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ABSTRACT:

Arthropods are the most diverse in the animal kingdom, and also display a great morphological variability. In Brazil, studies
regarding the embryology and evolution of disease vectors or storage pests are scarce. Over the recent years, studies from our
group have revealed similarities between the embryonic development of organisms belonging to the phylum Arthropoda, among
which stands out the germ band stage. Embryos of different species may display similar morphologies at a certain stage of
embryonic development, thus showing evidence that these animal groups have a common evolutionary history. With the
development of new technologies and the emergence of EVO-DEVO, it is now possible to investigate the embryogenesis at the
genetic level, comparing different taxonomic groups. In this paper, we discuss the importance of including other model organisms
besides fruit-fly (Drosophila melanogaster) and the studies from our lab which extend the range of arthropod model systems
available for developmental studies. These studies include species of medical interest such as the hemiptera Rhodnius prolixus and
the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) as well as agricultural storage pests, the beetle Tribolium
castaneum (Coleoptera).
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RESUMO:

Os artropodes possuem o maior nimero de espécies dentro do reino animal e possuem também uma grande variabilidade
morfoldgica. No Brasil, nosso grupo tem focado em estudar o desenvolvimento embriondrio de organismos pertencentes ao filo
Arthropoda, particularmente de organismos vetores de doencas ou causadores de grandes prejuizos econdmicos, como as pragas de
estocagem. Estes estudos tém revelado similaridades e diferencas na biologia do desenvolvimento dos artropodes. Entre os estagios
embrionarios conservados encontra-se a banda germinal, que ¢ bastante similar para todo o grupo (estagio filotipico), enquanto que
os estagios iniciais, sob influéncia maternal ¢ os estagios finais da embriogénese, sdo mais distintos. Estes resultados, junto com
demais resultados da literatura, evidenciam uma histéria evolutiva comum e a constitui¢do de um grupo monofilético dentre os
artropodes. Com o desenvolvimento de novas tecnologias e o surgimento da Biologia Evolutiva do Desenvolvimento (EVO-
DEVO), tem sido possivel investigar o controle morfogenético do desenvolvimento embrionario e pos-embrionario, comparando
grupos taxondmicos distintos. No presente trabalho discutiremos a importancia de ter outros organismos modelo além da mosca-
da-fruta (Drosophila melanogaster) para estudos de biologia do desenvolvimento de artrépodes. Estes estudos incluem espécies de
interesse médico como o hemiptera Rhodnius prolixus e o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) bem
como pragas de estocagem, o besouro Tribolium castaneum (Coleoptera).
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INTRODUCAO

A 1imensa diversidade de formas
existentes no reino animal tem gerado fascinio
entre nos através dos séculos e motivado
inimeras  tentativas  para  estimar  a
biodiversidade do planeta. Acredita-se que o
numero total de espécies de insetos esteja entre
2,5 milhdes a 10 milhdes, embora apenas 1

milhdo tenha sido descrito (Grimaldi and
Engel, 2005). A teoria da evolucdo fornece a
explicagdo mais aceita para a origem da
diversidade. Charles Darwin (1809-1882) e
Alfred Wallace (1823-1913) chegaram a
conclusdes semelhantes sobre a origem da
diversidade por meio da evolugdo. Para esses
naturalistas novas formas de vida surgem a
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partir de um tipo ancestral original. Pesquisas
com embriologia comparada na segunda
metade do século XIX e a genética de
populagdes na primeira metade do século XX,
corroboraram grandemente com as conclusdes
de Darwin e Wallace, tornando a teoria
evolutiva robusta e amplamente aceita (revisto
em Ridley, 2010).

Dentre os trabalhos com embriologia
comparada de maior destaque da segunda
metade do século XIX estdo aqueles do alemao
Ernst Haeckel (1834-1919) e também do
germano-brasileiro Fritz Mueller (1822-1897).

Estes trabalhos caracterizaram e
compararam 0S processos embrionarios em
vertebrados e  invertebrados, revelando
similaridades entre grupos distintos, tais como
o conceito de “estagio filotipico”: embrides de

grupos distintos apresentam  morfologias
semelhantes, caracteristico do grupo
taxonomico (dai o termo, “filotipico”).
Interessante para o contexto atual, Fritz

Mueller utilizou espécies nativas do Brasil em
seus estudos de desenvolvimento, em
particular os crusticeos em seu completo e
instigante livro “Fur Darwin” (Miiller, 1864,
revisto em Marcellini et al., 2016). As
evidéncias obtidas por Fritz Mueller, Ernst
Haeckel, entre outros contemporaneos foram
interpretadas como indicios de que estes
grupos  animais  apresentavam  histéria
evolutiva comum, e que, portanto, poderiam
ser conectados em um tempo remoto a um
ancestral comum. O conceito de ancestral
comum e da relacdo filogenética entre as
Ordens, Classes e Filos s3o essenciais para a
unido entre a biologia evolutiva e a
embriologia que tem ocorrido nos ultimos 30
anos.

