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Consideracdes Iniciais.

Um dos mais importantes aspectos fisiolégicos dos artrépodes é a
embriogénese. Ela compreende todos os estagios a partir da fecundacéo até a
eclosdo da larva ou individuo adulto. Nos ultimos anos, estudos de biologia do
desenvolvimento tém ajudado a compreender o processo de embriogénese a
nivel molecular e celular em varias espécies de artropodes, extendendo o vasto
conhecimento do organismo-modelo, a mosca-da-fruta  Drosophila
melanogaster, para os artropodes vetores de doencas tropicais. Durante este
capitulo abordaremos vérias questdes importantes da embriogénese tais como
a formacdo dos eixos embrionarios e sua relacdo com a ovogénese, as
divisbes iniciais (clivagens), a formacdo das membranas extra-embrionarias, a
gastrulacdo e a organogénese. Esperamos com o presente capitulo divulgar e
estimular as pesquisas na area sobre o controle molecular da embriogénese
em insetos vetores.

Introducao.

Insetos pertencem ao mais numeroso Filo do Reino Animal, o Filo
Arthropoda, cujo numero de espécies € estimado em 5 milhdes (Grimaldi e
Engel, 2005). Toda essa diversidade biologica é importante para a ocupacao
de diversos nichos ecolégicos com uma imensa variedade de formas. Dentre
as fases de vida dos insetos a fase embrionaria é das mais importantes para
qualquer acdo de controle populacional uma vez que o ovo ndo consegue se
dispersar (Monnerat e cols., 2002). Acredita-se que durante a ocupacao do
nicho terrestre varias modificacbes na estrutura dos ovos de artrépodes
ocorreram, tornando-os resistentes a variagdes ambientais (Roth, 2004). Neste
capitulo discutiremos também a embriogénese de carrapatos, quelicerados
artrépodes vetores de varias doencas de interesse médico.

Ovos de artropodes podem ser tanto bilateralmente simétricos quando
colocados tendo um eixo antero-posterior e dorso-ventral evidente, ou serem
esféricos quando expostos ao meio ambiente (Figura 1). Exemplos dessas
formas sao, respectivamente, os ovos do vetor mosquito da dengue, em
formato de banana e ovos de espécies de aranhas e carrapatos, que possuem
formas arredondadas. Assim, durante esse capitulo buscaremos descrever as
principais caracteristicas presentes em ovos de artropodes, comparando o
conhecimento presente nos insetos-modelo ndo-vetores com a embriogénese
de artrépodes vetores.



Carrapato - B. microplus Mosquito - A. aegypti

Aranha - A. tepidariorium  Mosca - D. melanoggaster

Barbeiro - R. prolixus

Figura 1: Ovos de artropodes. Os ovos podem ser esféricos (aranha e
carrapato, por exemplo) sem um claro eixo antero-posterior (AP) e em forma de
banana (moscas, mosquitos e barbeiros, por exemplo) com um eixo AP
evidente. As espécies destacadas sado utilizadas durante o texto. llustracao por
Vitéria Santos.

Evolucdo da Ovogénese em Artropodes e sua Relagdo com a Formacao
dos Eixos Embrionarios.

A forma dos ovos de artropodes € determinada durante o processo de
ovogénese. Durante esse periodo a sua producdo e maturacdo dos ovos
ocorre a partir da proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco primordiais
nas fémeas. Dois tipos basicos de ovogénese existem em insetos, o tipo
panoistico e o tipo meroistico, sendo a principal diferenca a presenca de
células nutridoras no ultimo e a auséncia no primeiro. Em geral, artropodes
pertencentes aos grupos mais basais possuem ovogénese do tipo panoistica,
enquanto que as ordens mais derivadas possuem ovogénese do tipo
meroistica (Figura 2).



Figura 2: Tipos de ovarios em insetos. (A) Ovario tipo panoistico onde o
ovocito € azul e as laranjas sdo células foliculares. Nao existem células
nutridoras. (B) Ovario do tipo meroistico telotrofico onde células nutridoras
permanecem no germario. (C) No ovario meroistico politréfico, encontrado por
exemplo na mosca-da-fruta Drosophila melanogaster, as células nutridoras
polipléides (branco) participam de cada cisto germinal e seguem 0 ovécito em
azul até a sua liberacdo. Adaptado a partir de Buning, 1994. llustracao por
Vitoria Santos.

Nos ovarios de insetos o numero de ovariolos pode variar de 1 a mais de
1000 em uma unica fémea (Diptera como Drosophila ~10-30, Calliphora ~100),
algumas abelhas tém mais de 2000 ovariolos; enquanto alguns afideos podem
possuir somente um ovariolo funcional (Chapman, 1998). Uma caracteristica
restrita aos insetos é o0 processo de maturacdo dos ovos, que acontece
temporalmente no abdémen da mée. Assim, ovos imaturos estdo localizados
na regido mais proximal do abdomen e ovos maduros na regido mais distal. O
processo de ovbgenese é largamente conhecido no principal inseto-modelo, a
mosca-da-fruta Drosophila melanogaster, que possui um ovario meroistico
politréfico (Lynch e Roth, 2011; Roth e Lynch, 2009). Nestes ovarios ndo so
células nutridoras existem, mas estas Ultimas acompanham o ovécito ao longo
de todo seu processo de crescimento e maturacdo. Durante 0s estagios iniciais
de ovogénese, no estagio de 16 células uma é selecionada para ser o ovocito
enquanto que as 15 demais tornam-se células nutridoras. Essas células
nutridoras tornam-se poliploides e especializam em transcrever RNAs
mensageiros importantes para o futuro desenvolvimento embrionario. Durante
todo este processo de crescimento, células somaticas da mée, as células



foliculares, envolvem cada foliculo em insetos (Figura 2). A presenca de
ovariolos é caracteristica tipica e exclusiva dos insetos, enquanto que
artrépodes pertencentes a grupos basais tais como o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus apresentam um tubo contendo uma parede epitelial e os
diversos estagios de ovogénese sao observados, todavia ovariolos ndo séo
observados (Figura 2, Saito e cols., 2005; Santos e cols., 2004). Neste modo
de ovogénese todas as demais células dardo origem a ovogbnias que se
diferenciardo em ovocitos. Este tipo de organizacdo em que 0s ovarios sao
desprovidos de células nutridoras caracteriza o tipo panoistico de ovogénese.

Em artrépodes o desenvolvimento do embrido depende de forma variada
de fatores gerados pela mae durante a ovogénese (fatores maternais) e
mesmo de processos que ocorrem durante o desenvolvimento ovariano. Os
mecanismos moleculares por trds desta regulagdo foram bem caracterizados
no inseto modelo Drosophila melanogaster. O ovario de Drosophila consiste de
cerca de 15-20 ovariolos - arranjo linear de ovos em desenvolvimento que se
geram a partir da regido mais anterior chamada germéario (Bastock e St
Johnston, 2008). O germario possui de duas a trés células germinativas
primordiais (CGPs), das quais a linhagem se origina. A CGPs sdo mantidas por
sinais produzidos por células somaticas, estes sinais que mantém, assim, o
nicho de células-tronco do ovario. A sinalizacdo através da Bone
Morphogenetic Protein (BMP) codificada por decapentaplegic (dpp) €
fundamental para manter o carater de auto-renovacdo destas células-tronco
(Harris e Ashe, 2011; Harris e cols., 2011). Dpp, gerado pelas células
somaticas do germario, funciona como um sinal de curto alcance para manter
as CGPs adjacentes. Assim, quando uma CGP divide, uma célula-filha recebe
o sinal de Dpp e néo se diferencia enquanto que a outra, mais distante do sinal
de Dpp, torna-se um citoblasto e move-se posteriormente. Longe deste sinal, o
gene Bam é expresso causando a diferenciacdo das células germinativas. Em
Drosophila a perda do sinal de Dpp permite que CGPs se diferenciem
completamente enquanto que a expressdo ectdpica leva a uma expansao
tumoral das CGPs (Harris e Ashe, 2011; Harris e cols., 2011).

