Va com o melanossoma (Provance et al., 2002). A partir destes trabalhos
foi proposto que um complexo molecular composto pela Miosina V, Rab27a e Miph,
e provavelmente outras proteinas, facilitaria o transporte de melanossomas pelos
dendritos e sua captura nas extremidades para posterior transferéncia para os
queratinécitos. Estudos precisam ser realizados nos melandcitos dermais da ave SK
para constatarmos ou ndo a existéncia deste complexo nestas células. Jimbow e
Fitzpatrick (1976) mostraram que os melandcitos de mamiferos possuem filamentos
de 10nm que estdo envolvidos no alongamento e citomorfogénese dos dendritos e

também na movimentacdo dos melanossomas. Utilizando-se a microscopia
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eletrdbnica convencional ndo se observou a presenca de microtubulos,
microfilamentos e filamentos intermediarios.

Varios trabalhos de microscopia de luz e eletrbnica documentaram a
organizagdo das membranas e dos melanossomas durante sua transferéncia para
os queratindcitos. O uso da video-microscopia em cultivo de células também tem
permitido a visualizacdo direta da movimentacdo dos melanossomas (Scott et al.,
2002). Trés modelos tentam explicar esta transferéncia. Um descreve a liberagao de
melanina no espaco intercelular por exocitose e a subsequente fagocitose da
melanina externalizada pelos queratindcitos vizinhos (Virador et al., 2002). Outro
define que as membranas plasmaticas do dendrito do melandcito e do queratinécito
se fundem e os melanossomas sao transportados através de um tunel formado
(Scott et al., 2002). E o terceiro sugere a citofagocitose, em que a extremidade do
dendrito do melandcito é destacada e fagocitada pelo queratinécito (Yamamoto e
Bhawan, 1994).

Nos melandcitos dermais os melanossomas ndo parecem ser transferidos a
outras células. Nas melanocitoses dermais humanas, como Nevus de Ota (Hori et
al.,, 1982) e manchas mongolianas (Okawa et al., 1979), os melandcitos estédo
presentes na derme mas nao transferem e nem descarregam seus granulos de
melanina. O mesmo acontece nos melandcitos extracutaneos presentes no olho,
ouvido interno e leptomeninges, porém no epitélio pigmentar da retina do olho ha
uma continua translocagcdo dos melanossomas da regido perinuclear para a
extremidade dos dendritos e vice-versa durante a adaptagdo do olho para o claro e
escuro (Boissy, 1998). Na derme do embrido da SK, observamos, algumas vezes, a
exocitose de granulos de melanina. Granulos de melanina liberados para o meio
extracelular ou pedacos de citoplasma dos melandcitos parecem ser fagocitados
pelos macréfagos dermais, mas ndao encontramos evidéncias de que este seja um
processo continuo, pois foi observado com pouca frequéncia. Apesar da
proximidade de outras células (mastécitos, células musculares lisas, células
endoteliais ou adipécitos) com os melandcitos, e da ocorréncia de melanossomas
em porgdes bem terminais destes, como os filopddios, a transferéncia de granulos
de melanina entre eles nunca foi observada. Analise mais detalhada € necessaria
para entender as relagdes entre células pigmentares e outros tipos celulares nestas

localizagoes.
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Devido a hiperpigmentagao encontrada na derme dorsal da pele de embrides
de SK, o que fornece uma ampla populacdo de linhagem melanocitica, com
possibilidades de isolamento das células para estudos mais detalhados, e pelo fato
dos melanécitos dermais apresentarem continuado processo de melanogénese, o
embrido da SK pode ser considerado um excelente modelo para o estudo dos
detalhes envolvidos na génese da pigmentacdo e das possiveis fungdes da

melanina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar os melandécitos dermais localizados na
regido dorsal de embrides da ave SK, entre 6 e 19 dias de incubagéo, para tentar
elucidar que fungdes eles exerceriam neste local. Através dos experimentos
realizados para responder nossos objetivos iniciais e da literatura estudada,
chegamos a algumas conclusdes.

A distribuicdo de melanoblastos nos embrides da SK, em varios estagios de
desenvolvimento, indica que a presenca destas células na epiderme ocorre até
determinada fase, desaparecendo gradualmente até ndo serem mais encontradas
aos 19 dias de incubagdo. Os melanoblastos dermais ainda sao vistos neste estagio,
sugerindo que a derme deva conter fatores, ainda ndo descritos, que direcionem os
melanoblastos para estes sitios ectopicos e que permitam sua proliferacdo e
diferenciagdo em melandcitos. Lecoin e colaboradores (1995) ja demonstraram que
0 c-kit e o Steel factor ndo sao responsaveis pela sobrevivéncia, proliferacao e
extensiva distribuicao das células melanociticas no mesoderma do embrido de SK. A
investigacdo da presenca de outros fatores além do Steel factor, com o uso de
extratos de embrides de SK e da analise do comportamento de células de linhagem
melanocitica de SK em cultivo sera objeto de futuras investigagbes em nosso
laboratorio. Necessitamos também reproduzir os experimentos com o soro Smyth
line na pele dorsal do recém-nascido, jovem e adulto da SK para verificarmos se
melanoblastos ainda se encontram na derme desta galinha apds o nascimento,
garantindo a constante reposigao de células da linhagem, uma vez que a populagéo
parece se manter durante toda a vida adulta. Se melanoblastos e células imaturas
estiverem presentes na fase adulta, analisaremos se a linhagem melanocitica é
mantida pela proliferacdo destes, como acontece nos embrides de SK. Além de
fatores soluveis, componentes da matriz extracelular podem ter influéncia sobre a
manutencdo e mesmo atividade fisiolégica dos melandcitos dermais de SK, e,
portanto, devem também merecer analise mais detalhada futuramente.

