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Genes relacionados a simetria dos seres vivos tém sido procu-
rados hd mais de um século. Finalmente, utilizando a técnica

de edi¢cio de genes CRISPR/Cas9 e tendo como organismo
modelo o caramujo Lymnaea stagnalis, cientistas puderam
avaliar o efeito da perda do gene Lsdial, que codifica uma
proteina que participa da organizagio estrutural interna das
células no inicio do desenvolvimento embriondrio. Esse ex-
perimento mostrou que 0s caramujos mutantes que tinham
o gene Lsdial alterado apresentavam conchas em espiral no
sentido anti-horario, enquanto os caramuyjos selvagens, que
tinham o gene sem mutagio, desenvolviam suas conchas no
sentido horario. Esses achados sugerem o gene Lsdial como

%;‘f‘\ﬂ_ﬁ_‘ um importante regulador da simetria nesses organismos.
» ' . ra; Pesquisas como essas tém grande importincia para a comu-
o nidade cientifica, uma vez que ajudam a compreender me-
P - lhor uma condi¢io humana rara chamada situs inversus, na

T * L "

qual as posigoes dos drgios sdo invertidas.
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O efeito materno

Ao observar o personagem Gary do desenho
animado Bob Esponja, amplamente conheci-
do pelos alunos dos ensinos fundamental e
médio, é possivel notar que este animal ic6-
nico apresenta uma concha. Os mecanismos
genéticos associados a formagio desta estru-
tura dos caramujos estio relacionados ao que
chamamos de efeito materno.

O efeito materno é uma curiosa situagio em
que o fendtipo de um organismo nio é deter-
minado pelo seu gendtipo interagindo com
o meio ambiente, mas pelo gendtipo de sua
mie. Tal fendmeno ocorre em algumas carac-
teristicas que sio estabelecidas ao longo dos
primeiros estdgios de desenvolvimento do
embrido porque, durante o periodo inicial de
desenvolvimento, o genoma embriondrio nio
estd ativo. Dessa forma, a coordenagio das
atividades celulares, inclusive as primeiras
divisdes, é realizada pelos produtos génicos
(RNAs e proteinas) presentes no citoplas-
ma do zigoto. Esses produtos génicos foram
essencialmente herdados do citoplasma do
odcito (haploide) e fornecidos pelas células
companheiras (diploides) durante a oogé-
nese. Entretanto, a inativagio do genoma do
embrido é apenas tempordria, ou seja, em um
periodo posterior do desenvolvimento em-
brionario, esse genoma entra em atividade. O
processo de mudanga do controle genético,
que ocorre em um momento pds-fertiliza-
¢d0, denomina-se transi¢io materno-zigoti-
ca, portanto, sio os produtos génicos codi-
ficados pelo gendtipo diploide da mie que
determinam as caracteristicas observadas no
inicio do desenvolvimento embrionirio da
prole, antes que o genoma do embriio torne-
-se ativo. Em especial, um subconjunto dos
fenétipos dessa fase é irreversivel, mantendo-
-se até a vida adulta e exemplificando o efeito
materno cldssico. Assim, por conta do efeito
materno, mesmo que a prole apresente um
gendtipo “embriondrio letal” (ee), isto é, que
cause a morte do individuo durante o desen-
volvimento embriondrio, a prole sobreviverd
devido 4 presenca do produto génico“E” her-
dado da mie “Ee".
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Na natureza, a concha de um caramujo,
como o personagem Gary, tem a quirali-
dade definida por genes de efeito materno
(Figura 1). Assim, o efeito materno deter-
mina o enrolamento levégiro ou dextrégi-
ro da concha. Esse tipo de heranca ocorre
somente em individuos selvagens, mas nio
em mutantes. Recentemente, pesquisa-
dores identificaram um gene que estd in-
trinsicamente relacionado 4 quiralidade. A

ilustragdo ajuda a acompanhar e a entender
melhor tal efeito.