Cada foliculo ovariano é constituido de 16 células germinativas
conectadas por canais em anel, todas originadas de uma mesma CGP (Figura
3, revisto em Roth e Lynch, 2009). Duas dessas células adquirem quatro
canais de comunicacdo e sdo denominadas de pré-ovécitos, e por competicao
somente uma terminard a meiose | e serd o futuro ovocito (Figura 3 em
vermelho). As demais 15 células se tornardo nutridoras poliploides. Essas
células nutridoras transportardo  RNAsm, proteinas e  estruturas
endomembranares (RER e Golgi) via os canais em anel. As divisdes iniciais
das CGPs acontecem até o momento em que 16 células sdo geradas. Nesse
estagio de 16 células, o chamado cisto germinal é envolvido por células
somaticas denominadas foliculares, sendo estas Ultimas essenciais para a
formacéo do cdérion e padronizagdo do ovo.



Ovario meroistico - células germinativas primordiais
dao origem ao complexo célula nutridora e ovécitos

Figura 3: A célula germinativa primordial se divide e forma canais de
comunicacdo com células adjacentes. Das 16 células hapldides formadas
apenas uma contendo quatro canais sera o ovécito e as quinze demais dardo
origem as células nutridoras polipléides que se especializam em sintetizar
substancias (RER, RNAsm) para o ovacito.

Em Drosophila melanogaster cada ovariolo contém de seis a sete
camaras ovocitarias (ou foliculos ovarianos) em fases distintas de
desenvolvimento, conectados por células somaticas conectoras (“stalk cells”).
Quatorze estagios morfologicamente distintos foram definidos para a
ovogénese em D. melanogaster: os estagios 1 a 6 sdo chamados de iniciais,
estagios de 7 a 10 de intermediario e de 11 a 14 como tardios (Bastock e St
Johnston, 2008). Desta forma, o ovariolo € uma estrutura tubular com um eixo
longo composto de varias camaras ovocitarias conectadas entre si e um eixo
curto (Figura 2, por exemplo). Estes dois eixos, longo e curto, correspondem
respectivamente ao eixos antero-posterior (AP) e dorso-ventral (DV) do foliculo
ovariano e do futuro embrido.

Durante o processo de crescimento das caAmaras ovocitarias, um grande
aumento do volume do ovécito € observado e desenvolvem-se dois eventos
fundamentais para a padronizacdo dos eixos embrionarios. Primeiro, a regido
posterior do ovacito se torna diferente das demais através de interacbes com
as células foliculares posteriores e uma repolarizacdo na estrutura da rede de
microtubulos do ovdcito. Essa repolarizacdo dos microtubulos é fundamental
para o transporte de dois RNAs mensageiros, bicoid e oskar, fundamentais
para a determinacdo das regibes anteriores e posteriores, respectivamente
(revisto em Roth e Lynch, 2009). A localizacdo anterior do RNAm de bicoid é
importante para a formacao da futura cabeca e térax e a posterior do RNAm de
oskar € necessaria para o abdomen. O segundo evento importante durante a
fase intermediaria da ovogénese é a migracdo do nucleo ao longo da regiédo
cortical, movendo-se de uma regido posterior para o dorso-anterior do foliculo.
Esta migracao define a regido em que o RNAm do ligante de EGF (epidermal
growth factor) denominado gurken sera localizado, quebrando assim a simetria
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dorsoventral do ovécito e do futuro embrido. A localizacdo de gurken é apenas
transiente e atua indiretamente através de um processo de sinalizacdo nas
células foliculares. Estas ultimas determinam o eixo DV do embrido e a
formacdo dos apéndices dorsais, estruturas do corion do embrido de D.
melanogaster.

Nos estagios finais da ovogénese tanto as células foliculares quanto as
nutridoras sofrem um processo de apoptose e no momento da postura 0S ovos
contém apenas um unico nucleo haploide e as camadas externas tais como a
membrana vitelinica e o corion este Ultimo que varia bastante em composicéo
dependendo do local de ovoposicdo. A fertilizacdo acontece no momento da
passagem do ovo pelo tubo ovariano quando espermatozoides séo liberados a
partir da espermateca, numa regido especializada denominada micrépila, que
pode conter um ou mais orificios pelo qual o espermatozéide penetra.

Diferente de outros animais, nos insetos o processo de fertilizacdo nao
tem relacdo com a formacdo de eixos embrionarios ou com a ativacdo do
ovocito. A ativacdo do ovo depende da sinalizacdo de célcio e o ovo € ativado
ao passar pelo trato reprodutivo em D. melanogaster, um evento que é
provavelmente conservado em outros insetos.Em geral insetos sédo oviparos,
isto é, colocam ovo logo ap6s a fertilizacdo, embora existam varios exemplos
de insetos viviparos. A partir da fertilizagcdo, a segunda divisdo meidtica
termina e no inicio da embriogénese ocorre a fusdo do pré-nucleo feminino
com o pré-nucleo masculino.

Modos de formacgao
de células germinativas

«—— Plasma germinal

Indugao pelo mesoderma ——

Figura 4. Modos de determinacdo das células germinativas em insetos. O
primeiro por deposi¢éo do plasma germinal que ocorre durante a ovogénese, e
0 segundo com induc¢éo a partir do mesoderma.

Momentos Iniciais da Embriogénese - Clivagens e Formacéao do
Blastoderma



A maior parte das espécies de artrépodes pertencentes a grupos antigos
em nosso planeta (quelicerados, por exemplo) possuem grande quantidade de
vitelo que é acumulado durante a ovogénese e uma embriogénese em geral
bastante lenta. Nestes artropodes, ap0s o periodo embrionario, a ninfa que
emerge do interior do ovo é bastante similar ao artropode adulto. Por outro
lado, insetos de ordens mais recentes como os holometabolos, que tem fases
intermediarias de larva e pupa bem diferentes do adulto, possuem ovos em
geral de menor tamanho e uma embriogénese mais rapida (Davis e Patel,
2002a). Uma tendéncia geral € que insetos que possuem ovogénese
panoistica, isto €, sem células nutridoras, possuam uma embriogénese mais
lenta. Uma forma bastante utilizada para acelerar este processo € a formacéo
inicial de um sincicio, onde nucleos (energideos) se dividem dentro de um
citoplasma comum sem a formagdo de membranas plasméticas entre as
células. Estudos da primeira e segunda metade do século XX sugeriram que,
em artropodes basais, a formacdo de membranas plasméticas e o isolamento
das células aconteceria bem precocemente durante o0 desenvolvimento
embrionério (revisto em Sander, 1976). Todavia, evidéncia direta de que existe
um isolamento das membranas plasmaticas advém somente de estudos
experimentais em que moléculas tragadoras sdo injetadas em diferentes
momentos da embriogénese e se observa posteriormente se estas moléculas
difundiram através das membranas celulares. Poucos estudos foram realizados
nos ultimos anos visando responder essa questdo. Assim, foi determinado que
na aranha Achaearanea tepidariorum a celularizacdo, aparecimento de
membranas celulares, acontece logo no inicio da embriogénese antes do
estagio de 16 células (Kanayama e cols., 2010). Por outro lado, outros autores
sugerem que em embrides de carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus a
celularizacdo aconteceria bem mais tardiamente (Campos e cols., 2006)
conforme previamente demonstrado para insetos holometabolos (Campos-
Ortega e Hartenstein, 1985). Resultados preliminares recentes (Santos VT e
Fonseca RN, submetido para publicacdo) sugerem que estes embribes de
carrapato teriam a celularizacdo ja& no primeiro dia de desenvolvimento
embrionario.

