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Consideracdes Iniciais

Durante o desenvolvimento embrionario todo ser vivo necessita de uma fonte
de nutrientes para satisfazer suas necessidades metabdlicas e de crescimento. A
nossa visao "mamiferocéntrica”" nos impede de ver que a maioria dos animais multi-
celulares (metazoarios) tem seu desenvolvimento embrionario num sistema fechado,
0 ovo. A dependéncia constante da mae como fonte de alimento durante o desenvol-
vimento embrionario, ou viviparidade, surgiu independentemente em diversos taxa
de animais. Podemos observa-lo entre quase todos os vertebrados, sendo a regra
somente entre os mamiferos placentarios. Entre os invertebrados ha diversos exem-
plos. Algumas espécies de Onychophora, que teoricamente estdo na base de todos
os artrépodes, como a espécie brasileira Peripatus acacioi (habitante dos morros de
Ouro Preto), apresentam uma placenta analoga aquela existente nos mamiferos pla-
centarios (Cuénot, 1949).

No entanto, a vasta maioria dos animais supre seus embriées com nutrientes
suficientes para seu desenvolvimento embrionario e inicio da vida pés-embrionéria
colocando-os dentro de um ovo, que depois sera depositado no ambiente externo. O
investimento feito pela mae na constru¢do do ovo possui dois aspectos: um metab6-
lico e outro informacional. O desenvolvimento embrionario depende das reservas
depositadas no vitelo, composto principalmente de proteinas e lipideos e dos deter-
minantes de origem materna distribuidos desigualmente no citoplasma. Os determi-
nantes de origem materna foram exaustivamente estudados por Christiane Nusslein-
Volhard e Eric Wieschaus em Drosophila melanogaster, o que garantiu para eles e
Edward B. Lewis o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1991.

Vitelogénese nos Metazoérios’.

O processo de "construgcdo" do ovo em animais oviparos € chamado de ovo-
génese e ocorre concomitantemente a meiose dos ovocitos existentes nos ovarios. A
peculiaridade deste desenvolvimento é que cada ovogbnia dipldide da origem a um
anico ovdcito secundario haploide, ao contrario do que ocorre com 0s espermatozoi-
des, em que cada espermatogbnia da origem a quatro espermatozoéides hapldides
(ver Alberts e cols., 2002). Isso se deve ao fato de que somente uma célula das qua-
tro originadas da ovogbnia acumulard vitelo suficiente para se tornar um ovo apto a
ser fertilizado e originar um zigoto viavel. Nos insetos os ovarios estdo divididos em
ovariolos e cada ovariolo apresenta uma série de ovocitos que amadurecem da parte
distal para a proximal. Morfologicamente e funcionalmente podemos classificar os
ovariolos em trés tipos basicos: Panoistico, Meroistico telotréfico e meroistico politro-
fico (Figura 1) (Kunkel, 1991). Nos trés tipos as células foliculares circundam as cé-
lulas germinativas e interagem intimamente com elas durante o desenvolvimento do
ovocito. O ovario panoistico € o de morfologia mais simples: consiste de um ovocito
circundado por uma camada de células foliculares. Os dois ovarios meroisticos pos-
suem uma fisiologia e desenvolvimento mais complicado. As ovogobnias, localizadas
no germario (Figura 1), se dividem por mitoses para formar um conjunto de células
irmas, os cistocitos, que permanecem conectados por pontes citoplasmaticas for-
mando um sincicio. Nos Dipteros Muscamorpha, com ovarios meroisticos politréficos
a ovogénese foi mais bem estudada. Apds a quarta divisdo mitétitca, um dos dois

! Neste capitulo néo incluiremos dados sobre vitelogénese em crustaceos e aracnideos. Devido a importancia
econdmica (e facilidade de cultivo) de algumas espécies de crustaceos de agua doce e marinhas, ha inUmeros
artigos sobre essa classe de artrépodos. A reviséo de Wilder e cols., (2002) apresenta uma tabela com as princi-
pais caracteristicas das vitelogeninas e proteinas do vitelo de crustaceos. Para uma discussédo sobre vitelogéne-
se em carrapatos ver a revisdo de Taylor e Chinzei (2002).



cistécitos com quatro pontes citoplasmaticas, diferencia-se no ovocito e sofre mei-
ose. As outras 15 células do foliculo, que seréo as futuras células acessorias (“nurse
cells”), sofrem sucessivas endomitoses (replicagdo do DNA nuclear sem citocinese)
tornando-se poliploides. As células acessorias sintetizam e transportam macromolé-
culas para dentro do ovacito em desenvolvimento que vao contribuir para a formacao
do padréo do embrido. Nos nematoides o ovario tem uma estrutura parecida com um
ovario panoistico de insetos (ver http://www.wormatlas.org/ hermaphrodi-
te/reproductive/Reproframeset.html).

Durante a ovogénese, 0 ovoécito acumula dentro de seu citoplasma o que
chamamos de vitelo, uma série de nutrientes (proteinas, lipideos, carboidratos e ions
inorganicos) que ficam contidos em organelas envolvidas por membranas, chamados
de granulos de vitelo. Esses granulos de vitelo nada mais sdo do que endossomos
secundarios que ficam estacionados até o inicio da embriogénese quando o conteu-
do dos granulos comeca a ser utilizado, apds a ativagdo de uma série de hidrolases.
O processo de formacédo do vitelo € chamado de vitelogénese, e € sobre ele que
iremos falar aqui, usando como exemplo os animais pertencentes ao cladoE-
cdisozoa. Os Ecdisozoa pertencem ao grupo dos Metazodrios Protostdmios (aqueles
nos quais a boca se origina do blastéporo). O crescimento do ovécito durante a
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Figura 1 — Tipos de ovariolos de insetos. Modificado de Kunkel (1991).

ovogénese se deve a diversos fatores. Neste capitulo vamos tecer comentarios so-
bre o acumulo de vitelogeninas assim como de outras proteinas, lipideos e outros
componentes minoritarios que sao transportados e acumulados no interior dos gra-
nulos de vitelo.

Em 1943, Vincent B. Wigglesworth descrevendo o destino de hemoglobinas
em varios artropodes hematofagos sugeriu que em Rhodnius prolixus, um pigmento
de cor rosa (hemeproteina), de origem hemolinfatica era acumulado no interior de


http://www.wormatlas.org/

seus ovos. No mesmo artigo Wigglesworth mostrou ainda que fenbmemo semelhan-
te ocorria também com o carrapato bovino Boophilus microplus (atualmente denomi-
nado Rhipicephalus microplus) que produz milhares de ovos marrons apoés a inges-
tdo do sangue do hospedeiro. Este artigo foi de fato o primeiro a relatar a possibili-
dade de que proteinas de origem extra-ovariana poderiam ser acumuladas nos ovo-
citos. Este trabalho pioneiro abriu 0 caminho para o conhecimento sobre o processo
de acumulacédo de proteinas em ovocitos em crescimento. Telfer (1954) observou a
presenca na hemolinfa de uma proteina caracteristica de fémeas adultas de Lepidop-
tera e que se encontrava no interior dos ovocitos em crescimento. Essa mesma pro-
teina que ndo estava presente em machos da espécie foi denominada de
VITELOGENINA. Devido a natureza heterossintética da vitelogénese nos insetos 0s
seus ovocitos apresentam um conjunto completo e complexo de estruturas capazes
de selecionar, internalizar e estocar proteinas especificas, como microvilosidades,
depressdes recobertas (“coated pits”), vesiculas recobertas (“coated vesicles”) e gra-
nulos de vitelo.

A vitelogenina acumulada no interior dos ovacitos € referida como vitelina para
diferencia-la da forma circulante que é a vitelogenina. Mais tarde mostrou-se que a
vitelogenina existia em outros animais oviparos e que sua biossintese era dependen-
te de hormonios esterdéides em anfibios (Wallace, 1985). Na Figura 2 mostramos um
esquema de como ocorre a producdo de vitelogenina nos Ecdysozoa mais estuda-
dos: insetos e nematoides (Arthromint). A producdo dessas proteinas pode ser divi-
dida em quatro etapas: biossintese, processamento, transporte e endocitose pelos
ovocitos. Uma vez que a maquinaria de biossintese de proteinas do ovécito € pouco
ativa ou mesmo inexistente nos ovocitos, durante a ovogénese, as vitelogeninas sdo
produzidas em massa fora do ovario (uma galinha produz 5 g de vitelogenina por dia
enquanto Rhodnius prolixus produz de 200 até 280ug/dia) e que sdo importadas pe-
lo(s) ovacito(s) em crescimento onde sdo armazenadas nos granulos de vitelo. Rho-
dnius prolixus pode produzir 42 ovos contendo cerca de 120 pg de vitelogenina em
cada ovo em 15 dias. Esse local de sintese é sempre um érgéo de origem endodér-
mica (tubo digestério nos nematoides e corpo gorduroso nos insetos). Uma vez sinte-
tizada, a vitelogenina € secretada pela via normal de secrecéo, passando pelo Golgi
e sofrendo processamento proteolitico ou ndo. E entdo transportada pela hemolinfa
(insetos) ou liquido pseudocelomatico (nematoides), sendo internalizada por pinoci-
tose mediada por receptores especificos (VTGR = “vitellogenin receptor”), localiza-
dos na superficie dos ovécitos. Uma vez no citoplasma ela € armazenada nos granu-
los de vitelo.

Vamos agora examinar com mais pormenores, cada uma dessas etapas.
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Figura 2 - Esquema da vitelogénese em ecdisozoas modelos. A presenca de um
esterdide em nematoides que controle a biossintese de vitelogenina ainda é contro-
versa, apesar de existirem alguns dados na literatura mostrando isso (ver Matyash e
cols., 2005)(figura modificada de Wabhli e cols., 1981).

Biossintese.

Como discutiremos mais adiante no item sobre evolucao, as vitelogeninas fa-
zem parte da superfamilia das LLTP (Large Lipid Transfer Proteins; grandes protei-
nas transportadoras de lipideos).

E necessario fazer aqui um paréntese para chamar a atencéo para a vitelogé-
nese entre os Diptera Ciclorrafa do clado Muscamorpha. Nestes dipteros as princi-
pais proteinas do vitelo ndo fazem parte das LLTP. Elas tém uma origem completa-
mente diferente, tendo surgido de uma lipoproteina lipase ancestral (Bownes, 1992;
Bownes e Pathirana, 2002). Caracterizam-se por uma massa molecular menor e séo
chamadas de "yolk proteins” (YP), ou na traducéo literal, proteinas do vitelo. Concei-
tualmente ndo sdo consideradas vitelogeninas (ver discussdo em Sappington e
Raikhel, 2002), apesar de desempenharem as mesmas fungodes.



As vitelogeninas sédo geralmente proteinas diméricas que tém como principal
grupo prostético lipideos, que sao transportados de maneira ndo covalente em uma
regido rica em folhas B das subunidades. Além disso, elas possuem carboidratos e
grupos fosfato, covalentemente ligados a sua estrutura primaria. Como outras lipo-
proteinas, as vitelogeninas carregam também cations divalentes (principalmente Zn?*
e Ca®"). A biossintese ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (RER; rough endo-
plasmic reticulum), onde séo adicionados os lipideos por meio de um outro membro
das LLTP, a MTP (microsomal triglyceride transfer protein; proteina microssémica de
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Figura 3. Comparacao da estrutura primaria das vitelogeninas de insetos e
nematoides. Os sitios de processamento proteolitico por convertases estdo
indicados por asteristicos e posicdo do aminoacido onde ocorre a clivagem,
acima dos retangulos; abaixo dos retdngulos estd mostrado o sitio de clivagem.
Os retangulos negros marcadoscom S correspondem as repeticdes de serina.
Os dominios conservados estdo mostrados em lilas e numerados de | a V. O
tamanho de cada vitelogenina em nimero de residuos de aminoacido esta mos-
trado na parte C-terminal de cada uma (modificado de Sappington e cols.,
2002b)

transferéncia de triglicerideos). A MTP é conservada em todos 0s eucariotos, e seu
papel foi particularmente estudado na biossintese de lipoproteinas de mamiferos. Em
humanos, defeitos genéticos associados a MTP ocasionam uma doenc¢a conhecida
como abetalipoproteinemia, caracterizada pela auséncia quase completa de lipopro-
teinas que possuem apolipoproteina-B como componente (LDL e VLDL) (Schneider,
1996). A MTP é ativa no reticulo endoplasmatico onde atua em conjunto com a PDI
(protein disulfide isomerase; isomerase de dissulfeto proteico), uma enzi-
ma/chaperonina da familia das tioredoxinas responsavel pela montagem das pontes
dissulfeto entre cisteinas adjacentes na estrutura terciaria das proteinas (Fink, 1999).
Recentemente (Sellers e cols., 2005) mostrou-se que a MTP esta envolvida na mon-



tagem da vitelogenina do anfibio Xenopus laevis. Uma vez montadas as subunida-
des (e adicionados 0s agUcares e outros grupos prostéticos covalentemente ligados)
da vitelogenina elas se rednem (por meio de um dominio de dimerizacdo existente
na sua superficie; ver. Anderson e cols., 1998; Mann e cols., 1999) e passam pela
via de secrecao classica no complexo de Golgi. O controle da expressao dos genes
de vitelogenina sera discutido num item separado.