Na década de 1960, o geneticista norte-
americano  Edward Lewis (1918-2004)
estudando a mosca-da-fruta (Drosophila
melanogaster) constatou que algumas nasciam
com alteragdes morfologicas, em frequéncia
muito baixa. Na mesma ¢época, o biologo do
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desenvolvimento norte-americano Eric F.
Wieschaus e a biologa alemd Christiane
Niisslein-Volhard iniciaram a producdao de
mutantes induzidos por agentes quimicos desta
mosca. Esses pesquisadores conseguiram
produzir milhares de moscas mutantes para
diferentes genes, de maneira controlada
(revisto em Gilbert, 2014). Segundo estes
estudos, cada mutacao decorria da alteracao de
apenas um gene. As sequéncias de DNA dos
genes chamados “reguladores mestres”, foram
isoladas e manipuladas em laboratorio,
permitindo detectar o local de ativagdo do gene
no embrido e gerar novos mutantes, que
levaram a identificagao das bases moleculares
do desenvolvimento da D. melanogaster,
tornando a mosca-da-fruta um dos mais bem
caracterizados organismos-modelos (revisto
em Marques-Souza et al., 2012). A Evo-Devo
surgiu devido a observacdo de que o complexo
de genes Hox estavam presentes na maioria
dos organismos e formando um complexo
ordenado nos cromossomos.

Vertebrados possuem genes homologos
aos genes de insetos, com funcdes muito
similares. Por exemplo, o gene denominado
eyeless, de mosca, ativa o desenvolvimento de
olhos compostos em insetos; mutantes para
esse gene nao desenvolvem olhos. A expressao
deste gene em outras partes do corpo da
origem a olhos compostos adicionais. Por
outro lado, o gene Pax6, presente nos embrides
de vertebrados, ¢ responsavel por formar os
olhos simples nestes animais; vertebrados com
mutacdo para o pax6 resulta em olhos
malformados ou mesmo na completa auséncia
de olhos. A comparacdo entre as sequéncias de
bases (unidades que formam o DNA) do
eyeless e do Pax6 revelou similaridade de
sequéncia entre os dois genes (revisto em
Marques-Souza et al, 2012). Os avancos
tecnologicos no campo da genética, biologia
molecular e celular permitiram a unido entre a
biologia evolutiva e a embriologia: surge a
“Biologia Evolutiva do Desenvolvimento” ou
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“Evolutionary  Development”  (Evo-Devo)
(revisto em Marques-Souza et al., 2012).

Os estudos em Evo-Devo avangaram
muito nas ultimas décadas e tém ajudado na
formulacao e testes de hipoteses para questdes
evolutivas antes sem resposta, como aquelas
relacionadas a macro evolugdo, tais como a
origem de novos taxons ou os planos corporais.
A pesquisa em Evo-Devo tornou possivel o
acesso a tais questdes, pois investiga o controle
da biologia do desenvolvimento ao nivel

genético, comparando grupos taxonomicos
distintos.  Procura-se principalmente  por
mudangas nos genes do desenvolvimento

associados a alteracoes evolutivas. Atualmente,
para os genes Hox tais associagdes entre
morfologia e genética parecem muito evidentes
(Ridley, 2010). Grande parte deste esforgco se
concentrou no entendimento da embriologia
comparada dos artropodes. (Marques-Souza et
al., 2012; Nunes da Fonseca et al., 2012 ).

Uma caracteristica importante dos
estudos de Evo-Devo ¢ a necessidade de
comparacdo dos caracteres estudados ao longo
de uma filogenia, isto €, o estudo de Evo-Devo
¢ realizado em varias espécies para se inferir se
um determinado caractere ¢ ancestral ou
derivado dentre os grupos estudados. Assim,
dependendo do caractere fenotipico a ser
estudado podem-se realizar estudos com
espécies relativamente proximas, isto € cujo
ancestral comum viveu a poucos milhares de
anos ou com espécies cujos ancestrais comum
remontam a periodos bastante distantes como
centenas de milhdes anos. Um exemplo de
estudo de evolugdo com espécies que
divergiram a poucos milhares de anos envolve
o surgimento ou perda de pigmentacdo nas
asas de espécies de moscas-da-fruta. Os grupos
dos pesquisadores Sean Carroll, Nicolas
Gompel e Benjamin Prud’homme tem sido
pioneiros neste tipo de estudo (Arnoult et al.,
2013; Koshikawa et al., 2015). Estes estudos
tém demonstrado que o surgimento de novas
regides pigmentadas nas asas envolve o
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aparecimento de novos dominios de expressao
genes envolvidos no processo de pigmentacao.
Estes novos dominios de expressdo sao
mediados  por  sequencias  regulatdrias
presentes em espécies com pigmentacdo nas
asas e ausente nas demais. Dentre as vantagens
de se estudar espécies correlatas ¢ a
possibilidade muitas vezes de cruzamentos
forcados entre espécies e a observacao dos
hibridos gerados. A similaridade de sequéncias
e a disponibilidade dos genomas destas
espécies de moscas-da-fruta também facilitam
estes tipos de estudo. Estudos com estas
espécies relacionadas também sdao chamados
de estudos de microevolugao e encontram-se
na fronteira entre a genética de populagdes e a
Evo-Devo.