Em embrides holometabolos de ordens mais derivadas, tais como
dipteros, as divisbes iniciais do material genético sdo bastante rapidas,
durando de 8-12 minutos em D. melanogaster. Essas divisdes ou clivagens séo
chamadas de superficiais, uma vez que nestas divisdes nucleares (cariocinese)
ocorrem sem a citocinese (divisdo celular). Isto é realizado através da
eliminacao das fases de sintese do ciclo celular. Em D. melanogaster, apés 10
ciclos de divisbes metasincrénicas, os nucleos comecam a migrar para o cortex
(periferia). Esse estadgio é chamado de blastoderma sincicial, uma vez que
membranas ainda néo isolam cada nucleo. A transicdo do blastoderma sincicial
para blastoderma celular ocorre durante o 14° ciclo de divisbes mitéticas,
guando as membranas plasmaticas migram para o interior do ovo isolando
cada nudcleo. Assim, forma-se o blastoderma celular com as células
organizadas na periferia e o interior permanece com o vitelo. Esse blastoderma
celular ou epitélio primario fica logo abaixo da membrana vitelinica (Foe e
Alberts, 1983). Nem todos os insetos seguem esse padrdo em gue os nucleos
migram uniformemente para a periferia. Por exemplo, em embrides do
Hemiptera Oncopeltus fasciatus e Rhodnius prolixus e do Orthoptera
Schistocerca gregaria o processo de celularizagdo ocorre primeiramente numa
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regido do ovo e somente depois nas demais (Ho e cols., 1997; Panfilio e cols.,
2006).

Transicao Materno-Zigotica.

Um evento fundamental que ocorre durante estagios precoces da
embriogénese é a transicdo entre o uso de RNAsm maternais e 0 uso de
mensagens zigoticas a chamada transicdo materno-zigética (MZT). Em D.
melanogaster, RNAsm e proteinas depositadas pela mée durante a ovogénese
sdo fundamentais durante as rapidas divisées nucleares que caracterizam as
etapas sinciciais. Entre o ciclo mitético 10 e o ciclo 14, onde as membranas
celulares comecam a se formar, RNAsm maternais sdo degradados por um
processo finamente controlado, permitindo o inicio da transcricdo do genoma
zigotico (De Renzis e cols., 2007, Semotok e Lipshitz, 2007, Tadros e cols.,
2007). Mutagbes que alteram esta transicao alteram o tempo de entrada no
processo de celularizacdo, podendo tornar o embrido inviavel (Lu e cols.,
2009). A andlise do transcriptoma de vérias espécies indica que, de modo
geral, todos os metazoarios sofrem esta transicdo, variando o momento de sua
ocorréncia. Por exemplo, em camundongos esta transicao se da no estagio de
duas células, enquanto que no diptero D. melanogaster descrito acima ela se
completa pouco tempo antes da gastrulacdo (Baroux e cols., 2008). Em
artropodes a transicdo materno-zigoética foi analisada no mosquito Anopheles
gambiae e no carrapato Oncopelus fasciatus (Ewen-Campen e cols., 2011;
Papatsenko e cols., 2011). A andlise comparativa dos transcriptomas de D.
melanogaster e A. gambiae mostra que varios genes que apresentam forte
diminuicdo de expressdo na MZT em D. melanogaster tem expressao
continuada no mosquito, sugerindo que tais diferencas sejam base no processo
de diversificacdo morfolégica entre as espécies.

Formacéo das Células Germinativas.

Em varias espécies de insetos holometdbolos (vespas, moscas,
mosquitos e borboletas) uma parte especial do citoplasma dos ovocitos em
formacdo é chamado de plasma germinal e contém as informacfes
necessarias para a formacao das células germinativas. O mecanismo genético
de geracdo do plasma germinal e consequentemente das células germinativas
depende de produtos maternais como 0s genes nanos e oskar em Drosophila
(Wang e Lin, 2004; Kobayashi e cols., 1996, Ephrussi e cols., 1991). Durante a
formacédo do blastoderma, células com morfologia caracteristica, denominadas
células polares, sédo observadas na regido posterior do ovo de Drosophila e de
outros insetos holometabolos com plasma germinal. Mutantes para oskar néo
formam células germinativas e sdo, consequentemente, estéreis (Ephrussi e
cols., 1991). Por outro lado, a expressao ectopica de oskar na regido anterior é
capaz de gerar células germinativas nesta nova localizacdo. Recentemente foi
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demonstrado em mosquitos das espécies A. gambiae e Ae. aegypti que 0s
genes oskar e nanos sao expressos durante a ovogénese e embriogénese
inicial (Juhn e James, 2006; Calvo e cols., 2005). Da mesma forma, no afideo
viviparo Acyrthosiphon pisum, a localizagdo de nanos e de um segundo
marcador geral de linhagem germinativa, vasa, sugere seu envolvimento na
especificacdo do plasma germinal e no desenvolvimento dessa linhagem
(Chang e cols., 2006; Chang e cols., 2007). vasa também é expresso na
linhagem germinativa de A. gambiae (Papathanos e cols., 2009), sugerindo um
mecanismo conservado na geragcdo do plasma germinal em dipteros.

Entretanto, na maior parte de insetos hemimetabolos, por exemplo, R.
prolixus, baratas (Periplaneta americana), Schistocerca gregaria (Orthoptera) e
no crustaceo P. hawaiensis dentre outros o plasma germinal ou determinantes
das células germinativas provavelmente ndo existem. Nestes animais
evidéncias apontam para sinais especificos de células somaticas que fazem
com que células vizinhas se tornem células germinativas, em particular as
células do mesoderma (Ozhan-Kizil e cols., 2009). Assim, em insetos existem
pelo menos duas maneiras de estabelecer as células germinativas, uma a partir
de fatores germinativos depositados pela mée durante a ovogénese e outra a
partir de inducdes de células somaticas (Extavour, 2011; Lynch e cols., 2011;
Figura 4).

Formac&o do Eixos Antero-posterior em EmbriGes: Banda Curta e Banda
Longa.

Durante o desenvolvimento embrionario dos artrépodes sédo definidos os eixos
antero-posterior (AP) e dorso-ventral (DV) que sao fundamentais para a correta
alocacao dos futuros orgdos e segmentos dos insetos adultos. Em Drosophila
melanogaster, onde o0 ovo cresce ao longo do eixo longitudinal durante a
ovogénese na estrutura chamada de ovariolo; o eixo AP é definido primeiro,
enquanto que o eixo DV advém de um processo de perda de simetria que esta
diretamente relacionado a migracédo do nucleo hapléide do ovo em crescimento
para uma regido do cortex do ovo (Roth e Lynch, 2009). Embora este processo
seja bastante conhecido a nivel molecular em D. melanogaster, apenas
recentemente foram obtidas as primeiras evidéncias que a mesma via de
sinalizacdo estaria com a padronizacdo dos eixos AP e DV, a via de EGF,
estaria envolvida em vérias Ordens de insetos (Lynch e cols., 2010; Lynch e
Roth, 2011).

Nos ultimos 30 anos screenings genéticos realizados na mosca-da-fruta
D. melanogaster foram capazes de determinar que cerca de 150 genes estao
envolvidos no estabelecimento dos eixos de simetria AP e DV ao longo da
ovogénese e embriogénese. Varios desses genes sdo providos como RNAmM
pela mée, enquanto que uma fragdo ainda maior de genes sao transcritos e
traduzidos pelo zigoto ap0s a transicdo materno-zigotica. Quatro sistemas
maternais independentes estdo envolvidos na padronizacdo dos eixos AP e
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DV, sendo trés sistemas (anterior, posterior e terminal) envolvidos na
padronizacdo do primeiro eixo e apenas um sistema estaria envolvido na
padronizacao do segundo eixo (St Johnston e Nusslein-Volhard, 1992).