Processamento.

Logo apoés a biossintese no RER as VTG sofrem uma clivagem proteolitica para reti-
rada do peptideo sinal. Na passagem pela via de secrecdo, mais provavelmente no
trans-Golgi, em alguns insetos e talvez em nematoides, as vitelogeninas podem so-
frer uma clivagem endoproteolitica (Figura 3) que origina dois fragmentos assimeétri-
cos. Essa clivagem é realizada por uma serina protease da familia das subtilisinas.
Essa € uma familia de proteases, coletivamente conhecidas como convertases e que
estdo envolvidas no processamento de precursores de proteinas, principalmente
peptideos. A mais conhecida delas é a furina, a enzima responsavel pela clivagem
do precursor de insulina em mamiferos. A Gnica convertase caracterizada como ten-
do a vitelogenina como substrato, foi isolada por Chen e Raikhel (1996). Essa enzi-
ma foi co-expressa em lisado de reticulécito juntamente com a vitelogenina e assim
foi possivel mostrar que ela € capaz de fazer o processamento observado in vivo. No
genoma de C. elegans foram encontrados quatro genes que codificam convertases
(kpc-1 a kpc-4) (v. http://www.wormbase.org). Esses genes provavelmente codificam
em torno de 14 isoformas de convertases, por “splicing” alternativo de seus transcri-
tos (Thacker & Rose, 2000). Baseado em similaridade de sequéncia com a conver-
tase de mosquito, Winter (2002) sugeriu que KPC-1 seria a convertase envolvida no
processamento do precursor de YP115 e YP88 (Figura 4). Experimentos de RNAI
(interferéncia por RNA; ver http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_interference) em linha-
gens mutantes de C. elegans para cada um dos quatro genes de convertase suge-
rem, no entanto, que ha uma redundancia de funcédo e que todas as KPCs sao capa-
zes de processar o precursor de YP115 e YP88 (Nico, 2008). O sitio de clivagem do
precursor de VT2 e VT3 de Oscheius tipulae (Winter, 1992) foi determinado por se-
qguenciamento como sendo KR|SS (Almenara e cols., em preparacao; Winter, 2002),
engquanto o de C. elegans foi obtido por alinhamento com o de O.tipulae e deve ser
KR|AS (Winter, 2002). Quando alinhado as outras vitelogeninas de C. elegans que
nao sdo processadas vemos que as mesmas posi¢cdes sao substituidas por RR|I/VQ.
Parece, portanto, que a convertase envolvida necessita de uma lisina e uma arginina
nas posicoes P2 e P1 respectivamente. A presenca de uma glutamina na posicao
P2’ pode ser responsavel por impedir a clivagem.

Transporte.

Uma vez exocitada das células do 6rgdo onde ocorreu a biossintese, a vitelo-
genina ira para o hemoceloma ou pseudoceloma da fémea. Se dosada neste mo-
mento em uma fémea vitelogénica, sua concentracdo sera muito baixa, pois a maio-
ria da vitelogenina € imediatamente sequestrada pelos ovécitos em crescimento. No
entanto, quando induzida em machos pela injecdo de horménio, sua concentracao
pode atingir niveis muito elevados, exatamente por ndo haver endocitose pelos ovo-
citos em animais deste sexo. Dados obtidos por Sharrock (1984) mostram que, dife-



rente da vitelogenina de Aédes aegypti que é processada intracelularmente, o pre-
cursor de YP88/YP115 de C. elegans € processado no pseudoceloma.

Transcrigdo Tradugéo Processamento
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Figura 4. Genes e proteinas envolvidas na producéo das proteinas do vitelo de
Caenorhabditis elegans. Na coluna corresponde ao numero de EST’s a area dos
retdngulos corresponde ao numero de EST’s encontrados no WormBase, de acordo
com Winter (2002).

Endocitose.

A internalizacdo da vitelogenina pelo ovdcito ocorre através da pinocitose me-
diada por receptores, que numa ultima fase gera vesiculas recobertas de clatrina no
citoplasma da célula. O receptor responsavel pelo reconhecimento da vitelogenina
pertence a familia dos receptores de LDL (lipoproteina de baixa densidade) dos ma-
miferos. Essa familia multigénica esta representada somente nos metazoarios e cor-
responde a proteinas com diversos dominios repetidos (ver Figura 5). O principal
dominio, que caracteriza a familia, é a repeticdo de interacdo com o ligante. As pro-
teinas codificadas nesta familia multigénica variam de 100 a 600 kDa e participam de
diversos processos que envolvem o reconhecimento de ligantes soluveis. Os ligantes
sdo geralmente lipoproteinas, como a LDL, VLDL ou vitelogenina (Schneider, 1996;
Herz e Bock, 2002). De nosso interesse aqui sdo os receptores de vitelogenina
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Figura 5. Esquema da estrutura primaria de alguns membros da superfamilia
dos receptores de lipoproteina. Notar a variagdo do numero de repeticbes do do-
minio de ligagdo entre os diferentes membros. Megalina é uma proteina de membra-
na, de aproximadamente 600 kDa, envolvida no metabolismo de vitamina D e ho-
meostase renal, além de um papel indefinido no desenvolvimento do cérebro em
mamiferos (Modificado de Grant e Hirsh, 1999).
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(VTGR), cujo tamanho varia de acordo com a espécie: em vertebrados eles tém en-
tre 95-115 kDa, enquanto em insetos eles tém praticamente o dobro do tamanho,
estando entre 180 e 214 kDa (Sappington e cols., 1996). Em C. elegans o receptor
de vitelogenina (RME-2; Grant e Sato, 2006) tem aproximadamente 106 kDa, sendo
um dos menores conhecidos e colocando-o proximo dos de vertebrados. Na Figura
5 vemos que o que varia nesses VTGR é o numero de repeticdes que interagem com
o ligante (VTG). Interessante notar que apesar das proteinas do vitelo de Drosophila
melanogaster ndo pertencerem a mesma classe das vitelogeninas, elas sao reco-
nhecidas pelos receptores e internalizadas nos ovocitos de Anopheles gambiae
(Bownes e cols., 2002) que utiliza vitelogenina e ndo YP. A similaridade de sequén-
cia entre os receptores de vitelognina de Aédes aegypti e o receptor de YP de Droso-
phila (Sappington e cols., 1996) € a explicacdo para os resultados de Bownes e cols.,
(2002).

A via de internalizagdo da vitelogenina estd sendo muito bem estudada em
Caenorhabditis elegans pelo grupo de Barth Grant (State University of New Jersey,
NJ, EUA) (Grant e Sato, 2006). Eles construiram uma linhagem transgénica deste
nematoide que secreta um dos polipeptideos da vitelogenina fundido com GFP
(Green Fluorescent Protein; proteina fluorescente verde) (YP170-GFP). Usando mu-
tantes induzidos quimicamente ou RNAI, foram capazes de identificar o gene do ne-
matoide que codifica o receptor de vitelogenina (denominado rme-2). A proteina
RME-2 possui um motivo NPXY tipico de dominios intracelulares que dirigem outros
membros da familia dos receptores de LDL para depressdes cobertas de clatrina. O
trafico do vitelo e dos receptores de vitelo depende das atividades das proteinas Rab
endociticas RAB-5, RAB-7 e RAB-11, conhecidos moduladores da endocitose em
todos os eucariotos. Em Oscheius tipulae, um nematoide rabditideo como C. ele-
gans, experimentos de “ligand-blotting” mostraram que as proteinas do vitelo intera-
gem especificamente com uma proteina de 100 kDa (P100) existente em hermafrodi-
tas adultos (Serino Jr e cols., 2008). A ligacao especifica com P100 também ocorre
com a proteina recombinante, correspondente ao lado N-terminal de VT3, expressa
em bactérias (Almenara e cols., em preparacao).

RME-8 uma proteina envolvida na tomada de VTG em C. elegans, cuja fungéo
€ desconhecida, possui uma ortéloga em Drosophila melanogaster, cujos mutantes
apresentam fenétipos parecidos aos mutantes de C. elegans. Dentre os insetos os
estudos mais recentes tém sido desenvolvidos pelo grupo do Dr. Alexander S
Raikhel da Universidade da Califérnia em Riverside (ver artigos em Reproductive
Biology of Invertebrates vol. XlI part B, 2005).

Durante a embriogénese parte do vitelo serd utilizada e parte sera mantida
como um “seguro” para o animal recém-nascido. Os lipideos serdo utilizados na
construcdo da membrana das células durante as clivagens embrionarias e como fon-
te de energia. As proteinas serdo degradadas a aminoacidos que serao reutilizados
na biossintese de novas proteinas. Este processo ndo ocorre aleatoriamente e deve
ser muito bem regulado, mas pouco se sabe sobre como isso acontece. Nem todo o
vitelo € consumido durante a embriogénese e o animal recém nascido ainda tem um
resto de vitelinas nas células do intestino. Em C. elegans dados recentes mostraram
gue uma catepsina L é essencial para esse processo (Britton e Murray, 2004). Muta-
cbes no gene cpl-1 que inativam uma catepsina L de C. elegans levam a um proces-
samento aberrante e/ou a mudancas conformacionais nas proteinas do vitelo que
resultam em fusdo anormal dos granulos de vitelo (Britton e Murray, 2004). Mutantes
de Drosophila num gene homodlogo de cpl-1 apresentam um fendtipo semelhante
(Gray e cols., 1998), mostrando que o papel desta catepsina é conservado nos
Ecdisozoa.
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Caracteristicas Estruturais das Vitelogeninas.

As vitelogeninas apresentam algumas propriedades em comum, apesar da
similaridade de sequéncia entre as proteinas de diversas espécies estar em torno de
35%. O esquema da Figura 3 mostra um resumo dos dados compilados por Sap-
pington e cols., (2002) sobre a estrutura primaria das vitelogeninas de Ecdisozoa.
Esses autores dividem a sequéncia primaria de aminoacidos das subunidades de
vitelogenina em cinco dominios conservados, numerados de | a V. Entre os insetos a
insercéo de sequéncias ricas em serina ocorre entre os dominios | e Il (em mosquito
h&a uma regido deste tipo também entre os dominios IV e V). Quando ha processa-
mento proteolitico por convertases, o sitio de clivagem esta geralmente também en-
tre os dominios | e Il, 0 que sugere que esta regido nao esta envolvida na manuten-
cdo da conformacao tridimensional da proteina. Existem poucos resultados sobre o
processamento pés-traducional das vitelogeninas de ecdisozoas, especialmente
quanto aos acucares covalentemente ligados. Nada se sabe sobre modificacbes por
lipideos ou glicolipideos covalentemente ligados as vitelogeninas. Em determinadas
espécies algumas regides da molécula possuem serinas agrupadas que séo fosfori-
ladas por proteinas quinase, geralmente caseina quinases que reconhecem “clus-
ters” (grupos) de fosfoserinas (Byrne e cols., 1989). Nos vertebrados essa regido rica
em serina € chamada de fosvitina, sendo retirada proteoliticamente apos sua interna-
lizag&o pelo ovacito (Wallace, 1985).

O estudo de difracao de raios-X de Anderson e cols., (1998) com a lipovitelina
de lampréia permitiu ter uma idéia da estrutura das vitelogeninas. Foi possivel mos-
trar que a estrutura das lipoproteinas plasmaticas humanas sdo comparaveis a estru-
tura das vitelogeninas (Mann e cols., 1999).

Genes de Vitelogenina: Estrutura e Controle de Expresséo.

Os genes de vitelogenina em ecdisozoas fazem parte uma familia multigénica.
Cada espécie contém um numero de genes que varia entre um e seis por genoma
hapléide e geralmente estéo localizados em pontos proximos do mesmo cromosso-
mo, sugerindo origem por duplicacdo. O fato de ndo haver uma relacdo conhecida
entre sequéncia de aminoacidos e fungao torna muito dificil definir os ortélogos entre
espécies diferentes de animais. A estrutura dos genes de vitelogenina foi estudada
em Aédes agypti (Sappington e cols., 2002) e no nematoide Caenorhabditis ele-
gans, além de Oscheius tipulae (Winter e cols., 1996; Winter, 2002). Em outros inse-
tos como Riptortus clavatus (Hirai e cols, 1998), Blattella germanica (Comas e cols.,
2000), Periplaneta americana Tufail e cols., (2000) e Leucophaea maderae (Tufail
and Takeda, 2002) foram isolados cDNAs de mRNAs transcritos dos genes de vite-
logenina e feitos estudos sobre controle hormonal da expresséo, mas néo a caracte-
rizacao da regido promotora.