No outro grupo de estudos da Evo-
Devo sao realizadas comparacdes entre grupos
mais distantes filogeneticamente, por exemplo,
de Ordens ou at¢ mesmo Filos diferentes, cujo
ancestral comum dos  grupos  sendo
comparados pode ter vivido a centenas de
milhdes de anos atras. Neste tipo de estudo
enquadram-se, por exemplo, comparagdes de
fungdes e estruturas entre diferentes espécies
de organismos protostomios, primeira abertura
durante a embriogénese da origem a boca, e
deuterostomios, primeira abertura da origem
ao anus. A partir deste tipo de abordagem
comparativa com  organismos  bastante
distantes foi proposto que um mecanismo
comum e geral operaria na padronizacdo do
eixo dorsoventral em todos os animais com
simetria bilaterial (revisto em Bier and De
Robertis, 2015). Com a diminui¢do dos custos
do sequenciamento de genomas e de
transcriptomas, isto ¢, os RNAs sendo
expressos num determinado momento em um
tecido ou célula, um crescente numero de
espécies dos mais variados Filos tem sido
estudado. Assim, espécies raras, de dificil
cultivo ou acesso vem sendo estabelecidas
como modelos de estudo de biologia evolutiva
do desenvolvimento.
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Por ultimo uma area de intensa investigacao
nos ultimos anos é a chamada Eco-Evo-Devo,
isto ¢ a integracdo de componentes do meio
ambiente aos processos de biologia do
desenvolvimento.  Varios  exemplos de
plasticidade fenotipica, ou seja, diferentes
respostas em um mesmo genotipo tem trazido
componentes até entdo ignorados para a
discussao dos processos de desenvolvimento
(Gilbert et al., 2015), incluindo, por exemplo,
estudos de como a presenga de simbiontes
pode modular o desenvolvimento embrionario
e pods-embriondrio de diversos organismos.

A investigagdo de organismos nao-
modelos tem revelado, como esperado, muitas
similaridades entre o  desenvolvimento
embrionario de artropodes, dentre as quais
destaca-se o estagio de banda germinal, que
apresenta forma tipica para o grupo (estagio
filotipico)  (Figura 1).  Estudos tém
demonstrado também divergéncias flagrantes
na forma e no funcionamento dos organismos
deste grupo, sobretudo nos estagios de ovo e
adultos. Tais similaridades e divergéncias
revelam a imensa variedade de tipos de
controle genético dentre os artropodes,
particularmente nos estdgios iniciais € bem
tardios do desenvolvimento embrionario, perto
da eclosdo. Assim, parece importante o
levantamento de dados sobre a biologia do
desenvolvimento de organismos ndo-modelo, a
fim de determinar padrées morfoldgicos
diversos e estabelecer novos modelos
experimentais (Marques-Souza et al., 2012).

Muitos dos organismos nao-modelo
atualmente em inicio de estudo no Brasil sao
vetores de doencas tropicais, historicamente
marginalizadas pela ciéncia. Além disso,
muitos sdo considerados pragas as atividades
humanas, como culturas, criacdes ¢ estocagem
de alimentos, gerando milhdes de dolares de
prejuizo todos os anos. Entender melhor a
embriologia destes organismos nos ajudara a
controlar suas populagdes. Isto mostra como
pode ser importante, do ponto de vista
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ambiental e estratégico do pais, o estudo de
organismos nao-modelo proprios, bem como a
aplicacdo deste conhecimento (Nunes da
Fonseca et al., 2012 ).

Este trabalho consiste numa revisao das
contribuicdes em Evo-Devo fornecidas pela
pesquisa em  biologia  evolutiva  do
desenvolvimento (EVO-DEVO) desenvolvidas
por um grupo de pesquisadores do Laboratorio
Integrado de Ciéncias Morfofuncionais do
Nucleo de Pesquisas em Ecologia e
Desenvolvimento Socioambiental da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Esta
revisdo ilustra o qudo importante pode ser o
estudo da Dbiologia do desenvolvimento
comparada de organismos nao-modelos no filo
Arthropoda, seja no que se refere a um melhor
entendimento desta etapa fundamental na vida
deste filo animal, no fornecimento de
ferramentas metodologicas para o controle de
pragas e vetores de doencgas subvalorizadas
pela ciéncia.

Evo-devo em artropodes

Os artrépodes representam o grupo
mais NUMEroso do reino animal,
compreendendo trés quartos das espécies
descritas, apresentando ampla diversidade de
formas e de estratégias evolutivas (Jacobs et
al., 2013). Devido ao esqueleto externo e
rigido, a histéria evolutiva dos diferentes
grupos esta bem documentada no registro
fossil. Ao documentario fossil veio se somar as
modernas ferramentas genéticas (tais como a
tecnologia do DNA recombinante, clonagem,
mutacoes induzidas e silenciamento génico), o
que tornou possivel fazer inferéncias sobre a
histéria evolutiva do grupo. Assim, o estudo
dos artrépodes tem nos ajudado a compreender
melhor os mecanismos relacionados a sua
diversidade (Grimaldi and Engel, 2005).

Recentes analises filogendmicas, isto €,
utilizando um grande nuamero de genes
presentes nos genomas de artropodes, indicam
que insetos e crustaceos formam o grupo
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Tetrachonata (Pan-crustacea). Segundo estes
estudos a origem dos insetos datam do
Ordoviciano, aproximadamente 479 milhdes
de anos atras e de insetos com asas a 406
milhdes de anos atrds (Misof et al., 2014).

Dentre as principais adaptacdes dos
insetos se comparados com seu grupo irmao,
os crustdceos, encontram-se o surgimento de
estruturas especializadas para a reproducao, os
ovarios contendo diferentes ovariolos e a
presenca de uma simetria bilateral evidente ja
durante o processo de ovogénese (Lynch et al.,
2010), uma caracteristica exclusiva deste grupo
de animais. Em outras palavras, na maior parte
dos insetos € possivel identificar as regides
anteriores e posteriores dos ovos bem como as
regides dorsais e ventrais ainda quando os
ovocitos se encontram no abdome de suas
maes. Outras caracteristicas importantes dos
insetos, particularmente dos Pterygota (insetos
com asa), ¢ a presenca de uma membrana
protetora e envoltéoria nos ovos, a serosa.
Recentes estudos demonstraram que esta
membrana ¢ fundamental para a resisténcia a
dissecagdo e sobrevivéncia em situacdoes com
um ambiente desfavoravel (Jacobs et al.,
2013).