Determinantes Anteriores - Em D. melanogaster moléculas essenciais
para formagao do eixo AP séo localizadas no final do processo de ovogénese
tanto na regido anterior (bicoid-bcd) quanto posterior (nanos-nos) do ovo.
Assim bicoid (bcd), um gene maternal tem seu RNAmM localizado na regido
anterior do ovocito em Drosophila e apos a fertilizacdo um gradiente protéico
de Bcd é formado, com concentracbes maiores da proteina Bcd na regido
anterior e concentracfes progressivamente mais baixas nas regides
posteriores do ovo. Assim, mutantes nulos para bcd, isto €, sem proteina Bcd
ativa em D. melanogaster ndo formam a regiao correspondente aos segmentos
da cabeca e térax, enquanto que mutantes contendo pouca atividade de Bcd
ainda formam os segmentos toracicos (Driever e Nusslein-Volhard, 1988a, b).
Assim, Bcd se enquadraria num modelo classico de um gradiente de um fator
de transcricdo que difundiria livremente da regido anterior do ovo de D.
melanogaster para regibes posteriores (Little e cols.,, 2011; Sample e
Shvartsman, 2010).

Durante o desenvolvimento embrionario dos artropodes séo definidos os
eixos antero-posterior (AP) e dorso-ventral (DV) que sdo fundamentais para a
correta alocacdo dos futuros orgaos e segmentos dos insetos adultos.
Classicos estudos da década de 90 demonstraram que Bicoid regula como
fator de transcricdo mais de dez genes zigoéticos, indicando um papel
fundamental deste gene na rede génica de padronizacdo AP (Simpson-Brose e
cols., 1994; Small e cols., 1992). Por exemplo, o gene hunchback (hb) é
transcrito zigoticamente em resposta a altas concentracfes de Bcd, definindo a
posicado das estruturas anteriores do animal como cabega e torax (Struhl e
cols., 1989). Assim, esperar-se-ia que o gene bcd fosse encontrado no genoma
de todos os insetos. Todavia, estudos nos ultimos 10 anos demonstraram que
bcd é restrito a um grupo de dipteros derivados, que possuem Varias
caracteristicas peculiares incluindo o surgimento a partir de duplicacao génica
de um gene bastante similar em sequéncia a bcd, o gene zen (Dearden e
Akam, 1999; Stauber e cols., 2002). Assim, 0 gene responsavel pela
padronizacdo da regido anterior do eixo AP apareceu recentemente na
evolucdo dos insetos, ha cerca de 200 milhdes de anos. E importante ressaltar
gque o genoma de mosquitos, besouros e todos os demais artrépodes nao
possuem um gene homodlogo a bcd em seus genomas e até o presente
momento ndo foram encontrados RNAsm que se localizem estritamente na
regido anterior durante a ovogénese nesses animais. Por outro lado, um gene
homélogo a bcd, que também é fator de transcricdo com dominio homeobox,
orthodenticle (otd) € importante para a formacdo da regido anterior
(particularmente a cabeca) em aranhas, no besouro Tribolium e em
vertebrados (Finkelstein e Boncinelli, 1994; Schroder, 2003). Bcd também
reprime via Hb a traducdo na regidao anterior do RNAmM do determinante
posterior caudal (cad), que encontra-se expresso de forma ubiquitaria como
depositado pela méae (Schulz e Tautz, 1995). Assim, os determinantes
moleculares da regido anterior parece variar na evolugcado dos insetos e pouco
se conhece a cerca desses mecanismos em artropodes vetores.
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Determinantes Posteriores - O sistema posterior atua de forma similar
ao anterior. o RNAmM do principal determinante posterior nos em D.
melanogaster, dos mosquitos Ae. aegypti e A. gambiae e da vespa Nasonia
vitripennis difunde para a regido anterior. No entanto, apenas o RNAmM nessa
regido posterior do ovo é traduzido. Ao contrario de Bcd, Nos nao funciona
como um regulador da transcricdo, mas atua como um repressor da traducao
do gene hb na regido posterior, assim estabelece-se um gradiente da proteina
Hb ao longo do eixo AP. A localizacdo de RNAsm de determinantes restritos a
regido posterior € um processo ativo que inicia-se durante a ovogénese. Em D.
melanogaster o RNAm de outro determinante posterior, oskar, € transportado
ao longo de microtubulos pela proteina motora quinesina até atingir sua
localizacéo final na regido posterior do ovdcito (Zimyanin e cols., 2008). Em
outras espécies a localizacdo posterior de determinantes celulares também foi
observada, no entanto os mecanismos utilizados para a localizagédo da proteina
efetora final sdo variados. Por exemplo, enquanto na vespa N. vitripensis um
gradiente do RNAm de caudal (cdx) controla o desenvolvimento posterior, em
D. melanogaster o gradiente maternal da proteina Cdx é estabelecido por
repressdo da sua traducdo de seu RNAm exercida por Bcd e Hb (Olesnicky e
cols., 2006). Outros mecanismos definem a regido posterior nas espécies
estudadas, especialmente quando se considera as diferengas temporais no
desenvolvimento desta regido entre insetos de banda longa e banda curta (veja
abaixo Figura 5; Fonseca e cols., 2009).
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Figura 5: Embriogénese de Drosophila. Inseto banda longa e Tribolium
banda curta. Cb (cabeca). Trx (térax), Ab (abdomen) e Zc (zona de
crescimento). Enquanto que a cabeca localiza-se aproximadamente no meio do
ovo em embrides banda-curta se localiza na regido anterior em embrides
banda longa.

O Sistema Terminal - O Ultimo sistema AP maternal, o terminal, atua
nao por gradientes de grande amplitude como Bcd e Nos, mas através de um
sinal envolvendo a via Torso-MAP quinase nos dois polos do ovo de D.
melanogaster. A ativacdo da via de Torso, receptor transmembrana presente
na membrana plasmatica do embrido depositado pela mée, ativa a expressao
dos genes zigéticos tailless (tll) e huckebein (hkb) nos polos do ovo. Diferente
do resto do sistema AP, no entanto, Torso ndo regula estes genes diretamente,
mas sim por diminuir a expressao do repressor Capicua. Na verdade, a correta
especificacdo das estruturas terminais depende da integracdo de sinais do
sistema AP e do terminal, de forma a refinar o padrédo de expressdo dos genes
terminais (Cinnamon e cols., 2004; de las Heras e Casanova, 2006). No
besouro T. castaneum, homolégos a genes do sistema terminal de D.
melanogaster definem a zona de crescimento na regido posterior do embrido, e
no anterior a membrana extra-embrionaria serosa. Portanto, em T. castaneum
elementos do sistema terminal definem os pdélos do embrido, apesar dos
tecidos formados serem diferentes daqueles definidos em D. melanogaster
(Schoppmeier e Schroder, 2005). Em N. vitripensis o efetor tll é expresso nos
polos do embrido, mas depende de otd para ativar sua expressao (Lynch e
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cols., 2006), sugerindo que o sistema terminal e o sistema AP podem possuir
alvos diferentes nos diversos artropodes (Figura 5).

Esses gradientes AP maternais regulam os genes do tipo gap, estes
altimos juntos com 0s genes maternais regulam os genes de regras de pares,
que por sua vez regulam a expresséao inicial dos genes de polaridade dos
segmentos (Figura 5). Assim, todo o embrido é dividido em regides cada vez
menores com definicbes dos segmentos bem precocemente em D.
melanogaster e demais dipteros. Parecem existir grandes diferencas na
cascata de genes do tipo gap em dipteros, conforme demonstrado na
comparacao do diptero A. gambiae e D. melanogaster (Goltsev e cols., 2004).
Em todos os insetos estudados até o presente momento, a identidade de cada
segmento é determinada a partir da expresséo de diferentes genes contendo o
dominio homeobox, um dominio conservado de interacdo proteina-DNA, que
obedece ao chamado cédigo Hox ao longo do eixo AP (Veraksa e cols., 2000).

Embora o conhecimento do processo de formacdo do eixo AP em D.
melanogaster seja bastante importante, este conhecimento n&do pode ser
diretamente extendido a outros artrépodes basais como quelicerados ou
mesmo outros insetos holometdbolos, uma vez que em D. melanogaster e
outros dipteros a regido do primérdio do embrido, a banda ou disco germinal,
ocupa toda a extensdo do ovo. Esta banda germinal, chamada de germinal
longa € encontrada em Diptera (moscas, mosquitos, etc), Lepidoptera
(mariposas, borboletas) Hymenoptera (vespas, abelhas, formigas) e em alguns
Coleoptera (besouros) (Sander, 1976) (Figura 6).