O controle hormonal da expressao é feito por ecdisterona ou hormonio juvenil
em insetos e fatores desconhecidos em nematoides. Os genes que codificam vitelo-
geninas em vertebrados possuem promotores com elementos que respondem a es-
trogeno (ERE, estrogen responsive element), nos quais se liga o receptor do hormo-
nio que entéo dispara a transcricdo. O produto de transcricdo dos genes de viteloge-
nina (MRNAytc) tem em torno de 5Kb. O mRNAytc é extremamente estavel; em ver-
tebrados chega ter uma meia vida de alguns dias no citoplasma dos hepatocitos
(Wallace, 1985).
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Figura 6. Esquema das regides promotoras dos genes de vitelogenina de
Aédes aegypti (A) e Caenorhabditis elegans (B). Notar a presenga de elementos
GATA em ambos os genes. (modificado de Attardo e cols (2005)(A)e Yi e Zarkower
(1999)(B)). A proteina MAB-3 € um fator de transcricdo de C. elegans que se encon-
tra no fim da via de determinacéo de sexo, e esta envolvida no desenvolvimento da
cauda do macho, além da sintese de vitelogenina (A, modificado de Attardo e cols.,
2005; B, modificado de Yi e Zarkower, 1999 e Winter e cols., 1996).

Em insetos, os estudos sobre o controle da expressdo dos genes de viteloge-
nina foram feitos principalmente com mosquitos anautdgenos, onde a transcricao
desses e de outros genes envolvidos na vitelogénese, é desencadeada pela alimen-
tacdo sanguinea (Attardo e cols., 2005). A regido reguladora do gene de vitelogenina
de mosquito pode ser dividida em trés unidades principais (Figura 6A). A mais pro-
ximal é responséavel pela expresséo especifica no corpo gorduroso e € necessessa-
ria para estimulacdo por ecdisterona. O motivo principal desta regido € aquele reco-
nhecido pelo receptor de ecdisterona (Ec/RE). A segunda regido reguladora parece
ser um enhancer “hormonal”. A ecdisterona ativa indiretamente o gene de vitelogeni-
na através de uma hierarquia de genes intermediarios, chamados de genes precoces
gue codificam fatores que séo ativados por ecdisterona. Esses fatores se ligam a
essa regiao “enhancer’ e ativam a transcricdo. Finalmente, a terceira e mais distal
porcao, da regidao 5 do gene de vitelogenina de Ae. segypti contem sete sitios de
ligacdo da GATA. Delecdo desta porcao reduz o nivel de expressdo de um gene re-
poérter. Os fatores GATA séo importantes reguladores transcricionais que apresentam
tanto efeitos negativos como positivos sobre a transcricdo. A presenca de 11 sitios
de ligacdo de GATA na regido reguladora da vitelogenina de Ae. aegypti sugerem
que esses fatores tém um papel importante na regulacdo deste gene.

Em nematoides, os estudos de Blumenthal e cols., (v. revisdo em Winter,
2002) mostraram que a regido promotora dos genes de vitelogenina é rica em um
motivo da familia GATA, chamado VPE2 (CTGATAA) (Figura 6B). Um outro motivo
detectado na regido 5 dos genes de vitelogenina de C. elegans foi chamado de
VPEL (TGTCAAT). VPEL1 e VPE2 séo responsaveis pelo controle da intensidade de
transcricdo desses genes, mas ndo pela transcri¢do tecido especifica ou periodo es-
pecifica. Como é feito o controle temporal e tecidual dos genes de vitelogenina em
nematoides ainda € uma pergunta sem resposta (ouvir “The Unanswered Question”
de Charles Ives!). O controle sexo especifico depende de um outro motivo, reconhe-
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cido pela proteina MAB-3 (homdloga de DSX de drosdfila). Os dados de Yi e Zarko-
wer (1999) mostraram que a proteina codificada no gene mab-3, um dos genes que
estdo no fim da cascata de genes envolvidos na determinagdo de sexo de C. ele-
gans, é responsavel pela inibicdo da transcricdo dos genes de vitelogenina em ma-
chos. O reconhecimento de VPE2 talvez seja feito por ELT-2, um fator de transcricéo
da familia dos fatores GATA de C. elegans, mas faltam dados experimentais para
isso (v. discussao em Winter, 2002). Em Oscheius tipulae, um nematoide brasileiro
da mesma familia de C. elegans, o Unico gene de vitelogenina sequenciado também
apresenta motivos VPE1 e VPE2 na regido promotora (Winter e cols., 1996). No en-
tanto, ndo foi possivel encontrar motivos que fossem reconhecidos por um homologo
de MAB-3. Ou ndo existe um homadlogo de MAB-3 em O. tipulae ou 0s motivos reco-
nhecidos por OTI-MAB-3 estdo acima da regido pesquisada. O controle hormonal
dos genes de vitelogenina de C. elegans ndo pode ser confirmado até o momento. E
possivel que controle seja feito através de um derivado do colesterol (que os vermes
nao sao capazes de sintetizar, como os insetos) chamado de gamravali (em georgia-
no, “alguma coisa que ajuda na reproducgao”) (Matyash e cols., 2005) envolvido na
entrada em diapausa (formagao da larva “dauer” — de “dauerhaft’” = duradouro em
aleméao - em C. elegans) (ver Figura 3). Ainda sobre este aspecto, recentemente foi
identificado quimicamente o horménio da diapausa de C. elegans (Motola e cols.,
2006; Rottiers e cols., 2006), denominado &cido dafacrénico (acido A*-dafacrénico e
A’-dafacronico).

Evolucédo da Vitelogénese e o Transporte de Lipidios.

Durante a evolucdo dos seres vivos um dos eventos mais importantes foi o
aparecimento de uma membrana lipidica semipermeével. No entanto, se a membra-
na impedia a diluicdo dos solutos necessarios ao metabolismo ela impunha uma bar-
reira para a troca desses solutos com o meio. Um problema ainda mais complicado
também surgiu: a membrana precisava ser biossintetizada a partir de precursores
muito pouco sollveis em meio aquoso, os acidos graxos. Além disso, como nos or-
ganismos atuais, esses acidos graxos deveriam ser uma importante fonte de energia
para a célula. Assim, o transporte, armazenamento e metabolismo de lipideos foram
alguns dos primeiros problemas a serem resolvidos pela célula primitiva.

Para transportar e armazenar esses lipideos dentro da célula surgiram protei-
nas especificas para cada um dos compostos dessa classe, chamadas
LIPOPROTEINAS. Hoje em dia essas proteinas sdo encontradas em todos os proca-
riotos e eucariotos (multi e unicelulares). A sobrevivéncia de animais unicelulares
nao depende exclusivamente da troca de metabdlitos entre individuos.

No entanto, quando a multicelularidade aparece, com ela surge a diferencia-
cao celular: algumas células produzem (ou captam do meio) metabdlitos que sdo
necessarios para a sobrevivéncia das outras. Entre esses metabdlitos essenciais
estdo, com certeza, os lipideos. Assim, as proteinas que antes eram responsaveis
pelo transporte intracelular de acidos graxos, agora deverdo transportar lipideos ex-
tracelularmente. Como os estudos recentes de filogenia parecem mostrar que o ce-
loma é um traco basal entre os metazoarios, o seu desaparecimento em alguns taxa
dos Bilateria pode ser considerado como uma caracteristica derivada. Essa transicédo
em taxa acelomados pode ter sido concomitante a perda das lipoproteinas secreta-
das para o meio liquido extra-tecidual (celoma ou pseudoceloma), agora ndo mais
necessarias. Os cestoides, parasitas acelomados, possuem células especiais dentro
de seus ovos que sao responsaveis pela biossintese de lipideos que seréo utilizados
pelo embrido em crescimento (Swiderski e Xylander, 2000), mas nao produzem lipo-
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proteinas extracelulares. Até o momento néo foi detectada nenhuma proteina homo-
loga a vitelogenina entre os platelmintos (ver discussdo em Winter, 2002). Este é um
ponto controverso e que certamente precisa ser esclarecido por algum “arthrominti-
co” intrépido!

As lipoproteinas se dividem em duas classes baseadas no tamanho das suas
apoproteinas: LLTP (Large lipid transfer proteins; grandes proteinas transportadoras
de lipideos) e SLTP (Small lipid transfer proteins; pequenas proteinas transportado-
ras de lipideos) (sobre a SLTPs de nematoides ver Solovyova e cols., 2003). Ambas
as classes apresentam membros intracelulares e membros extracelulares. As LLTP
s8o na sua maioria proteinas extracelulares. As suas apolipoproteinas possuem em
torno de 1400-1600 aminoacidos (160-200 kDa), mas podem chegar a mais de 4000
aminoécidos (apo B de reptéis, aves e mamiferos). As SLTP apresentam membros
intracelulares, envolvidos no transporte e armazenamento de acidos graxos, e mem-
bros extracelulares. As suas apoproteinas sao pequenas e possuem menos de 20
kDa (Storch e Thumser, 2000).

O alinhamento de diversas LLTP permitiu a Babin e cols., (1999) sugerir que
todas elas tém um mesmo ancestral comum (Figura 7). Esta hipétese pode ser ver-
dadeira, mas nédo podemos descartar que as similaridades de sequéncia possam
estar relacionadas a similaridade de funcédo, uma vez que regides conservadas nas
vitelogeninas sdo semelhantes a outras proteinas que nada tém a ver com transporte
de lipideos.

Uma outra hipétese para a origem das diversas lipoproteinas € que elas te-
nham surgido por recombinac¢éo intragénica. Isso explicaria a existéncia de dominios
com alta similaridade entre proteinas de fun¢fes tdo diferentes quanto apolipoprotei-
na B e fator de von Willebrand, ou entre vitelina de Boophilus microplus (um aracni
deo) e a luciferase secretada de Vargula hilgendorfii (um crustaceo; Thompson e
cols., 1989).

Nos protostdbmios as LLTP extracelulares compreendem principalmente as
vitelogeninas (em ecdisozoa e alguns lofotrocozoa) e as lipoforinas (em insetos).

Macromoléculas que possuem uma afinidade especifica, mas sem atividade
catalitica sdo chamadas de “emphores” (Pardee, 1968). Este termo cunhado ha mais
de quarenta anos atras por Arthur Pardee, um aluno de Linus Pauling, engloba prin-
cipalmente proteinas que carregam pequenas moléculas através do corpo. Nesta
época pouco se sabia sobre as lipoproteinas plasmaticas. Mas a transferrina ja foi
considerada por ele como um “emphore”.

O motivo pelo qual Pardee sugere o nome "emphore" é que algumas protei-
nas, que ndo possuem atividade enzimatica nem sdo proteinas estruturais (como
hemoglobina, anticorpos e albumina) possuem uma grande importancia biologica.
Essas proteinas fazem parte de um grupo de macromoléculas que se ligam especifi-
camente a pequenas moléculas ou subgrupos moleculares, e assim permitem sua
atividade biolégica. Uma classe importante de “emphores” sao as lipocalinas, peque-
nas proteinas secretadas que possuem diversas propriedades de reconhecimento
molecular: capacidade de se ligar moléculas hidrofobicas pequenas (como o retinol),
ligacdo a receptores especificos na superficie de células e formagdo de complexos
macromoleculares (ver Flower, 1996).
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Figura 7. Estrutura e Filogenia das LLTPs. (A) Dominios presentes nos membros
das LLTPs. O médulo LLT (também chamado de dominio Vitelogenina_ N ou domi-
nio LPD-N), dominios DUF1081 (DUF = domain of unidentified function) e VWD (von
Willebrand domain) estéo indicados do lado N-terminal para o lado C-terminal das
proteinas. (B) Reconstrucéo filogenética da superfamilia de LLTPs por inferéncia
Bayesiana. Valores nos ramos correspondem a probabilidades posteriores. Somente
probabilidades posteriores >0,80 sdo mostradas. APO = apoB-like (apoB = apolipro-
teina B; apo Cr = apolipocrustaceina; aploLp-Il/I = apolipoforina II/1); VTG/C = VTGli-
ke (VTG = vitelogenina; CP = proteina coaguladora de crustaceos); MTP = proteina
microssémica de transferéncia de triacilglicerdis. (A, modificado de BABIN e
GIBBONS, 2009; B, modificado de Avarre e cols., 2007)
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Entre os metazoarios com simetria bilateral, muitos aspectos da vitelogénese
sdo comuns a diversas espécies oviparas, incluindo a estrutura da vitelogenina. Si-
milaridades do processo (Figura 2) em diferentes filos de animais sugerem que a
vitelogénese apareceu com o primeiro metazoario oviparo cerca de 600 milhdes de
anos atras (Conway Morris, 1998, 2000; Lynch, 1999). Durante a evolucdo dos me-
tazodrios, as proteinas vitelogénicas foram recrutadas para desempenhar outras fun-
cOes de transporte, principalmente no metabolismo de lipideos. Provavelmente mui-
tas, se ndo todas, as lipoproteinas plasméticas (e talvez algumas outras proteinas
secretadas neste meio, como o fator de von Willebrand envolvido na coagulacéo)
dos vertebrados atuais, originaram-se, por duplicacdo génica e divergéncia, de prote-
inas envolvidas na vitelogénese dos Bilateria ancestrais (Baker, 1988 a,b; Chen e
cols., 1997).