A serosa encontra-se presente na maior
parte dos insetos com excecao de um grupo de
Diptera derivado (Schizophora), que inclui a
mosca-da-fruta, = Drosophila  melanogaster
(INSECTA: Diptera). Este Diptera ¢ o
organismo-modelo mais usado para estudos em
Genética e Evolucao entre os artropodes. Um
bom organismo-modelo deve apresentar
facilidade e baixo custo de manutencao; ciclo
de vida curto; possibilidade de realizagao de
screenings genéticos de maneira rapida; além
disso, D. melanogaster  apresenta  a
possibilidade de produg¢dao e manutengao de
mutantes por infinitas geracdes devido a
presenca de cromossomos balanceadores e o
maior numero de ferramentas genéticas,
genomicas e de biologia molecular e celular ja
desenvolvidas para um organismo multicelular.
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Todas estas caracteristicas fazem da mosca da
fruta um organismo-modelo ideal para a
abordagem das questdes da biologia a
medicina.

A definicdo dos eixos antero-posterior
(AP) e dorso-ventral (DV) em embrides de
artrépodes ocorre durante o desenvolvimento
embrionario ¢ ¢ fundamental para a correta
alocacao dos futuros orgdos e segmentos dos
insetos adultos (da Fonseca et al., 2009; Lynch
et al., 2010). Foi confirmada a participacdo de
varios genes no estabelecimento dos eixos AP
e DV ao longo da ovogénese e embriogénese
de insetos de banda longa, entre eles os
mensageiros maternos bicoid e nanos. Estes
dois mensageiros sdo responsaveis por
diferenciar as regides anterior e posterior do
embrido, respectivamente. Em Drosophila o
gene bicoid atua como fator de transcricdo
para mais de dez genes zigéticos. Por outro
lado, nanos nao funciona como um regulador
da transcri¢do, mas sim como um repressor da
traducdo do gene hunchback, na regido
posterior, estabelecendo gradiente desta ultima
ao longo do eixo AP (revisto em Nunes da

Fonseca et al., 2012 ). Varios estudos
realizados ao longo dos ultimos anos
particularmente  pelo pesquisador  da

Universidade de Chicago Urs Schmidt-Ott
demonstraram que o gene bicoid ¢ uma
novidade evolutiva dos dipteros derivados.
Outros insetos e vertebrados utilizam um outro
gene com um dominio homeobox similar a
bicoid denominado orthodenticle (revisto em
Schmidt-Ott and Lynch, 2016).

Por outro lado, a diferenciacdo das
regides dorsal e ventral decorre da
expressao/inibi¢do de outro gene materno
(dorsal), o qual depende da expressao de outro
gene materno, o seu receptor (Toll). O efeito
de dorsal consiste em entrar no nucleo,
causando a ativacdo de genes ventralizantes e
repressao de genes com efeito dorsalizante. O
resultado da expressao de dorsal ¢ a
especificacdo em células da regido ventral. No
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entanto, a internalizacdo de dorsal apenas
acontece nas células marcadas com a proteina
de membrana Toll. O silenciamento do gene
dorsal causa a dorsalizacdo de todas as células
do embrido de D. melanogaster (revisto em
Nunes da Fonseca et al., 2012 ).

Concluiu-se que apesar de todas as
vantagens, D. melanogaster ¢ um inseto com
diversas caracteristicas derivadas em relagdo a
outros grupos de insetos. O desenvolvimento
embrionario inicia-se ainda no corpo da fémea,
apoés o ovocito ter sido fertilizado. Em seguida,
ocorrem séries ciclicas de divisdes nucleares
extremamente rapidas, denominadas clivagens.
Em aproximadamente 1 hora, um ovocito
fecundado com um unico nucleo passa a
apresentar 256 nucleos. Esses ntcleos ocupam
a periferia do ovo. As divisdes tornam-se
progressivamente mais lentas e entdo ocorre a
celularizacdo: nucleos recém-formados sdo
individualizados por membranas. O resultado ¢
uma camada simples de células que envolve o
vitelo central. As divisdes celulares continuam
e, aproximadamente 4 horas apos a
fertilizacdo, o embrido possui cerca de 6000
células (revisto em Hartenstein and Chipman,
2015). Esta etapa também marca a transicao
materno-zigotica: os RNAs mensageiros de
origem materna sao degradados e, a0 mesmo
tempo, intensificam-se as transcri¢des de genes
a partir do genoma do zigoto. Assim, a
transi¢do materno-zigdtica marca o fim da
dependéncia dos genes maternos no controle
do desenvolvimento embrionario, com o
genoma do embrido assumindo seu proprio
desenvolvimento. O processo faz todo sentido:
conforme o numero de células aumenta, a
atividade genética do organismo fica mais
acelerada. As células comegcam entdo a se
movimentar: tem inicio a gastrulagdo, em que
o embrido define os destinos dos grupos
celulares. Células da periferia migram para o
interior, através de processo de invaginagao
celular. A gastrulagdo resulta num embrido
com varias camadas germinativas ou folhetos
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embrionarios, a partir de uma camada Unica de
células. As células entdo se realocam formando
a banda germinal (revisto em Hartenstein and
Chipman, 2015). O estagio de banda germinal
observado em D. melanogaster pode ser
considerado a versdo, nos artropodes, do
estagio filotipico verificado nos vertebrados
(FIGURA 1).