Técnica de
CRISPR e 0
gene Lsdial

O processo de quebra da simetria do cor-
po, isto ¢, o surgimento de diferencas entre
os lados esquerdo e direito anteriormente
idénticos (simétricos), durante as fases ini-
ciais do desenvolvimento, estio associados,
em algumas espécies, 3 determinagio do
posicionamento de determinados RNA
mensageiros e proteinas no citoesqueleto
do ovécito/embrido, com posterior efeito
na morfogénese e na posicio relativa dos

érgios.

Dessa forma, a fim de investigar quais sdo os
mecanismos por trds desse processo, cien-
tistas utilizaram como organismo modelo o
caramujo Lymnaea stagnalis, devido a carac-
teristicas particulares bastante interessantes
que a espécie possui: os individuos sio her-
mafroditas e apresentam quiralidade no en-
rolamento de sua concha.

Em 2016, Reiko Kuroda e demais pesquisa-
dores identificaram o gene Lsdial (discutido
adiante), como candidato principal da quira-
lidade da concha em Lymnaea stagnalis. Pos-
teriormente, em 2020, os autores realizaram
ensaios funcionais com o gene utilizando
a técnica de edigio génica CRISPR (saiba
mais em https://tinyurl.com/yxtjtzgf), a
fim de determinar se, de fato, Lsdial estava
envolvido na quiralidade da concha dessa es-
pécie de caramujo.

Quiralidade - & um atributo
geométrico usado para designar
um objeto que nao se sobrepde
a sua imagem no espelho;
propriedade de assimetria.

Levagiro - orientado no
sentido contrario ao dos
ponteiros de um relégio, para a
esquerda.

Dextrogiro - qualidade dos
elementos curvos que se voltam
para a direita.

Individuo mutante -
organismo portador de uma
determinada mutacao genética.

Morfogénese -
desenvolvimento da forma e
estruturas caracteristicas de
uma dada espécie que tem
inicio no embrido.

Hermafroditas - organismos
capazes de produzir gametas
masculinos e femininos.


https://tinyurl.com/yxtjtzqf
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A: alelo assaciado ao enrolamento
dextragiro (dominante)

a: alelo associado ao enrolamento
levagiro (recessiva)

Lymnaea stagnalis

Produtos génicos: moléculas de
RNA (linhas azuis) e proteinas
(hexagonos amarelos)

Enrolamento
dextrégiro

Enrolamento
levagiro

&
e

B Cenatipo da
mae é AA

C CGenétipo da
mde éAa .

Células
companheiras
(diploides)

Oocito
(haploide)

D Genétipo da
mae & aa

Figura 1.

Representacao do efeito materno no caramujo Lymnaea stagnalis. O alelo “A” &
dominante e codifica proteinas associadas ao enrolamento dextrogiro da concha

do caramujo, enquanto o alelo “a” & recessivo e codifica proteinas associadas ao
enrolamento levogiro. Os produtos génicos fornecidos pelas células companheiras
(diploides) ao odcito (haploide) sdo moléculas de RNA (linhas azuis) e proteinas
(hexagonos amarelos). A - llustracao do fornecimento de produtos génicos das células
companheiras ao odcito durante a oogénese. B - Exemplo de efeito materno no qual a
concha da prole é dextrégira, visto que o odcito recebeu os produtos génicos do alelo
“A’. C - Exemplo de efeito materno no qual a concha da prole é dextrogira, uma vez
que o o6cito recebeu produtos génicos dos alelos “A” e “a”; no entanto, o alelo “A”
(dextrogiro) & dominante. D - Exemplo de efeito materno no qual a concha da prole é
levogira, afinal o odcito recebeu produtos génicos do alelo “a”. Imagem (fora de escala):
Pantoni, R. usando elementos de Kuroda, R. et al. (2016), sobre licenca CCBY 4.0
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Para verificar tal envolvimento, os pesquisa-
dores nocautearam o gene Lsdial nos ovos
de caramujos com concha dextrégiras, a fim
de criarem individuos mutantes nos quais o
gene Lsdial era nio funcional. Assim, por
meio de técnicas avancadas de edi¢do génica
e cruzamentos controlados (autofertiliza-
¢30), os pesquisadores obtiveram individuos