No inseto Rhodnius prolixus, embora ndo se tenha conhecimento da historia
evolutiva da vitelogenina, foram detectadas trés populagdes distintas de vitelinas fa-
cilmente separaveis em coluna de troca ibnica. Elas foram denominadas de VT1,
VT2 e VT3 por ordem de eluicdo na coluna (Salerno e cols., 2002). A marcacao das
trés populacbes de vitelinas com FITC e sua posterior injecdo em uma fémea em
fase vitelogénica resultou em reconhecimento pelo ovario e localizacéo diferencial no
interior dos ovocitos. A VT1 foi a Unica populacdo que se posicionou na regido peri-
férica dos ovocitos (Salerno, 2001; tese de doutorado). As func¢des desenvolvidas por
estas diferentes populacdes de vitelinas é ainda uma incégnita, mas ha ja algumas
evidéncias de que a VT1 é a primeira populacdo a ser utilizada na fase inicial da em-
briogénese deste inseto. Em Bombyx mori, este papel esta reservado para a proteina
eff-specific protein (Irie e Yamashita, 1983). Em Rhodnius prolixus foram identifica-
dos dois genes para vitelogeninas (Melo, comunicacao pessoal). A sintese de vitelo-
geninas ocorre no corpo gorduroso (Valle e cols., 1993), mas também nos ovarios,
especificamente no epitélio folicular (Melo e cols., 2000). A vitelogenina ovariana é
produzida preponderantemente em foliculos maduros (acima de 1,5 mm de compri-
mento) e quando analisada em coluna de troca i6nica se posiciona na coluna exata-
mente na posicao da VT1 sugerindo ser ela a molécula que é distribuida na periferia
do ovécito. A existéncia no genoma de Rhodnius prolixus de dois genes de viteloge-
ninas (Melo, comunicacao pessoal) sugere que a terceira vitelina € produto de uma
modificacdo pds-traducional. A analise mais detalhada das vitelinas mostrou que a
VT1 é a Unica populacdo que se encontra associada a ubiquitina (Mendonca comu-
nicacdo pessoal). A presenca de vitelinas associadas as ubiquitinas ndo € nova. Foi
ja caracterizada, em outros insetos, a presenca de ubiquitina associada a vitelina
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Figura 8 — Cladograma das proteinas do vitelo (YP) de D. melanogaster e M.
domestica, ESP (egg specific protein) de diferentes espécies de lepidoptera e
lipases de mamiferos e insetos. Arvore obtida por maxima parcimdnia. Notar a re-
lacdo entre as ESP e as YP de dipteros muscamorfas. Modificado de Sappington
(2002d).

(Dorai-Raj and Bradley, 1993; Giorgi e cols., 1999 and Cecchettini e cols., 2003).
Associou-se inicialmente a funcdo dessas vitelinas ubiquitinadas para serem degra-
dadas em proteasomas, mas no caso de Rhodnius prolixus observou-se que se trata
de monoubiquitinacdo (Mendonca comunicacdo pessoal) e assim ndo poderia ter a
funcdo de degradacdo em proteassomas ja que estes degradam somente proteinas
poliubiquitinadas (Coux e cols., 1996).

Gostariamos de citar aqui um paragrafo inteiro de Gerhart e Kirschner (1997)
sobre o papel da evolucao de novas proteinas na evolucdo dos metazoarios, que me
parece bastante apropriado para encerrar essa discussao:

“E dificil identificar quais proteinas novas permitiram aos animais se-
guir uma via evolutiva determinada que levou a um alto grau de dife-
renciagéo e especializagao celular, uma vez que a multicelularidade
acompanhada por alguma diferenciagao celular certamente foi tenta-
da diversas vezes... Em muitos casos a inveng¢ao de uma nova estru-
tura pode ser de menor significado que a invengcédo de um novo uso.
Usando a analogia do computador, o programa (“software”) geral-
mente dirige o desenvolvimento do “hardware”, ndo vice-versa.”
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As lipoproteinas parecem ser um bom exemplo de qual foi o papel das protei-
nas associado a uma estrutura importante como o celoma entre os metazoarios. E,
uma vez que o celoma é somente uma cavidade derivada da mesoderme podem ser
provaveis origens multiplas ou perdas mdultiplas na filogenia (Wilkins, 2002).

Outro componente do vitelo cuja origem foi recentemente estabelecida sao as
proteinas do vitelo dos Muscamorpha (ver explicacdo no item sobre biossintese).
Essas proteinas (YP) sdo semelhantes a uma classe minoritaria de proteinas encon-
tradas no vitelo de Lepidoptera (Sappington, 2002), mostrando um caso claro de co-
optacdo de uma proteina minoritaria para substituir a vitelogenina entre os Musca-
morpha (Figura 8).

A Evolucéo das Proteinas do Vitelo.

A origem evolutiva das vitelogeninas remonta a periodo anterior ao apareci-
mento dos animais com simetria bilateral, ha 500-580 milhdes de anos atras (Gerhart
e Kirschner, 1997; Conway Morris, 1998), uma vez que este tipo de lipoproteina ja foi
detectado em Cnidarios (Hayakawa e cols., 2006). As LLTPs incluem trés grupos de
proteinas diferentes: VTG/CP (vitelogeninas/ proteinas coaguladoras de crustaceos),
APO (apolipoproteinas plasmaticas) e MTP (proteina microssémica transferidora de
triacilglicerdis). Babin e colaboradores (Babin e cols., 1999; Avarre e cols., 2007) es-
tudaram a relacédo filogenética entre essas proteinas transportadoras de lipideos por
comparacao de suas sequéncias de aminoacidos. Esses autores mostraram que to-
das as LLTPs apresentam um maodulo conservado do lado N-terminal envolvido em
fungbes compartilhadas por todas elas. J& havia sido observado anteriormente que a
regido N-terminal das vitelogeninas é mais conservada que a C-terminal (Winter e
cols., 1996; Chen e cols., 1997). Mais recentemente, ao estudar a “vitelogenina” de
crustaceos Avarre e cols., (2007) mostraram que essa lipoproteina esta mais proxi-
ma das lipoforinas de insetos (grupo APO,) do que das VTG/CP, devido principal-
mente a presenca do dominio DUF1081, de funcdo desconhecida, que compartilham
com outras lipoproteinas do grupo APO. Este dominio estd ausente do grupo
VTG/CP (Vitelogeninas/Proteina Coaguladora de crustaceos) e talvez esteja envolvi-
do na interagdo intracelular das LLTPs do grupo APO com a MTP o que, segundo
Avarre e cols., (2007), talvez explicasse a montagem da vitelogenina do anfibio Xe-
nopus laevis por uma forma mutante da MTP humana incapaz de montar correta-
mente a apo-B humana (Sellers e cols., 2005).

Se a maioria dos animais existentes na face da terra € ovipara e consequen-
temente utiliza a vitelogenina como precursor do vitelo, podemos imaginar que o an-
cestral comum também era oviparo e produzia vitelogenina. Portanto, os animais
viviparos seriam derivados deste ancestral oviparo pela perda da capacidade de
produzir ovos. Alguns insetos, como Glossina morsitans morsitans, a mosca tse-tseé
transmissora da tripanossomiase africana, sdo ovo-viviparos. As fémeas de tsé-tse
s6 fertilizam um ovo por vez e mantém cada ovo dentro de seu Utero para que a lar-
va se desenvolva ali apos a ecloséo até o terceiro estadio (= instar, em inglés), uma
estratégia conhecida como viviparidade adenotrofica. Durante o tempo que as larvas
passam dentro da mée elas se alimentam de uma secrecéo produzida por glandulas
especiais na parede do utero. A analise dos genes de proteinas do vitelo (YP) de G.
m. morsitans mostrou que essa mosca, diferente de drosdfila, mosca doméstica e
outros dipteros ciclorrafos, possui somente um gene de YP. Além disso, esse gene
nao € transcrito no corpo gorduroso e a producao de YP é restrita as células folicula-
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res do ovario (Hens e cols., 2004). Assim, durante a evolucéo da viviparidade houve
uma reducdo do numero de genes de YP e uma mudanca do sitio de expressédo. No
entanto o caso mais bem documentado de perda de genes de vitelogenina é o dos
vertebrados, especialmente no caso dos mamiferos.

O seguenciamento dos genomas de diversos vertebrados oviparos permitiu
analisar a evolugédo da organizacdo dos genes de vitelogenina dentro dos cromos-
somos. Foi possivel assim, comecar a resolver qual seria o destino dos genes de
vitelogenina nos vertebrados viviparos. Uma vez que os ancestrais destes vertebra-
dos deveriam ser oviparos, teriam os genes de vitelogenina desaparecido do geno-
ma, ou teriam sido eles cooptados para outras fungbes? O sequenciamento do ge-
noma do ornitorrinco (Warren e cols., 2008) forneceu a chave para que se comecas-
se a responder esta pergunta. Estudos sobre as vitelogeninas de monotremos, mar-
supiais e placentarios mostrou que os genes de vitelogenina foram perdidos nos
mamiferos a medida que se adquiria a capacidade de produzir leite de maneira con-
tinua (Brawand e cols., 2008; Babin, 2008). Brawand e cols., (2008) observaram que
o0 acumulo de indels e cédons de parada restringe-se aos pseudogenes de viteloge-
nina presentes nos genomas. Além disso, esse acumulo também pode ser observa-
do nos exons de genes de vitelogenina restantes no genoma de marsupiais. Mesmo
em mamiferos placentarios as regifes sinténicas as vitelogeninas de ornitorrinco
ainda possuem restos “fosseis” dos exons dos genes de vitelogeninas observados
nos monotremados (Brawand e cols., 2008). A analise filogenética dos genes de vite-
logenina de peixes permitiu associar a duplicacdo desses genes com a irradiacao
dos peixes (Finn e Kristoffersen, 2007). Esses autores propuseram uma classificacao
dos genes de vitelogenina de vertebrados baseada no padréo de duplicagdo génica
ocorrida durante a evolucdo deste grupo e eventos de poliploidizacdo. Pelos dados
destes autores, vemos que os vertebrados terrestres possuem somente genes deri-
vados dos genes ancestrais VtgA e VitgB. Ja os peixes 0sseos mantiveram VtgA e
VtgC. A grande irradiacdo adaptativa dos peixes 6sseos (os vertebrados com maior
namero de espécies no planeta) se deveu em parte a diferentes estratégias de utili-
zacdo da proteina codificada em VtgA (v. discussdo em Finn e Kristoffersen, 2007,
Kristoffersen e cols., 2009).

As Proteinas de Vitelo Nao-Vitelinas em Insetos.

Como discutido anteriormente a vitelina € uma forma pouco processada da
vitelogenina circulante que é acumulada nos ovocitos em crescimento no interior de
granulos de vitelo. Embora as vitelinas sejam as proteinas majoritarias dos ovos ou-
tras proteinas de origem ndo vitelinica sdo também acumuladas nos ovécitos e exer-
cem funcdes especificas e importantes durante o desenvolvimento embrionério (Tel-
fer. 2002, Sappington et.al., 2002, Masuda e cols., 2004; Atella e cols., 2005).

O vitelo é composto de uma grande quantidade de proteinas que auxiliam o
desenvolvimento embrionério fornecendo energia e precursores para a construcao
da larva. Uma pequena quantidade de carboidratos, vitaminas, outros compostos
nao protéicos e minerais sdo também encontrados no vitelo (Yamashita e Indrasith,
1988).