Figura 1 — Modelo da ampulheta. Adaptado a partir de varias fontes incluindo

estudos de Ernst Haeckel e mais recentemente a partir de estudos do
embriologista alemdo Klaus SanderNa parte de baixo da figura sdo
representados ovos de diversos artropodes. Nota-se que a morfologia e
organizagdo celular ¢ bastante diferente entre os grupos nos estagios iniciais do
desenvolvimento. No painel do meio da ampulheta encontra-se o estagio de
banda germinal onde todos os artropodes demonstrados apresentam
segmentacdo evidente e forma similar, a partir de marcagdo nuclear (lado
direito). Na parte superior da ampulheta sdo demonstrados quatro dos principais
organismos apresentados no artigo o diptera Drosophila melanogaster, o
coledptera Tribolium castaneumm, o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Acari: Ixodidae)e a aranha Parasteatoda tepidariorum (Ilustragdo

Vitoria Tobias-Santos).

Apesar do vasto conhecimento sobre o
controle genético da embriogénese em D.
melanogaster, o padrido de desenvolvimento
deste artropode ¢ do tipo “banda germinal
longa”, caracteristica ~ derivada  entre
artropodes. Se por um lado, este modelo de
desenvolvimento ndo ¢ o mais representado
entre as diferentes ordens de artropodes, por
outro € o mais comum nas ordens mais
numerosas de insetos como Diptera e
hymenoptera por exemplo. Assim, acredita-se
numa entre duas hipoteses: ou a caracteristica
banda germinal longa foi perdida na maior
parte das ordens ao longo da histdria evolutiva
do grupo; ou ela teria  aparecido
independentemente, diversas vezes ao longo
da evolucdo dentro das quatro maiores ordens
de insetos — Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e
Hymenoptera. (Davis and Patel, 2002). Por
outro lado, insetos com “banda germinal curta”
e “banda germinal intermedidria” estdo
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amplamente representados nas vdrias ordens.
Seu desenvolvimento € mais lento, pois nestes
ultimos existe uma separacdo temporal entre a
formacdo das regides anterior e posterior do
corpo. Em insetos, as caracteristicas banda
germinal curta e  intermediaria = sdo
consideradas primitivas. O besouro da farinha
Tribolium castaneum e o barbeiro Rhodnius
prolixus sao exemplos de organismos com
estes tipos de desenvolvimento (Nunes da
Fonseca et al., 2017; Nunes da Fonseca et al.,
2012 ). Nestes insetos, o0s segmentos
localizados na regido anterior formam-se
inicialmente, durante o estagio de blastoderma
e os segmentos posteriores formam-se depois,
sequencialmente, a partir de uma zona de
crescimento (Davis and Patel, 2002). Além
destas caracteristicas outros processos de
desenvolvimento foram bastante modificados
ao longo da evolugdo dos insetos. Além da
formacdo da zona de crescimento ser uma
caracteristica ancestral nos artropodes, a
presenga e a formacdo de membranas
extraembrionarias durante a embriogénese, a
formacao de pernas durante o desenvolvimento
embrionario, a presenca de estruturas
complexas durante a formagdo da cabeca na
embriogénese sao caracteristicas presentes em
diversos embrides de artropodes e que foram
perdidas na evolug¢do dos dipteros derivados
como D. melanogaster (El-Sherif et al., 2012;
Kittelmann et al., 2013; Panfilio et al., 2013).
Incrivelmente, o controle genético de
eventos tao distintos como os apresentados
acima, envolve os mesmos genes reguladores.
Um exemplo estd no conjunto de genes
chamados “Pair-rules genes”. Insetos de banda
longa, como D. melanogaster, integram as
informacdes sobre a posicdo dos segmentos
corporais (pela gradagdao de fatores de
transcricao ao longo do corpo) com os sinais
para a polarizacdo destes segmentos por meio
da agdo de “Pair rules genes”. A diferenca esta
que enquanto em D. melanogaster, esta
integracdo ocorre em ambiente sincicial, isto &,
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sem cé¢lulas, no besouro da farinha (7ribolium
castaneum), um inseto de banda curta, evento
semelhante ocorre em ambiente celularizado
(Davis and Patel, 2002). Embrides de
quelicerados, como aranhas e carrapatos dentre
outros grupos de artropodes, também
apresentam modelo de desenvolvimento de
banda germinal curta (Hilbrant et al., 2012;
Santos et al., 2013). O estudo filogenético dos
artropodes grupo coloca os quelicerados numa
posicdo basal, isto ¢ com uma separacdo
prematura, em relacdo aos demais artropodes
(Regier et al, 2010). Em aranhas, os
quelicerados mais bem estudados em relagao a
embriogénese, por exemplo, ndo ha estagio
larval: os embrides eclodem dos ovos como
pequenos adultos, de modo semelhante aos
insetos ametabolos. Assim, o estudo em Evo-
Devo pode ajudar no entendimento da
evolucao do desenvolvimento embrionario em
artropodes (Hilbrant et al., 2012). Deste modo,

estudos comparativos do desenvolvimento
embrioldgico envolvendo artropodes
semelhantes e diferentes entre si, com

caracteristicas primitivas e derivadas parece
contribuir no entendimento da evolucdo do
desenvolvimento deste grupo.

