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Interaciio embridio - ambiente Polifenismo induzido por predador
Daphnia cucullata (crustaceo)

Polifenismos

Teratogénese

Agrawal et al. (1999). Nature 401: 60-63 .

Normal Na presenca de Chaeborus O efeito do cairormdnio no desenvolvimento de carapacas é
(cairormdnio) induzivel/reversivel em geracGes posteriores
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Daphnia cucullata defences in animals and plants
Anurag A. Agrawal", Christian Laforsch & Ralph Tollrian
Agrawal, 1999 \ATURE|YOL 412 SEPTEMER 1999
——
maternal level embryonic level juvenile level -
oogenesis embryogenesis postembryonic
development
= . EED =
Kairomone effect 2m
direct: W indirect: W) s
Increase in Determination Maintenance .
Egg Size oay ©f Defense Morph Oprense  of Defense Morph e
JOURNAL OF EXPERIMENTAL ZOOLOGY 311A:788-795 (2009)
ivak t gl BMC Devel [ Biology 2010,.10:45




04/06/2013

. . . . . A metamorfose de insetos é controlada pos
Polifenismo induzido por dieta HORMONIO JUVENIL
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Marcagcéo para apoptose em ovarios de abelhas operarias: Polifenismo induzido por dieta
O Horménio Juvenil previne a apoptose d rios Onthophagus taurus (inseto)

Jounal of Insect Physi (1998) 385-391

O tamanho dos chifres de O. taurus s&o diretamente O tamanho dos olhos é inversamente proporcional ao
proporcionais ao tamanho corporal tamanho dos chifres
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O peso larval durante o pico de JH determina a presenca de
chifres

® Com chifres
O Sem chifres

total body weight

May 2000/ Vol. 50 No. 5 + BioScience 403

O tamanho dos chifres e dos olhos respondem de forma
inversa a aplicagdo exdégena de JH (hormdnio juvenil)
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Competition among body parts in the development and evolution
of insect morphology

ALIMENTAGAO
MATERNA

ALTO BAIXO
PESO PESO

“Sneaker” male

OLHOS OLHOS
PEQUENOS, GRANDES,
CHIFRE CHIFRE
GRANDE PEQUENO

Brood ball

Polifenismo induzido pela temperatura

Bicyclus anynana (inseto)
‘ Seco | | Umido |

B.anynana

NATURE - VOL 384 - 21 NOVEMBER 1996

A posicao das manchas nas asas é determinada pela expressédo
de DIl (Distaless)

I.Prepattem |I. Focal determination . Focal signalling IV. Differentiation

O tamanho das manchas nas asas é determinada pela
expressédo de DIl (Distaless)

| Expresséo de DIl |
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A quantidade de hidroxi-ecdisona presente durante a
metamorfose determina o padréo de expresséo de DI
(distaless

Atemperatura determina a quantidade de hidroxi-ecdisona
presente durante a metamorfose

Metamorphosis of a
tadpole larva

Wood frog
(Rana sylvatica)

/

*Perda de cauda, aparecimento de membros
*Mudanca do campo visual (adaptacdo para a dieta)
Mudangas bioquimicas
*Porfiropsina -> rodopsina
*Amonia-> uréia
Isoforma de Hemoglobina
*Mudangas fisiolégicas
*Mudanca de dieta (vegetariano para carnivoro)
*Modo respiratério

Mudanca do campo visual (adaptagéo para a dieta)
Aparecimento de projec¢des ipsilaterais

/
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Perda de cauda, aparecimento de membros

Mudanca de dieta (vegetariano para carnivoro)
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Perda de cauda

1. Cessao de sintese proteica local
2. Inicio de apoptose
3. Aumento de enzimas digestivas

hitp://www.cell-research.com/19992/992-02.htm

A metamorfose é iniciada pela T3 e coordenada pelos seus
niveis e duragdo
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Neste género, o inicio e a
progresséo da metamorfose
pode ser acelerada pelos niveis
hidricos.
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Hormonal Correlates of Environmentally Induced
Metamorphosis in the Western Spadefoot Toad,
Scaphiopus hammondii
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General and Comparative Endocrinology 110, 326-336 (1998)

Polifenismo induzido por predador
Agalychnis callidryas (anfibio)