Nocautear - gerar mutacoes
que inativem determinado gene
de um organismo.

que apresentavam mutagdes nos dois alelos
(homozigoto mutante), os quais geravam
proles com o desenvolvimento da concha em
sentido contrdrio, do tipo levdgiro (Figura 2).
Tal efeito foi observado pelos pesquisadores
em geracdes seguintes, mostrando entio que
o gene Lsdial esté relacionado 4 quiralidade
da concha nessa espécie.
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Dextrogiro

Dextrogiro (A-/_)

F1

Levogiro (A-/A-)

@ ™

Autofertilizacao

Edicao de Lsdial por
meio da técnica CRISPR

Estrutura do
gene Lsdial

Em moluscos, o gene Lsdial apresenta 25
éxons e 24 introns e seu RNAm é composto
por 4933 nucleotideos (nt). Destes, 3261 nt
compreendem a regido traduzida, gerando
uma proteina por 1087 aminodcidos (aa);
os demais 1672 nt constituem as regides 5’
e 3'nio traduzidas (UTRs), frequentemente
associadas com a tradu¢io do RNAm e es-
tabilidade do mesmo, respectiva, porém nio
exclusivamente (Figura 3). Esse gene é trans-
crito nas gonadas dos caramujos, e sua ex-
pressio foi identificada desde a oviposicio,
até a fase do desenvolvimento embriondrio |

denominada gastrula¢do, na qual seu nivel

de expressio diminui. Em humanos, como
exemplo de gene ortélogo, temos o DIA-

PH1 que atua na regulagio morfolégica celu-
lar e na organizagio do citoesqueleto. Ainda
considerando a nossa espécie, os estudos so-
bre Lsdial podem ter implicagdes para uma
melhor compreensio do situs inversus, uma
condigio bastante rara que afeta cerca de
0,01% da populagio humana e é caracteriza-
da pela inversio das posi¢oes dos érgios do
individuo. Imagens radiogréificas desta con-
di¢do podem ser vistas e comparadas com a
condi¢io normal no artigo cientifico com o
hiperlink a seguir https://www.ncbinlm.
nih.gov/pmc/articles/PMC4219335/#!-
po=18.4211
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Figura 2.

Obtencao de individuos com
concha do tipo levagira (A-
/A-) a partir de individuos
com concha do tipo dextrogira
(A-/_) editando o gene Lsdial
por meio da técnica CRISPR.
Imagem (fora de escala):
Moraes, V. N. usando elementos
disponibilizados por Servier
Medical Art (caramujo, setas,
ovo, proteina e DNA https://
smart.servier.com/).

Gastrulacdo - etapa do
desenvolvimento durante a
qual o embrido no estagio
de blastula dobra-se para

o interior, produzindo

uma estrutura embrionaria
tridimensional contendo trés
camadas.

Ortodlogos - genes de

espécies diferentes, mas que

se originaram de um ancestral
comum; geralmente apresentam
as mesmas funcdes bioldgicas.

Oviposicao - deposicdo de
ovos por fémeas de animais
invertebrados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4219335/#!po=18.4211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4219335/#!po=18.4211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4219335/#!po=18.4211
https://smart.servier.com/
https://smart.servier.com/

Figura 3.

Representacdo do gene LsdiaT.
O gene Lsdial possui 25 éxons
(retdngulos em azul claro) e
24 introns (linhas horizontais
continuas entre os retangulos,
em azul escuro). O transcrito
(mRNA) possui 4933 nt e

gera uma proteina de 1087

aa. Imagem (fora de escala):
Ribeiro, Y.A. usando elementos
disponibilizados por Servier
Medical Art (caramujo, https://
smart.servier.com/).