Dentre as proteinas nao vitelinicas as mais conhecidas estédo a Lipoforina (Lp)
que € a proteina majoritaria na hemolinfa dos insetos (Chino et.al. 1981). Microvite-
logenina (MVTG) (Telfer e Pan, 1988; Kawooya et.al., 1883; Kawooya et.al. 1986);
paravitelina (Telfer e Kulakosky, 1984); egg-specific protein (ESP) semelhante a pa-
ravitelina e proteina de 30 kDa (Zhu et.al. 1986); follicle-specific protein ou proteina
especifica de foliculo (Tsuchida et.al. 1992); insectcyanin (Cherbas, 1973 e Kang e
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cols., 1995); proteina ligadora de calcio de Rhodnius (RCBP=Rhodnius calcium bin-
ding protein) (Silva-Neto e cols., 1996); proteina ligadora de heme de Rhodnius
(RHBP=Rhodnius Haem-binding protein) (Oliveira e cols., 1995), enzimas associa-
das a vitelo como fosfatases e proteases (Fagotto, 1990; Fagotto, 1991; Takahashi e
cols., 1993; Izumi et.al, 1994; Giorgi e cols., 1999, Oliveira e cols., 2008; Fialho e
cols., 2002) e caseina quinases Il (CKIll) (Silva-neto e cols., 1996). Outras proteinas
existem, mas vamos discutir somente algumas. Para uma discussdo mais completa
ver Telfer (2002) Sappington et.al., 2002 e Masuda et.al. 2004, Atella et.al 2005.
Além de proteinas, organelas de vitelo que se diferenciam dos granulos de vitelo
classicos (especializados no acumulo de proteinas de vitelo) também foram caracte-
rizadas, como os acidocalcsiomos em ovos de Rhodnius prolixus. Estas organelas se
caracterizam por serem acidas e apresentarem um conteudo luminal bastante pecu-
liar, acumulando grandes quantidades de elementos como fosforo (na forma de PPi e
polifosfatos), calcio, magnésio, sodio, ferro e potassio e, curiosamente, contendo
baixas concentracdes de proteinas. Para melhor entendimento do leitor, os possiveis
papéis funcionais dos acidocalcisomos e dos polimeros de polifosfato em ovos de
Rhodnius prolixus serdo posteriormente discutidos nesta secao, dentro do contexto
das outras proteinas néao vitelinicas.

- Lipoforina - Durante o processo de ovogénese nos insetos, 0s ovocitos acumulam
uma grande quantidade de lipideos, que séo transportados por uma lipoproteina de-
nominada lipoforina. Portanto, em insetos o transporte de lipideos para o ovario nao
é feito exclusivamente pela vitelogenina como ocorre, aparentemente, nos nematoi-
des. A lipoforina € uma lipoproteina hemolinfatica que funciona como uma transpor-
tadora reciclavel de lipideos entre os 6rgdos que acumulam ou sintetizam e aqueles
qgue os utilizam (Chino e cols., 1981; Chino, 1985; Shapiro et.al. 1988). Em adicéo a
esta funcdo de entregadora reciclavel de lipideos entre os diversos érgaos, foram
encontradas quantidades significativas de lipoforinas no interior de ovocitos de Hya-
lophora cecropia (Telfer et.al. 1991), Manduca sexta (Kawooya e Law, 1988) Aédes
aegypti (Sun e cols., 2000). Em Rhodnius prolixus, ao contrario do observado em ou-
tros insetos, somente uma pequena quantidade de lipoforina foi encontrada nos ovo-
citos (Gondim, et.al. 1989) e associada primariamente as microvilosidades (Machado
et.al., 1996).

Detalhes sobre este processo de transporte de lipideos associado a lipoforina
sera analisado e discutido em um outro capitulo deste livro (Capitulo 7) e, portanto,
este assunto nao sera aqui extendido.

- Proteina Especifica de Ovo (ESP), Proteina de 30 kDa (30 kDa protein), Micro-
vitelogenina e Paravitelina- De ovos de Bombyx mori (bicho da seda) foram
isoladas trés proteinas principais: a vitelogenina, a proteina especifica de ovo (ESP =
egg-specific protein) e a proteina de 30kDa. A ESP é relacionada a YP de Drosophi-
la. A proteina de 30 kDa € uma proteina presente na hemolinfa de machos e fémeas
e homodloga a microvitelogenina de Manduca sexta. Esta proteina € sintetizada no
corpo gorduroso, liberada para a hemolinfa onde constitui a proteina mais abundan-
te. Esta proteina permanece na hemolinfa durante a fase larval e de pupa e na fase
adulta é endocitada pelos ovécitos (Irie e Yamashita, 1980; Izumi e cols., 1980). A
proteina isolada da hemolinfa e dos ovos séo idénticas sugerindo que ndo ha modifi-
cacbes poés-endociticas (Zhu e cols., 1986). A sua funcdo € desconhecida, porém
sabe-se que é utilizada durante a embriogénese periodo no qual 50% dela € consu-
mida.

A microvitelogenina foi originalmente descrita em Hyalophora cecropia por
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Telfer e Pan (1988). A microvitelogenina foi descrita também em Manduca sexta
(Kawooya e Law, 1983). As propriedades fisico-quimicas analisadas de amostras de
microvitelogenina originarias da hemolinfa ou do ovécito mostram que elas séo idén-
ticas nestes dois compartimentos. A sequéncia de nucleotideos do cDNA da microvi-
telogenina foi determinada e codifica uma proteina com 232 residuos de aminoaci-
dos (Wang e cols., 1988). Apesar de uma extensa caracterizagdo molecular a sua
funcdo especifica € ainda desconhecida. Curiosamente em Hyalophora cecropia
ovocitos produzidos por ovéarios implantados em machos ndo apresentam vitelogeni-
na, como esperado, mas apresentam microvitelogeninas (Pan e cols., 1994).

A proteina ESP é produzida no ovario e acumulada no interior dos ovécitos de
Bombyx mori (Irie e Yamashita, 1983; Ono e cols., 1975). Proteinas similares tém
sido descritas em outros insetos como Hyalophora cecropia (Bast e Telfer 1976; Tel-
fer e Kulakosky, 1984) e Aédes aegypti (Borowky e Van Handel, 1980). Experiéncias
de imunofluorescéncia demonstraram que em Bombyx mori essas proteinas se en-
contram no epitélio folicular e em granulos de vitelo (Irie e Yamashita, 1983).

Em Manduca sexta duas proteinas especificas de foliculo (FSP) semelhantes
a ESP foram isoladas do ovo e caracterizadas por Tsuchida e cols., 1992. Estas pro-
teinas ndo estédo presentes na hemolinfa, mas acumulam-se nos ovacitos.

Durante a fase inicial da embriogénese (6 a 7 dias) em Bombyx as concentra-
cOes relativas de vitelina e proteina 30kDa permanecem inalteradas, mas a ESP é
degradada desde o inicio (Irie e Yamashita., 1980). Ao final da embriogénese a ESP
é toda consumida, um tergo da vitelina e cerca de metade do contetdo da proteina
de 30kDa permanece na larva recém-eclodida para a sua diferenciacdo. Este padréo
de utilizacdo sugere que a proteina ESP € utilizada na formacédo do embrido desde
suas fases iniciais, mas as outras sao transferidas para a fase larval.

- Insectcianina - Muitos insetos séo verdes e produzem ovos pigmentados, que
se ajustam a cor das plantas, sugerindo uma camuflagem. A proteina azul, insectcia-
nina, foi isolada pela primeira vez da epiderme e hemolinfa de Manduca sexta por
Cherbas (1973). O grupo prostético que confere cor a insectcianina é a biliverdina.
Esta proteina € sintetizada durante a fase larval e persiste durante o estagio de pu-
pa. Na fase adulta, as fémeas sequestram a insectcianina da hemolinfa e a acumula
no interior dos ovocitos (Kang e cols., 1995) através de um processo mediado por
receptor especifico (Kang e cols., 1997). Esta proteina azul, quando combinada com
a de carotenoides derivado da dieta e associados a lipoforina produz a cor verde ca-
racteristica destes insetos assim como do ovo (Kawooya e cols., 1985).

- Transferrina e Ferritina - O ferro é um nutriente essencial para a maioria dos
organismos Vvivos especialmente para aqueles que apresentam metabolismo aerdbi-
co. O ferro é necessério a sintese de proteinas envolvidas no processo de respira-
¢éo, transducgéo de sinal, metabolismo de oxigénio. As principais proteinas envolvi-
das no metabolismo do ferro sé&o a transferrina e ferritina.

A transferrina ja foi descrita em varios insetos como Manduca sexta (Bartfeld e
Law, 1990); Blaberus discoidalis (Jamroz., 1993), Sarcophaga peregrina (Kurama
et.al., 1995), Aédes agypti (Yoshiga et.al., 1997); Drosophila melanogaster (Yoshiga
et.al.,, 1999); Riptortus clavratus (Hirai et.al, 2000). Recentemente a transferrina foi
caracterizada em Rhodnius prolixus e reconhecida tanto na hemolinfa assim como
no interior dos ovocitos. A transferrina isolada da hemolinfa e marcada com FITC
qguando reinjetada na hemolinfa, a proteina é reconhecida, endocitada e dirige-se
para a regido cortical dos ovacitos. Tal como a VT1, a transferrina encontra-se tam-
bém ubiquitinada ovos (Coelho, comunicacgéo pessoal). A funcdo conhecida da trans-
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ferrina nos vertebrados é transportar o ion férrico do intestino para os tecidos perifé-
ricos onde sao utilizados ou estocados. Nos insetos, o0 metabolismo do ferro foi revis-
to por Nichol et.al, (2002) e Law (2002).

Em Sarcophaga peregrina o ferro € transportado na hemolinfa pela transferri-
na e sequestrado pelos ovacitos (Kurama e cols., 1995). Foi sugerido que uma vez
dentro do ovdcito o ferro seria transferido para uma proteina maior possivelmente a
ferritina. A andlise do genoma de Drosophila melagaster ndo mostrou nenhum gene
semelhante ao receptor de transferrina de vertebrados. Por causa disso, foi sugerido
que a transferrina de insetos poderiam ter uma funcéo algo diversa daquela de ver-
tebrados (Nichol e cols., 2002). Neste mesmo ano, Van Hoof e cols.,(2002), demons-
traram que células CHO transfectadas com receptores de lipoforinas de alta densi-
dade (HDLp) eram capazes de internalizar lipoforinas. O fato curioso é que as lipofo-
rinas co-localizavam com a transferrina de mamiferos nos mesmos compartimentos
sugerindo que o lipoforina € internalizada via 0 mesmo sistema da transferrina. O
receptor de lipoforina é homdlogo ao receptor de VLDL (Dantuma e cols., 1999) e
capaz de internalizar proteinas nao relacionadas ao metabolismo de lipideos. E pos-
sivel, portanto, especular que o receptor de lipoforina poderia ser em si o receptor
para transferrina, o que explicaria a sua internalizacdo nos ovaocitos (Kurama e cols.,
1995) mesmo na auséncia de receptor de transferrina de mamiferos. De qualquer
maneira, independente do que possa ser receptor transferrina nos insetos, se € que
ele existe, este assunto merece ser reinvestigado. E interessante notar que a “vitelo-
genina” de ourigo-do-mar (um deuterostdmio, como os vertebrados) é uma proteina
ligadora de ferro tipo transferrina, sendo a principal proteina do vitelo, mas estando
presente também na gbnada masculina de Strongylocentrotus purpuratus (Brooks e
Wessel, 2002). Recentemente foi identificado a presenca de transferrina na hemolin-
fa e ovos de Rhodnius prolixus. A curiosidade adicional é que elas estdo associadas
a ubiquitina. O papel da ubiquitina esta sendo investigada no momento (Coelho e
Soares comunicacao pessoal).

- Proteinas Ligadoras de Calcio -

- Proteina Ligadora de Calcio de Rhodnius (RCBP) - A RCBP (Rhodnius cal-
cium binding protein) é uma fosfoproteina capaz de ligar célcio, tem cerca de 18kDa
e foi isolada tanto da hemolinfa como dos ovo de R. prolixus. Experimentos utilizan-
do a RCBP isolada da hemolinfa e reinjetada em uma fémea em fase vitelogénica
demonstraram gue somente 0s ovarios eram capazes de internaliza-la (Silva-Neto e
cols., 1996). Embora a funcdo desta proteina ndo esteja esclarecida, acredita-se que
ela controle os niveis intracelulares de calcio nos ovdcitos e/ou ovos e esteja envol-
vida nos processos de fusdo de vesiculas, descritos acima, colocando em contato
enzimas e substratos que haviam sido previamente empacotados separadamente.
Adicionalmente, a caracteriza¢do de organelas similares a acidocalcisomos em ovos
de Rhodnius prolixus (Ramos e cols, dados ndo publicados), nos permite especular
gue a RCBP possa também estar envolvida na biogénese dessas organelas, ja que
acidocalcisomos contém além de calcio uma grande quantidade de fosforo na forma
de polifosfatos, o que explicaria em parte a baixa concentracdo dessa proteina no
interior dos ovacitos (Silva-Neto e cols., 1996).