Outro tipo de desenvolvimento embrionario acontece nos insetos banda
germinal do tipo curta ou intermediaria. Em Orthopterans (Gryllus gryllus e S.
gregaria, por exemplo), a banda germinal é bastante curta formando-se
inicialmente apenas os segmentos da cabeca (Figura 6). Os segmentos do
térax e do abdémen sdo gerados num segundo momento a partir de células da
zona posterior. Sugere-se que a geragado dos segmentos posteriores ocorra por
proliferacdo de células a partir da zona posterior destes insetos banda curta,
formando-se assim novos segmentos. Enquanto que em embrides banda longa
como D. melanogaster a expressao de genes de polaridade de segmento como
engrailed sdo detectadas simultaneamente ao longo do eixo AP, em embrides
banda-curta como o besouro T. castaneum, o RNAmM de engrailed aparece
sequencialmente ao longo do eixo AP, com adicdo sequencial na regido da
zona de crescimento (Zc na Figura 5, revisto em Davis e Patel, 2002b).
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Figura 6: (A) Tamanho da banda germinal nos diferentes insetos (azul) em
relacdo ao tamanho do ovo e o tipo de ovogénese. (B) Representacao
esquematica das principais espécies discutidas no texto (vermelho) e o tipo de
embriogénese presente nas mesmas (azul).

Nos ultimos anos varios estudos tem demonstrado uma grande variacao
no controle maternal da formac&o do eixo AP em artrépodes (veja acima) bem
como na cascata de genes do tipo gap (revisto em Jaeger, 2011). Em linhas
gerais, em insetos banda curta parece haver uma maior interacao entre a rede
zigbética composta pelos genes do tipo gap e de regra de pares na regido
posterior (Choe e cols., 2006). Além disso, foi demonstrado que em
quelicerados como a aranha Cupennius salei uma via de sinalizagao importante
para a geracao de segmentos em vertebrados, a via de sinalizacdo de Notch,
também seria essencial para a geracdo dos segmentos a partir da zona
posterior nesta aranha (Stollewerk e cols., 2003). E importante ressaltar que a
regido posterior nestes animais forma os precursores comuns do ectoderma e
do mesoderma simultaneamente. Estudando o papel da via de sinalizacao de
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Notch na aranha A. tepidariorium outros autores concluiram que Notch estaria
envolvido na decisdo dos precursores entre a diferenciacdo em mesoderma e
ectoderma e nao no processo de segmentacao propriamente dito (Oda e cols.,
2007).

Algumas diferencas importantes podem ser destacadas quando
comparamos embrifes de banda germinal curta e longa. Primeiro, em embrides
banda longa a regido mais anterior corresponde a futura regido da cabeca e a
mais posterior ao abdomen. Pelo menos em D. melanogaster e na vespa
Nasonia vitripennis foram observados RNAs maternais que uma vez
localizados serdo responsaveis por padronizarem o0 eixo AP. Segundo,
embrides de banda curta dividem seu processo de padronizacdo em uma fase
inicial em que os segmentos anteriores da cabeca sdo padronizados e um
secundario em que a zona posterior € responsavel pela geracdo de novas
células que dardo origem a regido abdominal (revisto em Fonseca e cols.,
2009). Terceiro, logo nos estagios iniciais de desenvolvimento existe uma
diferenca extrema no modo e na velocidade de formacdo das membranas
plasmaticas entre os ovos com embriogénese mais lenta, em geral de banda
curta, e os de embriogénese rapida como D. melanogaster em geral banda
longa. Enquanto nos primeiros membranas celulares existem e limitam a
difusdo de fatores de transcricdo livremente pelo ovo, nos ultimos, fatores de
transcricdo podem estabelecer os diversos territérios AP que no final
corresponderdo aos dominios de expressdo dos genes de polaridade de
segmentos.

Formagcdo do eixo dorsoventral - O estudo da formacdo do eixo
dorsoventral em insetos tem avancado bastante ao longo dos ultimos anos.
Inicialmente, estudos de inducdo de mutacbes no inseto-modelo D.
melanogaster demonstraram que a padronizacdo DV € em grande parte
controlada por fatores maternais. A informagédo fundamental para a formacao
DV encontra-se na regido ventral do embrido sendo transmitida através da via
de sinalizacdo de Toll, que em vertebrados e insetos também esta envolvida
com a resposta imune (revisto em Moussian e Roth, 2005; Hetru e Hoffmann,
2009). Outra via maternal, a via de Dpp, também influencia a via de sinalizacdo
de Toll (Araujo e Bier, 2000; Carneiro e cols., 2006; Fontenele e cols., 2009;
Negreiros e cols., 2010). Durante a embriogénese de D. melanogaster estas
duas vias de sinalizacdo estabelecem pelo menos quatro regides ao longo do
eixo DV: o mesoderma, localizado ventralmente, o ectoderma neurogénico e
nao neurdgenico nas regides laterais e a amnioserosa na regiao mais dorsal do
ovo. A geracdo do sinal ventralizante, isto €, o que é responsavel por
determinar qual regido sera a ventral envolve pelo menos 17 fatores maternais
envolvidos com a via de Toll e pelo menos mais nove fatores com a via de Dpp.
Estes Ultimos sao responsaveis por modular a via de Toll.

As informacOes fundamentais para a formacdo do eixo DV sé&o
originadas durante a ovogénese na camada de células foliculares, uma
monocamada de epiteliais somaticas, que envolve o complexo ovocito-células
nutridoras. Fatores derivados das células foliculares tais como as proteinas
intracelulares Pipe (Pip), Slalom (Sll) e Windbeutel (Whbl), reguladores da
sintese de proteoglicanos, e a protease secretada Nudel (Ndl), sdo requeridos
para ativar uma cascata de proteases incluindo Gastrulation Defective, Snake e
Easter. Estas proteases sdo secretadas como precusores inativos pelo ovécito

16



ou durante os estagios iniciais de clivagem. Sua ativacdo culmina com a
geracdo do gradiente do morféogeno Spéatzle (Spz), com maiores niveis na
regido ventral do espago perivitelinico. Spatzle (Spz) entéo se liga ao receptor
transmembranar Toll (TI) presente de forma uniforme no embrido recém
depositado de Drosophila. O sinal, agora no interior do embrido, transloca-se
para o ndcleo a partir da acdo das proteinas adaptadoras Krapfen/dMyd88 e
Tube (Tub) e a quinase Pelle. Esta cascata intracelular leva a degradacédo do
inibidor homologo de kB, Cactus (Cact), o que permite ao fator de transcricdo
da familia NFkB entrar no ndcleo e ativar ou inibir a expressdo de genes
zigoticos requeridos para a especificacdo dos destinos celulares ao longo do
eixo dorso-ventral (revisto em Moussian and Roth, 2005, Figura 7).

C
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ectoderma %
dorsal

embridao
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Figura 7: Principais passos envolvidos na via de sinalizacdo de Toll e na
formacado do eixo dorsoventral. (A) Representacdo esquematica da metade
ao final da ovogénese o ligante de Toll Spaetzle € encontrado em grandes
quantidades na futura regido ventral. (B) A ativacdo da via de Toll na regido
ventral leva a degradacdo de Cactus e a importacdo de Dorsal para o nucleo.
(C) Na regidao mais ventral altos niveis de Dorsal sdo responsaveis por ativar
genes mesodermais tais como twist e snail. No ectoderma neurogénico (verde)
niveis intermediarios de Dorsal sdo responsaveis por ativar vnd, ind bem como
outros genes neurogénicos.
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Analises realizadas nos ultimos anos demonstraram que a via maternal
de Dpp também tem papel crucial no estabelecimento do eixo DV, tanto do
foliculo ovariano quanto do embrido. Os fatores secretados Sog, Tld, TIr, e Tsg
atuam durante a ovogénese modulando a distribuicdo de Dpp (Araujo e Bier,
2000; Carneiro e cols., 2006; Negreiros e cols., 2010, revisto em Araujo e cols.,
2011), que junto com a via de EGF estdo envolvidos em padronizar a futura
regido dorsal do ovOcito em crescimento e suas estruturas anexas, tais como
seus apéndices dorsais. Além disto, Dpp é depositado como proteina no
espaco perivitelinico do futuro embrido, ativando sua via de sinalizacao através
de componentes maternais durante a embriogénese. Assim, em D.
melanogaster a via maternal de Dpp seria importante para a padronizacao DV
no embrido.