A populagdo de melandcitos nos embribes em estagios mais tardios de
desenvolvimento ainda esta passando pelo processo de melanogénese, pois

encontramos na derme, aos 19 d de incubacdo, melandcitos em maturacio.
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Precisaremos, agora, analisar a derme da SK, do nascimento até a fase adulta, para
constatarmos ou nao a existéncia destes melandcitos imaturos apds o nascimento.

A forma dos melandcitos varia, dependendo do local. Na derme profunda sao
arredondados e na derme superficial, alongados e repletos de prolongamentos
citoplasmaticos. As células em divisao sao esféricas, sugerindo que a derme
profunda possa ser a responsavel pela manutengdo do potencial proliferativo desta
linhagem de células. Investigag&o futura analisara se esta variagdo de forma ocorre
na galinha adulta, paralelamente a analise de possiveis diferengas entre expressao
de fatores de proliferagdo nas duas regides de derme.

Como melanoblastos e melanécitos nunca foram encontrados dentro de vasos
sanguineos com as técnicas empregadas neste trabalho, precisaremos utilizar
outras, como isolamento de células de sangue ou inje¢cdo de células marcadas com
substancias fluorescentes, para confirmar a presenga ou nao destas células no
interior dos vasos. Os melandcitos se dispdem ao redor dos vasos sanguineos,
desde as fases iniciais de diferenciacdo, formando redes por toda a extensdo do
vaso. Que fator(es) estara(do) presente(s) neste local que impede(m) a entrada dos
melanécitos no vaso sanglineo? Ou que possiveis componentes de membrana de
melandcitos dermais de SK bloqueiam sua interagcdo com o endotélio? A descoberta
deste(s) fator(es) seria(m) de suma importancia para o estudo do melanoma.

As fibras colagenas e elasticas formam uma espessa camada logo abaixo da
epiderme e parecem servir de barreira, impedindo que melanoblastos e melandcitos
invadam a epiderme nos estagios mais tardios de desenvolvimento. Melandcitos
alongados e bastante ramificados se localizam logo abaixo desta camada e seus
prolongamentos parecem se contactar entre si, formando uma rede. Através de
imunomarcacoes, verificaremos a existéncia ou ndo de estruturas de superficie e/ou
adeséo celular nos locais de contato dos prolongamentos citoplasmaticos. Também
realizaremos uma nova analise ultraestrutural dos melandcitos dermais, empregando
técnicas especificas para uma melhor evidenciagdao das membranas celulares, com
uso de lantanio ou vermelho de ruténio.

Os eventos da formacdo dos granulos de melanina que ocorrem no corpo
celular dos melanécitos dermais da SK sdo similares aos dos melandcitos
epidermais encontrados em mamiferos. Porém, no estagio Ill ocorre a presenga de

estruturas esféricas que parecem tipicas somente destes melandcitos. O isolamento
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com subfracionamento celular pode fornecer material que permita a analise mais
detalhada da organizagao destes melanossomas.

Melanossomas em varios estagios de melanogénese sao encontrados em
melandcitos dermais mesmo em fase bastante avancada do desenvolvimento do
embrido, tanto no corpo celular quanto nos prolongamentos. Serd que nos animais
adultos eles ainda estardo presentes? Takeuchi (1968) encontrou reacao positiva
pelo DOPA nos melanécitos de camundongo somente durante as primeiras semanas
apdés o nascimento. A incubacdo com L-Dopa de por¢coes de pele de animais
nascidos pode fornecer dados sobre a melanogénese em fases mais tardias. A
presenca de melanossomas imaturos nos prolongamentos também €& um fato
intrigante. Para analisa-lo precisaremos verificar, através da microscopia eletronica
de transmissdo, se os filamentos intracelulares envolvidos na movimentacdo dos
melanossomas na SK sdo os mesmos encontrados em outras aves (poucos
microtubulos e abundantes microfilamentos e filamentos intermediarios, Jimbow e
Fitzpatrick, 1975). A presenga de granulos imaturos ao lado de maduros, bem como
de tubulos marcados por L-Dopa em prolongamentos celulares, sugere uma
movimentagado de organelas que pode ser muito rapida, e mesmo bidirecional. Faz-
se necessario checar o possivel envolvimento de miosina Va, um motor celular
relacionado a actina envolvido no transporte de melanossomas (Wu et al., 1997), ou
perturbacdes de sua fungdo em SK. Para isso estabelecemos colaboracdo com o
laboratério da Dra.Enilza Spreafico (USP-Ribeirdo Preto) e experimentos-piloto ja
estdo em andamento.

Os melandcitos dermais de embrides com 19d de incubacédo estdo proximos a
outros tipos celulares, como mastécitos, células adiposas, endoteliais € musculares
lisas, mas nao foi evidenciada a transferéncia de melanossomas dos melanécitos
para estas células. O leque de possiveis fungdes para melandcitos, inclusive na
imunidade (Mackintosh, 2001), amplia-se a cada dia, e a investigacado das relagdes
celulares na derme de SK pode contribuir para esclarecer interagdes ainda nao
levadas em conta.

Além dos citados acima, novos focos de investigacdo, relacionados com
apoptose de melandcitos, analise das células cultivadas em diferentes substratos,
exame detalhado da melanina, deverdo ser realizados no futuro para respondermos

estas e outras perguntas.
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Podemos concluir que este trabalho constitui uma valiosa contribuicdo para a
caracterizagao dos melandcitos dermais do embrido de SK. Além disso, o embrido
da SK pode ser considerado um 6timo modelo para o estudo dos passos envolvidos
na melanogénese e das possiveis fungdes da melanina ja que sua hiperpigmentagao

dermal representa rica fonte de material para analise.
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