- Calmodulina (CaM) - A CaM é uma proteina pequena (~17KDa) e acidica, en-
volvida na regulagéo de varios processos celulares controlados por via sinalizadas
por Ca** (Chin and Means, 2000). Esta pode ser considerada a principal calcium
sensor das células sendo encontrada em todos os modelos eucariéticos estudados
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até hoje. A CaM é formada por dois dominios globulares conectados por uma longa
a-hélice, sendo que cada dominio tem duas EF-hands (pequenos motifs que ligam
Ca”"). Dessa forma, cada molécula de CaM liga quatro moléculas de Ca**. Sua afini-
dade por Ca?* é de ~10°M, e por isso funciona como decodificadora, pois consegue
“sentir” quando a concentragdo de Ca®* no citoplasma aumenta. Sua interagcdo com
fons Ca** leva a exposicéo de sitios hidrofébicos que interagem diretamente com os
chamados “dominios ligadores de CaM”, encontrados em uma enorme variedade de
proteinas alvo (James e cols., 1995).

Em ovos de Blatella germanica, foi mostrado que a CaM é estocada em gran-
des quantidades, chegando a 0,9% do total de proteinas solives (Zhang e Kunkel,
1992; Yengar and Kunkel, 1995). Além disso, a auséncia da CaM na hemolinfa e a
sua biossintese em foliculos vitelogénicos sugerem que a CaM do ovo tem origem
ovariana. A CaM estocada nos ovos esta presente no compartimento citoplasmatico
gue circunda 0s ovos e ausente nos granulos de vitelo (Zhang e Kunkel, 1994). A
relacdo molar de CaM e vitelina na barata é de 1:1. Porém, durante o processo de
protedlise limitada da vitelina, o conteddo de CaM decresce muito, sugerindo sua
participacdo no programa de utilizacdo de vitelina.

Em Rhodnius prolixus, a CaM também parece estar associada aos processos
de degradacéo do vitelo. Foi observado, por RT-PCR quantiativo a partir de RNA
ovariano, que o0 mRNA de CaM de ovos de Rhodnius é encontrado em grandes
quantidades no 1° dia de desenvolvimento embrionario e que sua concentracgéo ten-
de a diminuir durante a embriogénese incial, até o treceiro dia de desenvolvimento.
Nos insetos Rhodnius prolixus e Periplaneta americana, foi demonstrado a ocorrén-
cia de eventos de fusdo de membranas entre as diferentes organelas de vitelo, e que
este processo é regulado por um aumento na concentracéo de Ca®" nos ovos, sendo
indispensavel para a degradacdo das proteinas de vitelo (Ramos e cols., 2006,
2007). Assim, é possivel que a elevacdo na concentracédo de Ca** necessaria para a
fusdo das organelas de vitelo seja o evento ativador de uma cascata de sinalizacao
via CaM durante a embriogénese inicial. De acordo com esses dados, quando se
injeta VT1 marcada com FITC em fémeas vitelogénicas, elas sao rapidamente endo-
citadas e sao estocadas em pequenas vesiculas no cortex dos ovos quando obser-
vadas ao microscopio de fluorescéncia. No entanto, a adi¢cdo de calcio ao meio induz
uma rapida migracdo da VT1 marcada com FITC das vesiculas menores para as ve-
siculas maiores, provavelmente através de processos de fusdo de membranas
(Mendonca comunicacédo pessoal).

- Calreticulina - A CRT € uma proteina de ~46KDa que funciona como proteina liga-
dora de Ca** (calcium buffer) e chaperona no limen do RE em diversas espécies
(Michalak e cols., 1999). A CRT liga Ca** com alta capacidade, e baixa afinidade e
também participa do dobramento de proteinas e glicoproteinas recém sintetizadas
pelo RE (Trombetta, 2003). A CRT é estrita de RE, sendo por isso, comumente utili-
zada como marcador desta organela (Gelebart e cols., 2005). Outras fungdes tais
como o seu envolvimento com o sistema imune de insetos, modulacdo da adesédo
celular, e apoptose (Johnson e cols., 2001) foram também relatadas. A CRT é com-
posta de dois dominios funcionais e estruturalmente diferentes (Ellgard e cols.,
2001). O dominio N forma uma estrutura globular com uma ponte dissulfeto. Essa
regido liga metais pesados como Zn** e interage com outras chaperonas do RE (Mi-
chalak, 1999). O dominio P contém uma regiédo rica em prolina e forma uma estrutura
de braco estendido. O dominio N e o dominio P juntos séo responsaveis pela unida-
de chaperona da CRT. Ja o dominio C é &cido, liga Ca** com alta capacidade (20-
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30mol Ca**/ mol proteina), e por isso é envolvido na sua funcdo de armazenar Ca®*
no limen do RE.

Em Rhodnius prolixus Ramos e cols. (2011) demonstraram que a expressao
de calreticulina é alta em foliculos vitelogénicos quando comparados com foliculos
maduros (inicio da coriogénese) sugerindo que o epitélio folicular desliga os genes
associados a ovogénese em geral, para ligar aqueles associados a coriogénese. No
entanto, a expressao da calreticulina é aumentada cerca de duas a trés vezes no
primeiro dia de embriogénese indicando a necessidade da presenca de reticulo en-
doplasmatico nesta fase de desenvolvimento. Por microscopia de fluorescéncia de-
monstrou-se que esta proteina se localiza na periferia dos ovos néo fertilizados, indi-
cando a presenca de reticulo endoplasmatico nesta regidao. Observou-se, por micros-
copia eletronica de transmissao (utilizando aticorpos acoplados a ouro coloidal), que
o reticulo endoplasmatico € majoritariamente formado por lamelas dispersas na regi-
ao cortical do ovoplasma. Apos a fertilizag@o, durante as primeiras 24 horas (quando
ocorre a divisdo nuclear e a celularizacéo (Kelly e Huebner, 1989), foram observadas
alteracdes estruturais no reticulo endoplasmético para uma configuragéo tipica de
reticulo rugoso (Ramos e cols., 2011), fato que foi associado com o0 aumento da ex-
presséo da calreticulina. Estes dados sugerem fortemente que a fertilizacao inicia o
processo de maturacao do reticulo endoplasmatico para que este se tornasse funci-
onal especialmente para a fase inicial do processo de embriogénese. E provavel que,
nesse contexto, o reticulo endoplasmatico participe de eventos de liberagéo de Ca*",
possivelmente participando da cascata que dispara a fusao entre as vesiculas, e na
sintese/montagem de novas proteinas importantes para as etapas do desenvolvi-
mento inicial, antes da transicdo do controle do desenvolvimento maternal para o
zigoto.

- Proteina Ligadora de Heme de Rhodnius (RHBP) - O pigmento rosa presente na
hemolinfa de Rhodnius prolixus, que é acumulado nos ovocitos como descrito por
Wigglesworth em 1943, é na realidade a proteina RHBP descrita por Oliveira e cols
(1995), nao relacionada a hemoglobina. Wigglesworth denominou essa proteina de
“katahemoglobina”, uma forma parcialmente degradada da hemoglobina do hospe-
deiro. Hoje sabemos que se trata de uma proteina de 15 kDa sintetizada pelo corpo
gorduroso. O cDNA da RHBP ja foi clonado e sequenciado (Paiva-e-Silva e cols.,
2002). Sabe-se que a RHBP € uma proteina de 128 aminoacidos e a sua sequéncia
nao apresenta similaridade com qualquer outra proteina conhecida até o momento
(Paiva-e-Silva e cols., 2002). A sua estrutura vem sendo investigada (Nagem e cols.,
2001).

A forma circulante da RHBP na hemolinfa desses insetos ndo se encontra sa-
turada com heme (Oliveira e cols., 1995), 0 que permite que a apoproteina possa se
associar com uma molécula de heme se esta estiver disponivel. Isto de fato acontece
na hemolinfa destes insetos e tem uma funcdo antioxidante importante. Isto porque o
grupamento heme, liberado da molécula de hemoglobina durante o processo de di-
gestédo, do sangue do hospedeiro vertebrado, € um gerador de radicais livres (Vin-
cent e cols., 1988; Vincent, 1989; Aft e Muller, 1983; Smith, 1990). Na hemolinfa o
grupo heme, que atravessa a barreira digestiva (Dansa-Petretski e cols., 1995), se
associa prontamente & RHBP, que exerce sua agdo antioxidante ja que a forma as-
sociada ndo gera ou gera muito menos radicais livres. A apoRHBP tem portando
uma clara funcdo antioxidante protegendo as moléculas da hemolinfa (Dansa-
Petretski e cols., 1995).

A RHBP é sequestrada da hemolinfa pelos ovécitos vitelogénicos por um pro-
cesso mediado por receptor e direcionado aos granulos de vitelo (Machado e cols.,
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1998). Embora varios tecidos possam internalizar a RHBP o ovéario é de longe o or-
gao mais ativo que acumula esta proteina.

Um fato curioso € que quando se limita a quantidade de RHBP saturada na
hemolinfa, diminuindo a ingestdo de heme, mas mantendo niveis normais de vitelo-
genina e lipoforina, as fémeas de Rhodnius diminuem o nimero de ovos, apesar de
ter concentracdes normais de vitelogenina e lipoforina circulante. A simples adigéo
de heme na dieta faz com que as fémeas produzam o dobro do numero de ovos indi-
cando que ndo se tratava de restricdo protéica (Machado e cols., 1998). As fémeas
adotam a estratégia de diminuir o nimero de ovos, mas ndo produzem ovos sem
RHBP. Qual seria entdo a funcdo da RHBP nos ovos?

Uma vez que a RHBP isolada de ovdcitos se encontrava saturada de heme
(Oliveira e cols., 1995), sendo incapaz de interagir com outras moléculas do ligante,
ficava dificil estudar a sua funcéo antioxidante.

Braz e col., 2002 mostraram que a RHBP era utilizada durante o embriogéne-
se, mas que a quantidade total de heme néo variava até a eclosdo da ninfa de pri-
meiro estadio. Isto significava que a RHBP estava funcionando como uma transpor-
tadora de heme (do hospedeiro vertebrado) para a ninfa de primeiro estadio.

A primeira linha de defesa antioxidante do Rhodnius prolixus ndo € a RHBP,
mas sim a formacdo de um agregado de heme conhecido como hemozoina, que é
formado ainda no interior do intestino (Oliveira e cols., 1999). Este agregado evita a
passagem de heme, em larga escala, do [limen para a hemolinfa. Além desses me-
canismos de neutralizacdo dos efeitos do heme livre, foram descritas também enzi-
mas (Paes e Oliveira, 1999; Paes e cols., 2001) e presenca de acido urico (Souza e
cols., 1997), mostrando que a adaptacdo a dieta de sangue requer a associacao de
um eficiente sistema de defesa antioxidante.

Independentemente da dieta dentre os insetos de diferentes ordens, todos
produzem vitelogeninas que se acumulam no interior dos ovocitos, e que servem
como material de reserva para o desenvolvimento do embrido. As vitelinas chegam a
constituir de 60 a 90% do conteudo de proteinas de um ovocito maduro, e talvez por
esta razdo tem se negligenciado o estudo sobre as outras proteinas nado vitelinicas.
No entanto, estas proteinas nao vitelinicas, caracteristicas de cada inseto, parecem
exercer funcdes bastante especificas como a que vimos em Rhodnius prolixus. As
fémeas de Rhodnius prolixus ndo produzem expontaneamente ovos sem RHBP
(Machado e cols., 1998). No entanto, a utilizacdo da tecnologia de RNAi mostrou
que as fémeas de Rhodnius prolixus nesta condicdo experimental sdo capazes de
produzir ovos sem RHBP, mas que ovos mesmo fertilizados sao invidveis mostrando
a importancia dessa molécula na vida desse inseto (Paiva-e-Silva comunicacao pes-
soal). De fato, a auséncia de grupamentos heme torna inviavel a vida desses embri-
des. Braz e cols., (2002) ja haviam demonstrado que a RHBP tinha como funcao
transportar grupamentos heme do organismo materno para o desenvovimento do
embrido.