A questdo que tem sido mais recentemente abordada € de quanto o
conhecimento obtido em D. melanogaster pode ser aplicado a outros insetos.
Um dos passos cruciais para a padronizacdo DV em D. melanogaster é a
migracdo do nudcleo haploide do ovocito em desenvolvimento para o coértex
anterior numa posi¢ao assimétrica ao longo do futuro eixo DV. Na posic¢éao final
do nucleo o ligante de EGF, chamado Gurken, é secretado para as células
foliculares localizadas logo acima. Gurken ativa, entdo, a via de sinalizagéo de
EGF nestas células e também atua a distancia através da inibicdo da
transcricdo da sulfotransferase pipe, que é somente expressa nas células
foliculares ventrais. Recentemente, Lynch e colaboradores (Lynch e cols.,
2010) demonstraram que a migracdo do nucleo e a sinalizagéo pela via de EGF
Sao caracteristicas tipicas de insetos, uma vez que as varias ordens estudadas
se utilizam desta via para a padronizacdo DV. Por outro lado, pipe parece nédo
estar envolvido nesse processo nos demais insetos estudados, sugerindo
modificagdes nas vias maternais requeridas para a formagédo do eixo DV.
Assim, a questdo se a via de Dpp também é importante maternalmente em
outros insetos ainda encontra-se aberta.

Durante a embriogénese o sinal ventralizante de Spaztle ativa Toll na
regido ventral e lateral fazendo com que altos niveis de Dorsal sejam
estabelecidos na regido mais ventral, que correspondera ao futuro mesoderma.
A regido lateral conta com progressivas menores concentracdes de Dorsal ao
longo do eixo DV, estabelecendo, assim, as regides do ectoderma neurogénico
e ndo-neurogénico (revisto em Moussian e Roth, 2005). Interacdes entre genes
zigoticos sdo fundamentais para a correta padronizacdo e refinamento desses
tecidos.

Estudos recentes de genbmica determinaram que Dorsal como fator de
transcricdo se liga diretamente a cerca de 80 genes zigbticos que sao
diferencialmente expressos ao longo do eixo DV (Sandmann e cols., 2007;
Zeitlinger e cols., 2007). Assim, os fatores de transcricado twist e snail seriam
essenciais para a formacdo do mesoderma, enquanto ventral nervous defective
(vnd), intermediate nervous defective (ind) e muscle segment homeobox (msh)
sao fundamentais para as regides ventral, lateral e dorsal do sistema nervoso.
Na regido do ectoderma dorsal a concentracdo nuclear de Dorsal é bastante
baixa, sendo que nesta regidao Dorsal atua como um repressor (Jiang e cols.,
1992). Na regido mais dorsal do ovo, onde a amnioserosa € especificada, a via
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zigbtica de sinalizacdo de Dpp € responsavel por prover a informagéo
posicional (revisto em Araujo e cols., 2011, Figura 7).

Assim, o0 modelo mais aceito a cerca da regulacdo dos genes-alvo de
Dorsal € que estes possuem sequéncias regulatorias contendo sitios de ligacao
em que este fator de transcricdo se liga. Em regides ventrais, onde a
quantidade de Dorsal é bastante grande, genes responsivos a Dorsal
apresentam em sua sequéncia sitios de ligacao de baixa afinidade, enquanto
que genes expressos em regides laterais sitios regulatérios com maior
afinidade para Dorsal. Logo, na regido dorsal do ovo pequenas mudancas na
concentracdo de Dorsal podem ter efeitos bastante importantes para a ativacao
de genes-alvo. O vasto conhecimento das sequencias regulatorias destes
genes nos ultimos anos tem transformado a rede regulatéria génica (“gene
regulatory network”) responsavel pela padronizagdo DV num dos principais
processos em que a morfogénese e as interacbes moleculares sao
profundamente conhecidas (revisto em Stathopoulos e Levine, 2005).

Quanto desse processo de padronizacdo DV é conservado em outros
artropodes? Aparentemente as duas vias de sinalizacdo de Toll e Dpp estédo
envolvidos na padronizacdo DV pelo menos no ancestral comum dos insetos
hemi e holometabolos que viveu a cerca de 300 milhdes anos. Todavia, a
importancia de cada uma dessas vias parece diferir quando comparamos as
diversas Ordens de insetos. No besouro T. castaneum a via de Dpp é
fundamental para a padronizacdo do sistema nervoso, ao contrario de D.
melanogaster onde a via de Toll € a principal responsavel por padronizar esta
regido (Nunes da Fonseca e cols., 2008). Outra diferenca bastante clara obtida
por andlises comparativas é o maior papel do genoma zigético em insetos
pertencentes a grupos mais primitivos, e.g. T. castaneum, em relagdo ao
extenso controle maternal existente em dipteros derivados como D.
melanogaster. Recentemente demonstramos que interacdes a nivel zigético de
moduladores de Dpp e Toll sdo responsaveis pela padronizacdo do eixo DV em
T. castaneum (revisto em Fonseca e cols., 2009).

Esses achados moleculares corroboram estudos da primeira e inicio da
segunda metade do século XX que demonstraram a existéncia de mecanismos
auto-regulatérios em ovos de insetos pertencentes a grupos basais. O
embriologista alemdo Klaus Sander demonstrou que ao separar
mecanicamente as futuras regides ventrais e dorsais de um ovo do Hemiptera
Cicadellidae Eucelis dois embrides eram gerados. Tal resultado demonstrou
que algumas espécies basais possuiam capacidade de se auto-regular
(Sander, 1971, 1976), isto é formar mais de um embrido a partir de um ovo.
Experimentos similares com embribes de D. melanogaster demonstraram
pouca capacidade auto-regulativa nestes ovos. Assim em dipteros derivados 0s
destinos celulares seriam determinados bastante precocemente a partir de
gradientes maternais e de forma irrreversivel no desenvolvimento.

Assim, parecem haver diferencas importantes quando se compara a
padronizacdo DV em diferentes espécies, as quais se tornam mais evidentes
guando se inclui nesta analise embrides de artrépodes pertencentes a grupos
basais tais como quelicerados (aranhas, carrapatos, etc). Nesses animais
acredita-se que a padronizacdo DV dependa largamente do genoma zigético e
gue a perda da simetria e o estabelecimento do eixo DV envolva de forma
acentuada a via de sinalizacdo de Dpp. Na aranha A. tepidariorium Dpp e seus
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moduladores sdo aparentemente responsaveis pela padronizacdo de todas
regides DV (Akiyama-Oda e Oda, 2006, Fonseca e cols., 2009).

Logo, uma hipdtese plausivel seria que ancestralmente os artropodes
utilizariam um sistema para padronizacdo DV usando a via de sinalizacdo de
Dpp e que na evolugdo dos insetos a via de sinalizacdo de Toll teria sido co-
optada de sua funcéo original na imunidade para a padronizacdo DV (Fonseca
e cols., 2009). Assim, embora estudos iniciais tenham proposto que a
padronizacdo DV envolve uma rede regulatoria de moléculas evolutivamente
conservadas, em particular a via de sinalizagdo de Dpp, tem se tornado claro
que diversas diferencas existem entre artropodes (Oda e Akiyama-Oda, 2008).
Estas diferencas podem ser correlacionadas, por exemplo, com a extensa
diversidade dos ovos de artropodes bem como com a existéncia de camadas
envoltorias e protetoras dos ovos de insetos, as membranas extra-
embrionarias.