Estudos morfogenéticos: Contribui¢des do
Laboratorio Integrado de Ciéncias
Morfofuncionais e colaboradores em
organismos nao-modelo

Estabelecimento de um novo modelo para
quelicerados: o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae)

Nos ultimos anos, estudos moleculares
experimentais examinaram a embriologia de
aranhas, quelicerados; em particular a aranha
comum de casa (common house spider),
Parasteatoda tepidariorum. Para um excelente
resumo dos estudos de Evo-Devo em
quelicerados sugere-se ao leitor se dirigir para
Schwager et al., 2015. No entanto, estudos de
biologia evolutiva do desenvolvimento de
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biologia evolutiva do desenvolvimento de
outros grupos de quelicerados, tais como 0s
carrapatos (Acari: Parasitiformes), sdo bastante
escassos. Os carrapatos sao bem conhecidos
por sua pratica alimentar sanguinea e por
serem vetores de varias doengas (Santos et al.,
2013). Com intuito de conhecer um pouco
mais sobre a embriogénese dos carrapatos foi
realizado um estudo para analisar o
desenvolvimento embrionario do carrapato
bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Acari: Ixodidae). O principal objetivo deste
trabalho foi estabelecer métodos basicos para o
estudo de Evo-Devo em um modelo
quelicerado e representante do grupo dos
Parasitiformes, até entdo pouco estudado em
termos de desenvolvimento embriondrio.
Primeiramente desenvolvemos um sistema de
estdgios embrionarios composto por 14
estagios, que podem ser diferenciados
fenotipicamente por diferencas morfoldgicas
simples, como presenca e aumento do numero
de células ou estruturas a partir de marcagao
nuclear simples por um intercalante de DNA.
Além disso foram realizadas analises
histologicas simples e marcacdes utilizando
anticorpos conservados para genes com
homeobox, os chamados genes Hox, bem
como anticorpos contra proteinas sabidamente
envolvidas na sinalizacdo intercelular como a
proteina Toll e o efetor da via de Bone
Morphogenetic Protein (BMP), denominado de
MAD fosforilada (pMad).

Quais foram as principais conclusoes
destas analises publicadas por Santos et al.,
2013? A primeira ¢ que embrides de carrapato
sao de banda curta, ou seja, geram seus
segmentos  anteriores  (prosomais) num
primeiro momento € num segundo momento os
segmentos posteriores (opistosomais). Somente
no final da embriogénese os segmentos
posteriores do embrido de carrapato se
fusionam, formando o aspecto morfologico
caracteristico do grupo, uma fusdo completa
dos segmentos, num corpo unico. Além disso
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quatro pares de pernas sao formadas durante o
processo de embriogénese no carrapato e o
ultimo par regride ao final da embriogénese. A
ninfa (larva) de carrapato eclode somente com
trés pares de pernas. A segunda conclusdo ¢
que embrides de carrapato, assim foi
demonstrado para embrides de aranha (revisto
em Schwager et al., 2015), apresentam uma
populagdo de células com capacidade
migratoria que estabelece a padronizacao
dorsoventral, essas células sdo denominadas de
cumulus. Assim como em embrides de aranha
as cé€lulas do cumulus possuem atividade da
via de sinalizacdo de BMP. Por ultimo foi
identificada a presenga de uma linha média
ventral que regride ao longo da embriogénese.

A conclusdo deste trabalho foi muito
importante para o campo da Evo-Devo. A
partir destas informacgdes relevantes quanto ao
desenvolvimento embrionario dos carrapatos
podem ser feitas inferéncias acerca de sua
filogenia. As caracteristicas estudadas sugerem
que pelo menos em termos embriologicos
acaros e carrapatos nao constituem um grupo
monofilético. Este estudo ainda foi essencial
para o estabelecimento como um novo modelo
para quelicerados. Uma pergunta bastante
interessante ¢ que permanece aberta mesmo
ap6s este estudo se relaciona a uma possivel
pré-padronizagdo do eixo antero-posterior em
embrides de carrapatos se comparado com
demais quelicerados. Esta antecipacdo de
simetria bilateral é observada em insetos,
particularmente nas ordens mais derivadas
como os dipteras. Pelo menos em termos de
sinalizacOes conservadas a via de EGF atua no
ovario de carrapato durante o processo de
crescimento dos ovécitos em desenvolvimento
de forma pelo menos andloga ao observado em
insetos (Lynch et al., 2010, Tobias-Santos et
al., dados nao publicados).

O gene zelda e seu papel embriondrio e pos-

embrionario no besouro modelo Tribolium castaneum.
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A ovogénese ¢ uma fase que ocorre no
desenvolvimento de todos os animais e nesta
ocorre o depdsito de produtos de genes
maternais no ovocito em desenvolvimento, que
regulam  os  processos iniciais do
desenvolvimento embrionario. O genoma
zigbtico recebe o controle do desenvolvimento
embrionario logo apos os estagios iniciais do
desenvolvimento, em um processo conhecido
como transicdo materno zigotica (MZT).
Geralmente em Drosophila melanogaster, a
MZT ocorre ap6s a fertilizagdo e o principal
fator de transcri¢do envolvido neste processo
denomina-se Zelda. Zelda estd envolvido na
ativacdo de centenas de alvos importantes para
diversos processos biologicos fundamentais
para a embriogénese como a celularizagdo,
determinagao sexual, neurogénese e
padronizacdo dos eixos (Liang et al., 2008).