Em Bombyx mori foi possivel produzir ovos viaveis na auséncia de vitelina
(Yamashita e Irie, 1980). Estes dados mostram que a vitelina ou vitelogenina podem
ser substituidas por outras proteinas, sugerindo que sejam importantes, mas nao
essenciais para a maturacédo de um ovo e formacado de um embrido. Por outro lado,
as proteinas nao vitelinicas do ovo parecem ser essenciais para o desenvolvimento
do embrido. Durante a evolugcdo este fenbmeno pode ter ocorrido no ancestral dos
Diptera muscamorfa, cuja vitelogenina foi substituida por uma lipoproteina lipase que
originou o que hoje chamamos de “yolk proteins” (YP) desses insetos (ver item 2;
Sappington, 2002).
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- Caseina-Quinasell - A caseina quinase Il (CKIl) € uma enzima oligomérica,
que fosforila preferencialmente residuos de serina e treonina e sdo encontradas na
maioria das células. Elas regulam atividades fundamentais da célula como cresci-
mento e diferenciacdo (Hanks e cols., 1988). Esta enzima fosforila um largo espectro
de substratos como fatores de transcricdo, proteinas envolvidas na regulacdo do ci-
clo celular, enzimas do metabolismo intermediario e proteinas do citoesqueleto (Pin-
na, 1994). O envolvimento da CKIl com o desenvolvimento embrionario foi relatado
por Glover e cols., (1983) em Drosophila melanogaster, e Schneider e cols., (1986)
em camundongos e em células tumorais. Hu e Rubin (1990) em C. elegans mostra-
ram que a atividade da CKIl & muitas vezes maior no embrido do que em extratos
citossolicos e que estavam associados ao aumento dos niveis de RNA mensageiros.
Em Rhodnius prolixus, foi também demonstrado por Fialho e cols., (1999) aumento
na atividade da CKIl associado ao desenvolvimento embrionario com um pico mar-
cante da fosforilacdo da vitelina em torno do terceiro dia apds a ovoposicao, e que
este aumento da atividade era dependente de fertilizacdo. Estes dados sugerem que
a CKIll deva estar associada principalmente a utilizacdo da vitelina para dar apoio ao
processo de proliferacdo celular do embrido, ja que o processo inicial de celulariza-
céo ocorre ainda no 1° dia de desenvolvimento (Kelly e Huebner, 1989). Adicional-
mente foi verificado que a atividade da CKIl quando ensaiada contra caseina exége-
na a atividade continua aumentando ao longo da embriogénese atingindo o seu pico
de atividade em torno do 7° dia e se mantendo alto até o 12° dia quando entéo de-
cresce. Estes dados sugerem a existéncia de um complexo jogo de fosforilacdes da
vitelina e desfosforilacbes de polifosfatos para que a vitelina possa ser acessada pe-
la catepsina D para ser utilizada pelo embrido.

- H'-Pirofosfatase Vacuolar (V-H*-PPase) - A atividade proton-pirofosfatasica foi
inicialmente descrita em vacuolos de plantas (Karlsson, 1975), associada a membra-
na e capaz de gerar um gradiente de prétons, pela sua translocacao, acoplada a hi-
drélise de PPi (Baykov e cols., 1999; Maeshima, 2000). Em animais a atividade desta
enzima foi descrita pela primeira vez em Rhodnius prolixus por Motta e cols., 2004,
em fracdes de membrana de ovos e ovarios deste inseto. Esta enzima foi localizada
por imunomarcacdo em membranas de granulos de vitelo por microscopia Optica e
eletrbnica de transmissdo. Tanto a adicdo de PPi assim como ATP foram capazes de
acidificar alguns granulos mostrando a presenca dessas duas enzimas no interior
dos ovdcitos. A atividade de hidrdlise de PPi e o bombeamento de H* s&o inibidos na
presenca de NaF, célcio e anticorpos anti V-H*-PPase. Dois tipos diferentes de V-H'-
PPases foram descritas: o tipo | é fortemente dependente de K* e moderadamente
Ca"". Embora se observe somente 36% de identidade entre as V-H*-PPases do tipo |
e tipo Il (Drozdowicz e cols., 2000; Drozdowicz and Rea, 2001; Mclintosh e cols.,
2001), observa-se alta homologia entre as V-H'-PPases do tipo | de diferentes orga-
nismos. V-H*-PPases sdo comumente encontradas em vacuolos, cromato6foros, ar-
cheobactérias, bactérias fotosintéticas e em acidocalcisomos de protozoarios parasi-
tos como Trypanossoma cruzi, Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii (Balts-
cheffsky e cols., 1999; Rodrigues e cols., 1999; Mitsuda e cols., 2001; Docampo and
Moreno, 2001; Perez-Castineira e cols., 2002). Tendo em vista que organelas simila-
res a acidocalcisomos foram recentemente encontradas nos ovos de Rhodnius proli-
xus (Ramos e cols., dados néo publicados) acredita-se que a atividade PPasica des-
crita por Motta e cols., 2004 esteja associada a esta organela, com discutido abaixo.
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Acidocalcisomos e Polifosfatos

Acidocalcisomos sdo organelas encontradas em varios microrganismos, sen-
do mais bem descritas em modelos de protozoérios (Docampo e cols., 2005). Estas
organelas sao caracterizadas por sua natureza acidica e eletrondensa, e por acumu-
larem fosfato (na forma de Pi, PPi e polifosfato) e varios cations como Mg*", Ca*,
Na® e K. O contetido de elementos dos acidocalcisomos é comumente estudado
usando a técnica de microanalise de raio-X por energia dispersiva, onde altas con-
centracdes de oxigénio, fosforo, calcio, sédio, zinco, potassio e, em menor quantida-
de, ferro sdo comumente detectadas. Diferentes enzimas envolvidas com o transpor-
te de Ca®" ja foram descritas na membrana dos acidocalcisomos como Ca*'-
ATPases e trocadores Ca*'/H*, sendo este Ultimo importante na liberacdo de célcio
por estas organelas. Além dos trocadores, duas bombas envolvidas com o transporte
de protons também foram caracterizadas: uma H*-ATPase vacuolar, e uma H*-
PPase, sendo esta ultima considerada como uma marcador para acidocalcisomos
(Docampo e cols., 2005). Recentemente, a presenca de acidocalcsiomos tem sido
descrita em ovocitos e ovos de diferentes animais, como o0s ouricos do mar, galinha
e insetos como a P. americana (Motta e cols., 2009) e Rhodnius prolixus (Ramos e
cols., 2011). O papel funcional dos acidocalcisomos em modelos de embriogénese
ainda nao foi descrito, mas recentemente foram investigadas algumas especulagoes,
principalmente em relacédo a seu contetdo de polifosfatos.

Polifosfatos sdo polimeros de fosfatos unidos por ligac6es fosfoanidridos de
alta energia. Estes compostos foram encontrados em diferentes compartimentos
subcelulares como ndcleo (Kumble and Kornberg, 1995; Lichko e cols., 2003), mito-
condrias (Abramov e cols., 2007; Campos e cols., 2008), lisossomos (Pisoni and Lin-
dley, 1992) e acidocalcisomos (Docampo e cols., 2005; Ruiz e cols., 2001). A pre-
senca de polifosfatos foi descrita em uma grande variedade de organismos desde
leveduras, algas e invertebrados (Kornberg, 1999; Kulaev and Kulakovskaya, 2000;
Kulaev e cols., 1999) até humanos (Docampo e cols., 2005). A presenca de polifos-
fatos em ovos de insetos foi inicialmente caracterizada por Gomes e cols., 2008 em
Periplaneta americana e posteriormente em Rhodnius prolixus (Gomes e cols.,
2010), onde se mostrou uma inibicdo parcial da protedlise de proteinas de vitelo na
presenca de polimeros de polifosfato (através da inibicdo de uma protease de vitelo,
explicado na préxima secao). Além disso, estes autores demonstraram também que
polifosfatos sdo também substratos para a fosfatase acida de Rhodnius prolixus. As
possiveis funcdes bioldgicas desses polimeros nos insetos serdo discutidas adiante,
tendo como pano de fundo o processo de embriogénese, especialmente no caso do
Rhodnius prolixus que sera o modelo biolégico utilizado para a discussao da embrio-
génese nos insetos.

- Hidrolases - Os ovos de artrépodes acumulam uma grande quantidade de vitelo
durante a ovogénese (Hagedorn e Kunkel, 1979; Postlethwait and Giorgi, 1985 e
Raikhel e Dhadialla, 1992, Atella e cols., 2005), que serao utilizados durante o pro-
cesso de embriogénese pela acdo de hidrolases por um processo altamente regula-
do (Fagotto, 1990; Fagotto, 1991; Takahashi e cols., 1993; Yamamoto e Takahashi,
1993; Izumi et. al, 1994; Giorgi e cols., 1999).

- Proteases - Diferentes classes de proteases foram implicadas no processo de de-
gradacéo vitelo, desde proteases acidas como cysteino proteinases do tipo Catepsi-
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nas B e L (Medina e cols., 1988; Fagotto, 1990, Takahashi et.al. 1993), ou aspartico
proteinases (catepsinas D) (Nussenzveig e cols., 1992) a serino proteases neutras
(Ikeda et.al., 1990).

- Fosfatase Acida - Em Rhodnius prolixus, além de uma catepsina D foi também
descrita a presenca de uma fosfatase acida (Nussenzveig e cols., 1992). Uma curio-
sa relacao entre a atividade da fosfatase acida de Rhodnius prolixus, com a protedli-
se da vitelina foi observada por Fialho et.al., 2005. Neste trabalho foi demonstrado
que inibidores de fosfatases acidas eram capazes de inibir a protedlise de vitelinas
pela Catepsina-D, em Rhodnius prolixus. Este resultado, de dificil compreenséo a
época, foi resolvido pela descoberta recente de (Gomes e cols., 2010), que polifosfa-
tos séo inibidores de Catepsina D e que os polifosfatos s&o substratos para a fosfa-
tase acida de Rhodnius prolixus. Assim, a presenca de polifosfatos inibe a atividade
da catepsina D enquanto a fosfatase acida, ao remover o polifosfato, ativa a catepsi-
na D, explicando assim o resultado de Fialho e cols., (2005) mostrando que inibido-
res de fosfatases acidas inibem a atividade proteolitica. Esta relacdo entre atividades
de fosfatases acidas e proteases ndo parece estar restrita ao modelo Rhodnius proli-
xus. Em Periplaneta americana foi também relatada a existéncia de uma interrelacéao
entre a atividade de uma fosfatase acida com a atividade de uma cisteino-proteinase
associada a degradacao de vitelina deste inseto (Oliveira e cols., 2008).

Uma visdo bioquimica do Desenvolvimento Embrionério no Modelo Rhodnius
prolixus.

O Rhodnius prolixus talvez seja o modelo experimental onde um maior nume-
ro de informacdes sobre proteinas de ovos néo vitelinicas tenham sido acumuladas
na ultima década e com algumas de suas fun¢bes caracterizadas. Talvez por essa
razdo, ele nos permita desenvolver a seguinte hipétese de trabalho para ser explora-
da em futuro préximo.