Formacao das Membranas Extra-embrionarias em Insetos.

As duas membranas extra-embrionarias serosa e 0 amnion podem ser
considerados como uma invencgdo tipica dos insetos possuidores de asas
(pterigotos). Quelicerados como carrapatos ndo possuem membranas extra-
embrionarias envolvendo o embrido. Insetos primitivamente sem asas
(apterigotos) muitas vezes possuem apenas uma membrana extra-embriondria
a serosa ou o amnion, e dipteros derivados de desenvolvimento embrionario
rapido, como D. melanogaster, possuem somente uma membrana bastante
reduzida, a amnioserosa, localizada na regido dorsal do ovo (revisto em
Panfilio, 2008; Roth, 2004).

Embora ndo se tenha uma visdo completa de muitos grupos informativos
para a origem dessas membranas extra-embrionarias foi proposto que a
formacdo do amnion e a serosa seriam simplesmente consequéncia de forcas
fisicas que ocorrem durante a embriogénese. Assim que formadas, varias
funcbes importantes podem ser realizadas por essas membranas. E importante
ressaltar que cada um dos dois maiores grupos de animais com simetria lateral
dos deuterostomos e protostomos, os vertebrados amniotos (mamiferos e
répteis) e os insetos, respectivamente foram os mais bem sucedidos na terra
com relacdo ao numero de espécies e habitats ocupados. Essas membranas
extra-embrionarias tém origem independente, ou seja, ndo possuem um
ancestral comum em amniotos e insetos (revisto em Panfilio, 2008; Roth,
2004).

Parece que o desenvolvimento das membranas extra-embrionarias €&
correlacionado com o aparecimento e a diversificacdo de um programa
genético envolvendo o aparecimento de um gene Hox3 derivado, 0 gene
zerknullt (zen). Em artrépodes pertencentes a grupos basais, que nao possuem
membranas extra-embrionarias, apenas o gene Hox3 encontra-se no genoma
(Hughes e Kaufman, 2002; Damen e Tautz, 1998). Em insetos uma duplicacéo
do gene Hox3 levou ao aparecimento do gene zen que parece ser responsavel
pela especificagdo das membranas extra-embrionarias em todas as Ordens de
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insetos estudadas até hoje (Stauber e cols., 1999). Os movimentos e a
biomecénica das células extra-embrionarias foram estudadas recentemente no
hemiptera Oncopeltus fasciatus e demonstraram que estas membranas séo
essenciais para a embriogénese neste inseto (Panfilio, 2009; Panfilio e Roth,
2010). Embrides que ndo expressam zenl, através da interferéncia de RNA,
tanto em T. castaneum quanto em Oncopeltus fasciatus ndo desenvolvem a
serosa, uma membrana extra-embrionaria muito importante (Panfilio e cols.,
2006; van der Zee e cols., 2005). E interessante notar que em condicdes de
laboratorio embrides de T. castanuem conseguem se desenvolver e eclodir
mesmo ha auséncia de serosa, todavia ndo se sabe se em condi¢Bes extremas
no ambiente natural eles se desenvolveriam.

Durante o desenvolvimento embrionario precoce, logo apés a formacéo
do disco blastodermal, tipicamente nos insetos acontece a diferenciacdo dos
dois envelopes protetores ou membranas: uma serosa externa, que se
diferencia diretamente do disco blastodermal e o amnion interno que se
diferencia das regifes adjacentes ao disco germinal. Assim, durante o
desenvolvimento embrionario tipico dos insetos o embrido é envolvido pelo
amnion, criando a cavidade amniotica, e pela serosa que o envolve o embrido e
o amnion (Figura 8). Este processo em que o embrido é envolto pela serosa e
pelo amnion, ocorre concomitantemente com o processo de gastrulacao
(descrito abaixo). Em vérias Ordens tais como Hymenoptera, que incluem
vespas e abelhas, o amnion comeca a se formar porém degenera cedo ao
longo do desenvolvimento, ou apenas possui uma estrutura que recobre o
vitelo ao invés do embrido. Dipteros derivados, incluindo a mosca-da-fruta D.
melanogaster possuem uma Unica membrana extra-embrionaria que recobre
apenas a regido dorsal do embrido.

Assim, dentre os artrOpodes vetores temos 0s carrapatos tais como
Riphicephalus (Boophilus) microplus que nao possuem membranas extra-
embrionarias e hemipteras como R. prolixus e mosquitos como o0 Ae. aegypti
com serosa e amnion evidentes. A presenca ou auséncia de membranas extra-
embrionérias possui extensa correlacdo com a estrutura do cérion que reveste
0 ovo. A camada do cérion contendo lipideos, e outros componentes parece
ser de fundamental importancia no habitat natural dos ovos (Hinton, 1981,
Panfilio, 2008).

Dois processos importantes acontecem com as membranas extra-
embrionérias. Primeiro deve existir uma correta fusdo do amnion com a serosa,
gue geralmente comeca a acontecer na regiao da cabeca. Na falta da fusdo
correta como em embrides RNAI para zen2 em Tribolium, o embrido pode se
fechar de forma invertida com o sistema nervoso permanecendo na regiao
externa e a epiderme internamente (van der Zee e cols., 2005). Um segundo
evento € no fechamento dorsal, que envolve a extensa morte celular das
membranas extra-embrionarias em particular a serosa (Panfilio e Roth, 2010).
Esse fechamento é fundamental para a internalizacdo dos 6rgaos bem como a
manuten¢cao da epiderme intacta. Estudos funcionais dessas membranas em
insetos vetores, nos ultimos anos, tém demonstrado que particularmente a
serosa parece ser importante para secretar uma cuticula protetora chamada de
cuticula serosa, que possui papel fundamental no fenémeno da resisténcia a
dessecacado (Goltsev e cols., 2009; Papatsenko e cols., 2011). O estudo do
mecanismo geneético envolvido com a padronizacdo dessa cuticula é uma area
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promissora de interface entre o estudo da embriologia de vetores e possiveis
acOes de controle através do desenho de inibidores especificos.

cap

O

Figura 8: Movimentos acrobaticos das membranas extra-embrionarias em
insetos. Adapatado a partir de Van der Zee e cols, 2005. Representacdo de
embrides de Tribolium e o processo de gastrulacdo. Em vermelho é
representada a serosa, em azul o amnion e em verde o embrido propriamente
dito. (pp) — Regido posterior. (cap) — cavidade amniotica posterior, (caa) —

cavidade amnidtica anterior.
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Gastrulacdo em Artropodes: Formacao do Mesoderma.

Um dos principais eventos da embriogénese em organismos
multicelulares € a separacdo dos grupos celulares em trés camadas
germinativas, o ectoderma, o mesoderma e o endoderma e este processo é
denominado gastrulacdo. Em geral, tanto em vertebrados quanto em
invertebrados, células derivadas do ectoderma dar&o origem a regides externas
do corpo (epiderme) e ao sistema nervoso, do mesoderma a musculos e
sangue e do endoderma ao tubo digestdrio e seus anexos. Em artrépodes,
quase todo conhecimento do processo celular e molecular envolvido na
formacdo do mesoderma e do tubo digestorio é proveniente do inseto-modelo
D. melanogaster. O desenvolvimento de D. melanogaster é bastante diferente
dos demais insetos, um banda longa, conforme descrito acima.

Dentre essas diferencas da embriogénese de D. melanogaster se
comparada com outros insetos é em relacdo ao modo de invaginacdo do
mesoderma (Tipo | na Figura 9, revisto em Roth, 2004). Em D. melanogaster a
invaginacdo do mesoderma € controlada pelo sistema dorsoventral,
principalmente pelos fatores de transcricdo dorsal, twist e snail (revisto em
Nunes da Fonseca e cols., 2009). twist pode ser considerado um controlador-
mestre para o desenvolvimento do mesoderma em D. melanogaster uma vez
gue embrides mutantes para twist ndo desenvolvem mesoderma. O mecanismo
de invaginacdo do mesoderma é excelente para estudos comparativos em
insetos devido a existéncia de um vasto conhecimento ao nivel celular e
molecular deste processo, incluindo filmagens ao vivo em tempo real de todo
processo em D. melanogaster (McMahon e cols., 2008).