Assim, nosso grupo junto com
colaboradores (Prof. Thiago Venancio-UENF)
iniclamos buscas para identificar genes
similares a zelda em outros genomas de
artropodes e uma analise funcional detalhada
em um modelo de embriogénese banda curta,
ou seja, um modelo de embriogénese tipico de
insetos ancestrais. Assim, escolhemos o
coleoptera praga de estocagem, Tribolium
castaneum, afim de realizar a primeira
caracterizacdo do gene zelda (zId) em um
modelo de banda curta. Nossos resultados
demonstraram uma expressao de zelda tanto
maternal quanto na zona de crescimento,
regido posterior e caracteristica do embrido de
banda curta. A partir desta e de outras analises
mais detalhadas de genes-alvo conservados em
D. melanogaster e T. castaneum propusemos
um modelo em que zelda ¢ um fator de
transcricao fundamental para manutencdo das
células embriondrias num estado
indiferenciado e proliferativo tanto na zona de
crescimento quanto nos estagios iniciais do
desenvolvimento. No momento nosso grupo
esta envolvido na caracterizacdo da funcao de
zelda em estagios poOs-embrionarios, larva,
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pupa e adultos (Ribeiro et al., dados ndo
publicados).

Evolucao das vias de sinalizacdo envolvidas na

formacgao do eixo dorsoventral em artropodes: O papel

da via de sinalizacdo Toll no desenvolvimento de

Rhodnius prolixus.

O inseto hemimetabolo Rhodnius
prolixus ¢ um importante vetor da doenca de
Chagas nas Américas e um classico modelo
para o estudo de fisiologia de artropodes.
Todavia estudos de biologia evolutiva do
desenvolvimento em R. prolixus tém sido
negligenciados ao longo dos anos. R. prolixus
apresenta embrido do tipo banda germinal
curta, ¢ assim como o besouro 7. castaneum
descrito acima forma uma de zona de
crescimento posterior. Possui, além disso,
movimentos complexos durante sua
katatrepsis, uma inversdo com migracao do
embrido ao longo do eixo do ovo, nao
observados em outras ordens de insetos
holometabolos (Panfilio & Roth, 2010). No
entanto, muito pouco se sabe sobre os eventos
morfologicos e moleculares que regulam sua
embriogénese com notaveis excegdes de
alguns artigos classicos na década 1930
(revisto em Nunes da Fonseca et al., 2017) e
artigos recentes de um outro grupo latino-
americano (Lavore et al., 2014; Lavore et al.,
2012; Lavore et al., 2015).

Para o estudo da
padronizacdo do eixo dorsoventral em
artropodes R. prolixus, como um inseto
hemimetabolo se encontra numa posicao
importante filogeneticamente. Quelicerados
como a aranha P. tepidariorum e diversos
outros grupos com simetria bilateral utilizam a
via de sinalizagdo de BMP para padronizar
todo o seu eixo dorsoventral. Ao contrario,
dipteros derivados como D. melanogaster
utilizam majoritariamente a via de Toll, com
excecdo de wuma contribuicdo importante,
todavia menor da via de BMP (Araujo et al.,

evolucao da
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, 2011; da Fonseca et al., 2009; da Fonseca et
al., 2008; Nunes da Fonseca et al., 2012 ). A
hipétese proposta por Siegfried Roth e
colaboradores na Alemanha ¢ que Toll teria
inicialmente uma funcdo na imunidade nos
ovos e adultos de artropodes, sendo esta fungao
co-optada (aproveitada) secundariamente para
a padronizacdo do eixo dorsoventral em
insetos. Para validar ou refutar esta hipotese
sa0 necessarios estudos em  espécies
representantes de grupos cujo ancestral comum
com os holometaboloso  (dipteros e
coledpteras, por exemplo), viveu a centenas de
milhdes de anos

Assim foi iniciado um estudo por nosso
grupo junto com o grupo da Profa. Helena
Araujo (UFRJ-ICB) visando responder se o
inseto hemimetabolo R. prolixus se utilizaria
majoritariamente da via de Toll ou da via de
BMP para padronizacio de seu eixo
dorsoventral. Para isto Berni et al.,, 2014
demonstraram que a via de Toll ¢ fundamental
para a padroniza¢do dorsoventral neste inseto e
estes dados foram corroborados por uma
analise funcional bastante completa em outro
hemiptera, o fitofago Oncopeltus fasciatus
(Sachs et al.,, 2015). Assim, embora nossos
estudos para avaliar a contribui¢do de cada via
de sinalizagao (BMP e Toll) ainda estejam em
andamento, nossos dados sugerem que ambas
vias sao utilizadas em hemipteras, logo nossos
estudos futuros focardo em grupos ainda mais
basais na 4arvore filogenética dos insetos
incluindo grupos na base dos Hexapoda.

A formagdo do sistema digestivo em artropodes:
Estudo da expressao e da funcao génica na aranha
Parasteatoda tepidariorum

Uma das mais importantes questoes
envolvendo a biologia evolutiva  dos
artrépodes, em particular dos quelicerados, ¢ a
origem do sistema digestorio nestes animais
(Schwager et al., 2015). Em insetos com
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simetria bilateral como D. melanogaster as
regides anteriores e posteriores do ovo sao
facilmente identificadas e estabelecidas
maternalmente a partir da acdo do chamado
sistema terminal. Estas regides dardo origem a
futura boca e ao anus. Ambas extremidades
sao derivadas do estomodeo e do proctodeo e
sdo originarias do ectoderma. A regido do
intestino médio, por outro lado, tem origem do
endoderma e estudos para entender a origem
do tubo digestério em artrépodes sdo bastante
escassos. Assim Feitosa et al., 2017 realizou
um estudo temporal detalhado da expressao
molecular dos genes envolvidos com a
padronizacdo do sistema digestorio na aranha
modelo P. tepidariorum. Este trabalho foi
bastante facilitado pela recém-publicagdo do
genoma desta aranha (Schwager et al., 2017).
Este estudo demonstrou que moléculas
sinalizadoras do tipo Wnt ¢ Hh s3o expressos e
provavelmente envolvidos na padronizagdo
dos componentes ectodermais do tubo
digestorio em desenvolvimento. Familias de
fatores de transcricdo do tipo GATA e dos
receptores nucleares de acado hormonal HNF-4
sdao expressos em células grandes conhecidas
como vitelofagos, sendo possivel que estas
ultimas células constituam o intestino médio
desta aranha. Por ultimo a diminuicao da
expressdo, a partir da técnica de RNA de
interferéncia, para o fator de transcricao
forkhead levou a perda de células do
endoderma e do mesoderma, sugerindo a
existéncia de um precursor bipotente
endomesodermal nestes quelicerados, Assim,
embora este estudo sugira um papel destas
células conhecidas como vitelofagos na
formacao do intestino médio somente estudos
mais detalhados de destinos celulares
envolvendo injecoes de tracadores celulares
(fate mapping) poderdo determinar a origem
real do tubo digestorio em quelicerados e em
outros artropodes.