- Uma hipétese de trabalho -

Os dados sobre as proteinas presentes no interior dos ovacitos de Rhodnius
prolixus, quando reunidos, nos permitem propor o seguinte raciocinio sobre o desen-
volvimento do embrido em sua fase mais precoce: a catepsina D é inibida pela pre-
senca de polifosfatos (Gomes e cols., 2010), portanto, para que a catepsina exerca
a sua funcéo sera necessario remover o polifosfato. O polifosfato por sua vez € subs-
trato para a fosfatase acida (Gomes et.al. 2010) e assim a fosfatase acida pode ati-
var a catepsina D pela remocao do polifosfato. Inibidores de fosfatases acidas ini-
bem a protedlise (Fialho e cols., 2005) indicando com clareza a existéncia desta re-
lacdo entre estas duas enzimas. A fosfatase acida por sua vez para ser ativada de-
pende do processo de fertilizacdo (Fialho e cols., 2002). As fosfatases de ovos nao
fertilizados de Rhodnius prolixus, ndo sao ativadas mesmo quando incubadas em
meio acido, o que diz a favor de um processo de ativacédo ainda desconhecido e de-
pendente de fertilizacdo. A ativacdo da fosfatase acida pelo processo de fertilizagédo
nao é suficiente para que o todo o processo de desenvolvimento embrionario possa
ocorrer. E necessario que simultineamente & ativacdo da fosfatase e conseqiiente
ativacdo da catepsina D, pela remocéo do polifosfato, ocorra também acidificacdo do
meio, pois ambas sao ativas somente em baixo pH. O processo de fertilizagao deve,
portanto, criar também um ambiente &cido favoravel as enzimas mencionadas e para
isso podemos especular sobre o papel das V-H*-PPases presentes no ovo de Rho-
dnius (Motta e cols., 2004). Se durante o processo de fertilizacdo ocorrer a producao
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de PPi tdo comuns em inUmeros processos metabdlicos, este PPi pode ser utilizado
como fonte energética para a geracao de um gradiente de proton e consequente aci-
dificacdo do meio, criando as condi¢des iniciais necessarias para disparar o proces-
so. Por outro lado, a V-H*-PPase esta associada também a organelas conhecidas
como acidocalcisomos que se encontram no interior dos ovos de Rhodnius prolixus e
contém, além disso, polifosfatos e célcio. A acidificacdo desta organela pode agora
liberar ions calcio que cria as condi¢cdes necessarias para que localmente ocorra ou-
tro evento que é a fusdo de membranas, dependente de ions calcio, entre organelas
de vitelo (Ramos e cols., 2006 e 2007), aparentemente importante para reunir a ma-
quinaria de degradacédo do vitelo em um compartimento Unico, i.e vitelinas e catepsi-
na D funcional, em uma vesicula acida. Agora, diferentes vesiculas contendo diferen-
tes substancias como (VT1) que provavelmente estavam fisicamente separadas das
catepsinas podem se encontrar e iniciar o processo de degradacao da vitelina. Ao
final das primeiras 24 horas de desenvolvimento embrionario de Rhodnius prolixus
0s processos de divisdo nuclear e celularizacéo ja terdo ocorrido (Kelly e Huebner,
1989) (Figura 9). A partir deste ponto, temos a provavel participacdo adicional da
CKIll no processo de mobilizacdo da vitelina (Fialho et.al. 1999). A atividade da CKII
atinge o seu pico em torno do 7° dia e se mantém alto até o 12° dia, enquanto o pico
de fosforilagdo da vitelina ocorre no 3° dia, sugerindo a existéncia de um complexo
jogo de fosforilacbes e desfosforilacbes da vitelina para que ela possa ser acessada
pela catepsina D.

Simultaneamente ao processo de utilizacdo de vitelinas, outras proteinas co-
mo a RHBP e transferrinas sdo também degradadas para disponibilizar grupamentos
heme e ions ferro para a sintese de proteinas fundamentais de uma célula, que ne-
cessita de respiracao.

Ao longo do desenvolvimento embrionario, e por volta do décimo dia de de-
senvolvimento o embrido ja se encontra completo e todo o vitelo remanescente en-
contra-se no interior do sistema digestivo do embrido (Kelly e Huebner, 1986). A
guantidade de vitelina utilizada até este momento é cerca de 15% do conteudo inicial
de vitelina (Oliveira e cols., 1989), o que corresponde grosseiramente a quantidade
de VT1 encontrada no interior de um ovadcito (Salerno et.al. 2002), e que se encon-
trava na regiao periférica dos ovos (Salerno, 2001), assim como os acidocalcisomos
(Ramos comunicacao pessoal) e provavelmente as fosfatases e catepsina D.

A natureza parece assim ter utilizado a estratégia de acumular na periferia dos
ovocitos 0 material necessario (substratos, enzima e reticulo endoplasmatico) para
dar apoio ao processo de divisdo nuclear e celularizacdo que no Rhodnius prolixus
ocorre nas primeiras 24 horas de desenvolvimento (Kelly e Huebner, 1989). Neste
modelo experimental, a VT1, transferrina, acidocalcissomos, V-H'-PPase, V-H'-
ATPase, calreticulina encontram-se na regidao cortical do ovocito. Simultaneamente
ao aumento da expressao de calreticulina, provavelmente disparado pela fertilizacao
(Ramos e cols., 2010), observa-se aumento e maturagcao do reticulo endoplasmatico
rugoso, que pode iniciar o processo de sintese das primeiras proteinas, agora codifi-
cada pelo proprio embrido, que completou com a fertilizagcdo, o material genético ne-
cessario para o seu desenvolvimento. O desenvolvimento embrionario segue o seu
curso, imposto pelo programa genético do embrido, mas sempre utilizando o material
previamente acumulado pelo organismo materno (e provavelmente por algum tipo de
controle local) ja que o processo de utilizagdo do vitelo € lento e localizado. Aos dez
dias de desenvolvimento o embrido ja se encontra completo, no entanto, até este
momento, somente uma pequena parte do total de vitelina foi utilizada (cerca de
15%) e que corresponde a quantidade de VT1 previamente acumulada no ovo. Coin-
cidentemente a VT1 é a Unica forma de vitelina que se encontra na periferia do ovo
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(Salerno, 2001). A partir do décimo dia de desenvolvimento, quando o vitelo fica en-
clausurado no interior do sistema digestivo (Kelly e Huebner, 1986), o processo de
utilizacao de vitelo acelera, e no décimo quinto dia quando ocorre a eclosdo da ninfa
de 1° estadio (Oliveira e cols., 1989), observa-se o consumo de aproximadamente
50% do conteudo inicial de vitelina. A ninfa nasce ja alimentada e a utiliza em vida
livre pelos proximos cinco dias, quando entdo tera de encontrar algum hospedeiro
vertebrado que Ihe forneca sangue, que é o seu alimento natural.

Evidentemente trata-se apenas de uma hipétese de trabalho (Figura 9) cheia
de conjecturas, mas que por ter uma linha de raciocinio aparentemente “correta ou
aceitavel”, ela nos permite testa-la, e valida-la ou ndo em func¢éo dos resultados que
serdo obtidos no futuro.

- A Organizacéo Espacial dos Componentes de Vitelo -

Embora a localizacdo exata de todos os componentes do vitelo ainda néo seja
conhecida, algumas delas ja foram relatadas na literatura e serdo aqui utilizadas para
compor e discutir um possivel esquema que explique os dados até agora encontra-
dos, especialmente em relacdo ao modelo Rhodnius prolixus, e mostrando ainda os
pontos desconhecidos que requerem investigagao.

a. Os grandes granulos de vitelo contém vitelina no seu interior (Oliveira, e cols.
1989) especialmente VT2 e VT3 enquanto a VT1 encontra-se associada aos
pequenos granulos na regido cortical dos ovdcitos (Salerno, 2001 ).

b. Acidocalcisomas que também sdo encontraveis na regido cortical dos ovos
tém associado polifosfatos, calcio e na sua membrana a H+Pirofosfosfatase
capaz de acidificar a organela a custas da hidrolise de PPi (Ramos comunica-
céo pessoal).

c. Polifosfatos além de serem encontrados nos acidocalcisomas parecem tam-
bém estar presentes em granulos de vitelo (Gomes et.al., 2009).

d. A atividade da fosfatase &cida € encontrada tanto em acidocalcisomos assim
como em granulos de vitelo (Ramos comunicacao pessoal) e provavelmente
na fracdo soluvel das organelas. A ativacdo da fosfatase acida é dependente
de fertilizacdo (Fialho e cols., 2002) e inibidores de fosfatase acida inibem a
protedlise da catepsina D (Fialho et.al. 2005).

e. A catepsina D foi localizada na fracdo de membrana de granulos de vitelo
(Nussenzveig e t al. 1992).

f. Calreticulina encontra-se em membranas dispersas no citoplasma periférico
do ovo (primérdio de reticulo endoplasmético?)

A reunido desse conjunto de informacdes nos permite propor o seguinte modelo
esquematico para o inicio da embriogénese deste inseto.

Consideracgdes Finais

Nés nunca saberemos tudo sobre todos os organismos e talvez nem tudo so-
bre um Unico organismo (com excecéao talvez do Homo sapiens). Por isso temos que
escolher alguns organismos que sejam mais simples de abordar experimentalmente.
Isso foi proposto inicialmente pela escola de fisiologia francesa fundada por Bichat e
cujo expoente maximo foi Claude Bernard (ver Conti, 2001). Em 1948 o pesquisador
inglés Sir Vincent B. Wigglesworth sugeriu que 0s insetos poderiam ser excelentes
modelos experimentais para entender diversos fenémenos fisiologicos dos animais.
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No século passado dezenas ou centenas de modelos biolégicos foram desenvolvi-
dos para os mais diversos estudos experimentais. Dentre eles devemos destacar
principalmente dois membros dos Ecdisozoa, Drosophila melanogaster e Cae-
norhabditis elegans.
Para sabermos se um animal é um bom sistema modelo em biologia devemos

nos fazer as seguintes perguntas:

e O organismo é facil de manter?

e O seu tamanho é conveniente?
E barato manté-lo?
Tem um ciclo de vida curto?
E geneticamente manipulavel?
E economicamente importante?
Existem muitas pessoas interessadas nele?
InteracBes entre os critérios
in: http://www.bio.umass.edu/biology/kunkel/modelsys.html

Somente para alguns dos sistemas modelo atualmente em uso nos nossos

laboratorios podemos responder afirmativamente a todas essas perguntas, mas as
quatro primeiras sdo essenciais. Somente se algumas das outras caracteristicas sao
muito mais importantes, poderiamos considerar o sistema como um modelo adequa-
do.

O Brasil possui uma biodiversidade ainda nédo explorada devidamente do pon-
to de vista de estabelecimento de modelos animais. Com rarissimas excecdes, pou-
cos animais nativos (invertebrados ou vertebrados) foram reconhecidos como mode-
los para pesquisa no Brasil e menos ainda no mundo. Podemos citar o caso de
Trypanosoma cruzi e dos tripanossomatideos de importancia médica, como Leish-
manias. Uma analise cientométrica feita por um de nés (CEW) revelou alguns dados
interessantes sobre o niumero de publicacfes brasileiras com modelos estabelecidos
ou nativos (ver Winter, 2008). Assim, por exemplo, o artigo mais citado no periodo
analisado (1974-2006) publicado por um grupo brasileiro usou Schistosoma mansoni
como modelo. Outro dado interessante é que comunidades pequenas tendem a ter
grandes varia¢c0es percentuais na quantidade de artigos publicados por ano. A Co-
réia do Sul, um pais de nivel econébmico semelhante ao nosso, comeca a sua publi-
cacao em modelos estabelecidos, como S. cerevisiae, D. melanogaster e C. elegans,
somente em meados da década de 1980, mas em poucos anos atinge niveis superi-
ores ao dos trabalhos publicados nestes mesmos organismos no Brasil.

O modelo de estudo Rhodnius prolixus, se apresenta hoje para o Brasil, com
alguma vantagem competitiva em relac@o a outros paises. Por razdes historicas, que
nao ha necessidade de discorrer neste momento, o Brasil reuniu ao longo dos anos,
um grande numero de laboratorios e cientistas interessados em diferentes aspectos
da biologia deste inseto e publicaram um grande nimero de artigos cientificos em
suas respectivas areas de atuacéo. Estes cientistas por sua vez estdo e continuaréo
treinando um grande namero de estudantes de iniciacdo cientifica e alunos de pés-
graduacéo no uso desse modelo. Aléem disso, varios laboratorios criam este inseto
em seus respectivos laboratorios e em alguns casos em grandes quantidades, ape-
sar da dificuldade inerente para a criacdo e manutencao de uma col6nia deste inseto
gue se alimenta de sangue. Com o projeto genoma de Rhodnius prolixus, que teve a
participacéo brasileira, o Brasil € o pais hoje que reane o maior numero de laborato-
ros e pessoas interessadas em utilizar as informacdes que estdo sendo geradas por
este projeto. A unido de cientistas brasileiros em projetos especificos em torno deste
modelo trara para o Brasil recompensas no curto, médio e longo prazo. Esta unido ja
vem sendo observada em muitas areas, 0 que nos permite antever um futuro pro-
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missor para este grupo de pesquisadores no Brasil. O mesmo fenbmeno se observa
também em torno do modelo Boophilus microplus, Aédes aegypti, que tem a partici-
pacdo de varios laboratorios em torno de projetos especificos comuns. A reunido
desses grupos em torno do Instituto Nacional em Entomologia Molecular € o melhor
exemplo dessa possibilidade de unido. O Brasil precisa ampliar ainda mais esta base
de interagOes produtivas para fortalecer a competitividade internacional da ciéncia
brasileira.

Antes da fertilizagao

ADP+Pi

ADP+Pi

Figura 9 — Esquema da hipotese de trabalho descrita no texto acerca dos pos-
siveis mecanismos que disparam a degradacdo de vitelo durante a embriogé-
nese inicial em ovos de R. prolixus. Apos a fertilizacdo a liberacdo de Ca2+ pro-
moveria a fusdo entre os diferentes granulos de vitelo e a reunido da maquinaria de
degradacéo das vitelinas. A catepsina-D seria concomitantemente ativada a partir da
degradacéao dos polifosfatos, que pode ter sido disparada pela ativagao da fosfatase
acida apos a fertilizagéo.
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