Ovo - zigoto; formado pela
unido dos gametas feminino e
masculino.

Polo vegetativo - regido do
ovo oposta ao polo animal e
rica em vitelo.

Figura 4.

Representacao da organizacao
do ovo. O polo animal (regido
em laranja) caracterizado pela
presenca do nicleo e maior
concentragao de citoplasma;
enquanto polo vegetal (regido
em verde) é caracterizado
pela maior concentragao de
vitelo e se localiza abaixo do
polo animal. Imagem (fora de
escala): Ribeiro, Y.A.
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Gene LsDial
de moluscos

mRNA

Proteina

Mecanismo de
acao de Lsdial

Considerando o exemplo do caramujo Lym-
naea stagnalis, o gene Lsdial define o dire-
cionamento das células, resultando no en-

do clivagem, durante o qual ocorrem divisdes
celulares do ovo (Figura 4), resultando nas
primeiras células do organismo. O padrio
de clivagem entre os organismos varia, sendo
o caramujo Lymnaea stagnalis um represen-
tante do padrio clivagem holobl4stica espiral

(Figura 5).

rolamento tipico (dextrégiro) da sua concha
(Figura 1). Para entendermos como a defi-
ni¢io deste enrolamento ocorre, precisamos
compreender algumas etapas do desenvolvi-
mento embriondrio e a dinimica do citoes-
queleto.

Nesse padrio de clivagem, o ovo divide-se de
forma diagonal, resultando em células meno-
res e nucleadas, os blastdmeros. Esse tipo de
divisio permite que as células tenham consi-
derivel contato entre si e resultem em uma
disposi¢io em espiral. As clivagens iniciais

O desenvolvimento de um organismo multi-
celular inicia-se com um processo denomina-

formam blastdmeros maiores, chamados de

macrdmeros, na regido do polo vegetativo.

Niicleo

e

Vitelo

Representacdo do ovo

Polo animal

Polo vegetal

Citoplasma

4
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Nas clivagens posteriores os macrdmeros
originam blastdmeros menores, denomina-
dos micrémeros, na regido do polo animal

Durante as clivagens iniciais, a divisio celu-
lar entre caramujos com conchas dextrdgiras
e levdgiras tem um aspecto espelhado: ocorre

do ovo (vide Figuras 4 e 5). Em seguida, os
micrémeros sio direcionados para a direita
ou para a esquerda do seu macrdémero, re-
sultando no espiral caracteristico das con-
chas. Uma vez definida a diregio, as células
seguem se dividindo mantendo o padrio
preestabelecido de enrolamento (Figura 5).

da mesma forma, porém, em sentidos dife-
rentes. No entanto, nas etapas seguintes, o
desenvolvimento torna-se consideravelmen-
te diferente. Na terceira clivagem, em orga-
nismos com concha dextrdgira, observa-se a
rotagio dos micrdmeros no polo animal, e tal
rota¢io resulta na deformagio do macrdome-

Polo animal - regido do ovo
onde se encontra o nicleo

da célula e que possui maior
concentragao de citoplasma.

Organismo com concha levogira

Micrémeros

Organismo com concha dextrogira

3* CLIVAGEM
’ A
4 células 4-8 células 8 células
Macrémeros Macrémeros

Micrémeros

32 CLIVAGEM
A
£
4 células 4-8 células 8 células
Macromeros Macrémeros

Figura 5.