O estudo de pequenas sequencias abertas de
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leitura (smORFs) em artropodes

Em eucariotos o0s processos de
transcricdo e traducdo ocorrem no niuicleo e no
citoplasma, respectivamente. E universalmente
aceito que proteinas sdo traduzidas a partir de
um unico RNA mensageiro, os chamados
RNAs monocistronicos, ou seja com uma
unica origem de tradu¢do ou um unico codon
de iniciacdo o AUG, que codifica o amino
acido metionina. Nos ultimos anos esse dogma
de que um RNA mensageiro codifica um unico
peptideo comecou a ser questionado a partir de
evidéncias experimentais em insetos. Savard et
al., 2006 estudando a padronizagdo axial no
besouro da farinha 7. castaneum demonstrou a
existéncia de um gene que em sua sequéncia
codifica quatro peptideos possivelmente
funcionais. A perda de funcdo deste gene a
partir de RNA de interferéncia gerou larvas de
besouros com até seis pares de pernas ao
contrario de individuos selvagens que como os
demais hexéapodas possuem trés pares. Este
gene foi denominado de mille-pattes (mlpt),
muitas patas em francés, e se tornou o primeiro
exemplo de um gene policistronico importante
para o desenvolvimento embriondrio em
insetos. Andlises do  ortdlogo  (gene
correspondente) em  D. melanogaster
demonstrou caracteristicas conservadas e
divergentes entre o papel desse gene em
besouros ¢ moscas-da-fruta (Galindo et al.,
2007). Estudos subsequentes de gendmica
funcional e bioinformatica demonstraram a
existéncia de centenas possiveis genes
policistronicos em mosca-da-fruta (Ladoukakis
et al., 2011). Assim, nosso laboratorio iniciou a
analise funcional do ortdlogo de mlpt no
hemiptera R. prolixus e no mosquito vetor da
dengue Ae. aegypti (Albuquerque et al., 2015,
Tobias-Santos et al, dados ndo publicados).
Nossos resultados indicam que este gene nao ¢é
requerido somente durante a embriogénese
mas também em processos pos-embrionarios
como na metamorfose larvar, incluindo um
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papel na formagdo e estabelecimento das
estruturas mais distais das pernas, o tarso,
durante o processo de desenvolvimento dos
membros. No momento, nossas buscas a partir
de dados de transcriptoma tem visado
identificar genes com caracteristicas similares
a pequenas open reading frames ORFs
(smORFs) altamente expressos durante o
desenvolvimento embrionario. Esperamos no
futuro estudar a funcdo destes candidatos
através de andlises funcionais como
hibridiza¢des in situ e RNA de interferéncia.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nos ultimos anos espécies de
artropodes nao-modelo e ndo exploradas foram
adicionadas a estudos de Evo-Devo no Brasil,
particularmente devido a contribui¢do de nosso
grupo e de colaboradores. O estudo de um
maior numero de espécies de diferentes grupos
taxondmicos  permitird inferir se uma
determinada caracteristica observada ¢ comum
ao grupo de artropodes estudado ou uma
novidade evolutiva de um determinado grupo.
A experiéncia adquirida pelo grupo em estudar
diversos organismos em diferentes contextos
filogenéticos ¢ importante inclusive por razdes
economicas ¢ até mesmo de saude publica.
Nossos estudos utilizando o besouro Tribolium
castaneum uma praga de estocagem e oS
artrbpodes  vetores como o  carrapato
Rhipicephalus  (Boophilus) microplus, a
doenca de Chagas (Rhodnius prolixus) e o
mosquito Aedes aegypti vetor da dengue,
chikungunya e mais recentemente o Zika virus
colocam nosso grupo na vanguarda do
conhecimento mundial no estudo da
embriogénese  destes grupos. Com o
surgimento de novas tecnologias envolvendo
propagacdo de constru¢des de DNA
recombinantes capazes de facilitar este tipo de
estudo (Barrangou and Doudna, 2016; Gantz
and Bier, 2015), o principal fator limitante
para o progresso de nossas pesquisas € o
escasso financiamento publico da pesquisa no
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da pesquisa no Brasil. Esta escassez de
recursos tem levado a saida dos estudantes
formados em nosso grupo para institui¢des no
exterior onde os mesmos colaboram com o
progresso da ciéncia em outros pais. Espera-se
uma modificacdo no financiamento da
pesquisa basica em vetores e pragas agricolas
para nos proximos anos para desvendarmos,
pelo menos em parte, os segredos da biologia
do desenvolvimento  do filo mais bem-
sucedido do Reino Animal, os artropodes.
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