Uma das principais justificativas para a analise da formacdo do
mesoderma em diferentes artrépodes € a grande variacdo morfolégica deste
processo em seus diferentes grupos. Enquanto em D. melanogaster existe uma
completa inibicAo de mitoses na regido do mesoderma e um movimento
coordenado destas células durante a invaginacao, descricées morfolégicas na
era pré-molecular demonstraram a existéncia de pelo menos dois outros tipos
de formacdo do mesoderma em insetos filogeneticamente basais (Tipo Il e Tipo
[ll). Na formacdo do mesoderma tipo Il, observada em N. vitripennis (vespa) e
Apis mellifera (abelha), o mesoderma se desgruda do ectoderma adjacente
como uma placa continua, sem modificar a morfologia de suas células (Figura
9, revisto em Roth, 2004). Na formacdo do mesoderma do tipo Ill, observado
em insetos bastante primitivos como libelulas (Odonata — “dragonflies”), a
ingressao de células ocorre através de um processo estocastico, onde células
aparentemente proliferam e ingressam no interior do embrido individualmente
(Figura 9, revisto em Roth, 2004). Recentemente, foi proposto que a aranha A.
tepidariorium (quelicerado) ndo forma o mesoderma como estrutura mais
ventral do embrido e sob o controle da cascata molecular dorsoventral (revisto
em Nunes da Fonseca e cols., 2009), indicando que este processo € diferente
ao nivel de controle molecular em aranhas e moscas-da-fruta. Concluindo,
existe uma aparente flexibilidade no controle molecular da formagéo do
mesoderma em artropodes e a investigagdo de como esta camada germinativa
€ padronizada ao nivel molecular e celular nos ajudara a entender as
tendéncias macro-evolutivas que ocorreram no Filo que possui 0 maior nimero
de espécies do Reino Animal.
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Tipo I: Drosophila (Diptera)
¢ ect

Tipo II: Apis (Hymenoptera)

b - _Joe
Sodieo st — %

Tipo lll: Grupos ancestrais (Orthoptera)

mes

Figura 9: Tipos de invaginacdo do mesoderma em insetos. Ectoderma
(ect), Mesoderma (mes). Em grupos ancestrais (Orthoptera) a invaginacao do
mesoderma ocorre de forma estocastica e aparentemente desorganizada, o
chamado Tipo Ill. Em Apis mellifera a invaginacdo do mesoderma ocorre como
uma placa Unica (Hymenoptera-Tipo Il) e o ectoderma recobre o mesoderma
na regido ventral. Em Drosophila melanogaster a invaginacdo do mesoderma
ocorre em forma de roseta em uma populagdo Unica ao longo de todo eixo
antero-posterior (AP). Adaptado a partir de Roth, 2004.

Formacao do Tubo Digestorio e Endoderma em Artrépodes

O tubo digestério em D. melanogaster é formado por uma porcéo
ectodermal e uma porcdo endodermal. S&o considerados componentes
ectodermais do tubo digestério o estomodeo, o proctodeo e os tubulos de
malpighi (excrecdo), uma vez que estes componentes apresentam carater
epitelial assim como a epiderme, e nunca demonstram caracteristicas
mesenquimais (Reuter, 1994). O endoderma, propriamente dito, € composto
pelas regides anteriores e posteriores do intestino medio, que sao inicialmente
localizadas adjacentemente ao proctodeo e o estomodeo. O endoderma é
internalizado concomitantemente com o proctodeo e o estomodeo, estruturas
ectodermais (Reuter, 1994, Figura 10). O endoderma passa por uma transi¢céo
ecto-mesenguimal e somente ao final do seu processo de diferenciacdo suas
células adquirem novamente seu carater epitelial. Os chamados nucleos
vitelinicos (“yolk nuclei”), ou vitelofagos priméarios também tém funcao
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digestéria, embora ndo facam parte desse tubo digestorio propriamente dito em
D. melanogaster (Walker e cols., 2000). Foi proposto por varios autores que 0s
vitel6fagos seriam integrados ao tubo digestério em insetos primitivos e
quelicerados, embora ndo exista prova conclusiva (revisto em Roth, 2004).

Em D. melanogaster, o controle genético da formacao do tubo digestorio
envolve a cascata maternal que ativa a via de sinalizacado do receptor tirosina-
quinase Torso (Figura 5, Figura 10) nas regifes anterior e posterior do embrido,
o chamado sistema terminal (St Johnston e Nusslein-Volhard, 1992). Esta
cascata leva a ativacdo no embrido dos fatores de transcricdo zigoéticos tailless
(tl) e huckebein (hkb), que séo, por sua vez, responsaveis pela ativacdo de
varios outros genes-alvo envolvidos na padronizagdo do tubo digestorio. O
gene fog, necesséario para invaginagcdo do mesoderma, também € requerido
nas células do proctodeo para este mesmo processo, uma vez que mutantes
para fog ndo realizam a invaginagdo do proctodeo. Varios fatores de
transcricdo sao requeridos nas por¢cbes do proctodeo (ectoderma) como
brachyury e forkhead, sendo este ultimo gene também requerido no ectoderma
anterior para a correta especificacdo do estomodeo (Murakami e cols., 2005).
Outros fatores de transcricdo como os da familia GATA, tais como serpent(srp)
e GATAe, sdo fundamentais para a padronizacdo do endoderma (intestino
meédio). Concluindo, a cascata de fatores envolvidos na formacdo do tubo
digestério € bem conhecida em D. melanogaster e poucos estudos
investigaram este processo a nivel molecular em outros artropodes.

Ao contrario de vertebrados, em D. melanogaster o endoderma e o
mesoderma sao especificados antes da gastrulacdo por gradientes maternais,
fato que é correlacionado com o desenvolvimento bastante rapido da mosca-
da-fruta. Por outro lado, artropodes mais primitivos tém, em geral,
embriogénese mais longa sendo possivel que genes zigéticos tenham maior
participacdo na especificacdo do tubo digestério. Andlises preliminares
utilizando o besouro T. castaneum demonstraram diferencas importantes neste
mecanismo de padronizacdo do tubo digestorio (Schroder e cols., 2000), tais
como diferencas entre a padronizacdo da regiao anterior e posterior do tubo
digestério. Em T. castaneum a regido mais anterior do ovo ndo da origem ao
estomodeo, mas sim a serosa. Assim a sua padronizagdo, caracterizada pela
expressdo de Tc-fkh ocorre somente zigoticamente, apdés o processo de
gastrulacdo. Concluindo, o controle molecular do processo de formacao do
sistema digestério envolvendo suas populacdes endodermais e ectodermais
durante a embriogénese sofreu modificagbes ao longo da evolugcdo dos
artrépodes.
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Figura 10: (A) Formagéao do intestino em D. melanogaster envolve a migragéo
do ectoderma e do endoderma das regides anterior e posterior. (B) Cascata de
fatores envolvidos na padronizacdo do endoderma de Drosophila. (A) Adaptado
a partir de Roth, 2004 e (B) Adaptado a partir de Murakami e cols., 2005 .

Consideracgfes Finais.

As discussfes apresentadas durante o presente capitulo sobre a
embriogénese de artrépodes demonstram a vasta literatura e conhecimento
destes processos no inseto-modelo Drosophila melanogaster e todo o vasto e
inexplorado campo da embriogénese molecular dos artropodes vetores. Nos
altimos anos estudos de embriologia molecular com outras espécies de
artropodes tem levado a descoberta dos aspectos conservados e divergentes
entre os diferentes grupos. Acreditamos que o recente avan¢go dos genomas e
transcriptomas e as técnicas de perda de fungdo (iRNA) irdo permitir uma
melhor compreensdo dos aspectos morfo-funcionais das espécies vetoras de
interesse nacional.
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