322

Representacao da clivagem holoblastica espiral do ponto de vista do polo animal. Setas pretas indicam direcao do fuso mitético; setas vermelhas
indicam direcao de rotacao das células; células verdes representam os macrémeros; células laranjas representam os micrémeros. Notar que

ao longo da terceira clivagem o processo de divisdo torna-se divergente, de modo que os fusos mitéticos sao direcionados e, em sequida, os
micromeros sequem adquirindo rotacao caracteristica. Imagem (fora de escala): Ribeiro, Y.A., baseada em Abe, M. & Kuroda, R. (2020); caramujo
de Kuroda, R. et al. (2016) com modificacdes, sobre licenca CCBY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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ro bem como na inclina¢io do fuso mitético,
0 que nio ocorre em organismos com concha
levégira, sugerindo que a quiralidade é defi-
nida de acordo com as informagdes contidas
em cada blastdmero e explicando o porqué
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dos micromeros de embrides com concha
levégira girarem apenas na terceira clivagem,
apds emergéncia nio-quiral dos macrémeros
(Figura 5). Esse mesmo processo pode ser
visualizado in vivo na Figura 6.

L. stagnalis

4 células

Levogiro

4-8 células 8 células

L. stagnalis

Dextrégiro

4-8 células

4 células

Lsdial

Figura 6.

Células de embrides de
caramujo com concha tipo
levogiro e caramujo com
concha tipo dextrogiro durante
terceira clivagem, do ponto

de vista do polo animal. O
caramujo com concha levdgira,
a esquerda, teve o gene LsdiaTl
mutado; enquanto o caramujo
com concha dextrogira, a
direita, apresentava o gene
Lsdial sem mutacao. Os
embrides foram corados para
filamento de actina (verde)

e B-tubulina (vermelho). As
setas brancas indicam a rotacdo
dos fusos mit6ticos e as setas
amarelas indicam a rotacao
dos blastémeros em direcao

ao estagio de 8 células do
embrido com concha levagira
de L. stagnalis. Imagem

de Kuroda, R. et al. (2016)
com modificacdes, sobre
licenca CCBY 4.0 (https://
creativecommons.org/licenses/
by/4.0/).

Nucleacdo - é um processo
de formacao de agregados de
subunidades proteicas que
estabilizam uma extremidade
e resulta no crescimento do
filamento.

Polimerizacao - processo no
qual mondmeros se associam
e dissociam em ambas as
extremidades do filamento da
actina.

Para compreendermos tal processo mole-
cular, precisamos considerar a dinidmica do
citoesqueleto. O citoesqueleto consiste em
uma rede de proteinas que se estendem pelo
citoplasma da célula. Essas proteinas atuam
determinando a forma, o movimento e trans-
porte de organelas e de outras estruturas ce-
lulares. A actina é a proteina em maior abun-
dancia no citoesqueleto e estd envolvida na
sua dinimica, formando filamentos dispos-
tos em rede que compreendem toda a célula.

Paralelamente, a proteina codificada pelo
gene Lsdial faz parte da familia das formi-
nas, que sdo caracterizadas por catalisarem a
_ nucleagio e a polimerizacio dos filamentos
de actina, sinalizando a organizag¢io desta na
célula. Assim, a auséncia da proteina Lsdial
resulta em uma interferéncia em toda a di-
nimica da actina e, consequentemente, do
citoesqueleto. Ademais, a partir da terceira
clivagem, outras consequéncias sio eviden-
ciadas além do sentido de rotagio distintas
entre 0s organismos, como a expressio assi-
métrica de genes (e.g. genes nodal e pitx). A
expressio assimétrica também nos mostra
que a presenca da proteina Lsdial rege o pa-
drio de expressio de determinados genes da

célula ao longo do seu desenvolvimento em-
brionario.

A biologia molecular do mecanismo da qui-
ralidade, bem como a dinimica do citoes-
queleto mediada pela actina, tém sido cada
vez mais exploradas, e a relagio destas com
as forminas e as associagdes que sio feitas
estdo sendo investigadas. A confirmagio da
importincia e dependéncia do gene Lsdial
nesse processo é um passo importante para
a elucidagio do curioso fendmeno.
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