EmbriGes sdo capazes de distinguir entre a vibragdo
causada pelo predador ou por uma tempestade
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Caldwell et al. (2010). Animal Behaviour 79:255-260.
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Teratogénese: Teratogénese:

& . Interferéncia nos mecanismos normais de
Interferéncia nos mecanimos embriogénese que resultam
normais de embriogénese que em desenvolvimento anormal

ou abortivo

resultam em desenvolvimento
anormal ou abortivo

Fatores Intrinsicos : Mutacéo genética

Esta interferéncia pode ser a nivel

SOMATICO e/ou GERMINATIVO Fatores Extrinsicos: Agentes teratogénicos

. O gendtipo do embrido determina a suscetibilidade Genético ou Ambiental?
aos agentes teratogénicos.

. O agente teratogénico tem que ser capaz de alcangar Dificil diferenciar com apenas uma gestagao

0 embrido durante a gestacgao.
Genético: mais provavel em casos de inbreeding e/ou se
. O efeito teratogénico age de forma dose-dependente. limitada a uma linhagem apenas.

. PARA CAUSAR EFEITO, O AGENTE
TERATOGENICO DEVE ESTAR PRESENTE Ambiental: mais provavel se afeta varias linhagens
DURANTE O PERIODO SUSCETIVEL. simultaneamente e se for sazonal.

Exemplos de Agentes Teratogénicos de origem quimica
«Acido retinéico
eTalidomida
«Cortisona
Fatores Extrinsicos: Agentes teratogénicos *Alcool
-agentes quimicos -
-agentes infecciosos *Mercirio
9 - «Chumbo
-agentes fisicos
DDT
Subnutricdo *PCB
«Cocaina
*Heroina
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Alteragdes no sistema nervoso

Veratrum californicum
ciclopia

Efeito teratogénico de inibidores da via metabdlica do colesterol

SHH Sterol delta-7
SMOH reductase
PTCH

N
Signaling
Molecules

GLI
Transcription Factors

|
-

Ciclopia

> Flexura excessiva das
articulagdes ou tenddes

Outras deformidades
esqueléticas

Nicotiana sp (Tabaco)

Alteragdes no desenvolvimento glandular

Tire6ide (gota)

(couve galega)

Alguns dos agentes teratogénicos podem estar presentes em
farmacos agricolas

Hermaphroditic, demasculinized frogs after exposure
to the herbicide atrazine at low ecologically
relevant doses soese | s | wnsam wis | e

Tyrone B. Hayes*, Atif Collins, Melissa Lee, Magdelena Mendoza, Nigel Noriega, A. Ali Stuart, and Aaron Vonk

Laboratory for Integrative Studies in Amphibian Biology, Museum of Vertebr logy, Department of
Universiy of California, Berkeley, CA 94720-3140
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Exemplos de Agentes Teratogénicos Infecciosos

«Citomegalovirus

*Herpes simplex

*Parvovirus

*Rubéola

*Toxoplasma gondii (toxoplasmose)
*Treponema pallidum (sifilis)
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Efeitos da subnutricdo 3 ﬁ
1. Deficiéncia em Acido Félico “L' kﬁ'
Spina bifida (problemas no “j""/‘
fechamento do tubo neural posterior) 7 w)

2. Deficiéncia em Vitamina A
Defeitos visuais

Parasitatrematodo
Ribeiroia

http:/finfo.ag.uidaho. _2000/vet.html

As extremidades do tubo neural expressam proteinas que
se ligam ao acido félico

(A)

EMBRIOES COMO SENSORES
~ AMBIENTAIS !

1. O gendtipo do embrido determina a suscetibilidade
aos agentes teratogénicos.

2. O agente teratogénico tem que ser capaz de alcangar
0 embrido durante a gestacgao.

3. O efeito teratogénico age de forma dose-dependente.
4. PARA CAUSAR EFEITO, O AGENTE

TERATOGENICO DEVE ESTAR PRESENTE
DURANTE O PERIODO SUSCETIVEL.




Desvantagens do modelo de
mamiferos para ensaios de
toxicidade:

*Cu$to — amostragem pequena
«Duracéo do ensaio
*Dor
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Embries Vertebrados:

*Embriologia conservada
*Desenvolvimento externo

¢ Quantidade

* Cu$to

« VVelocidade de desenvolvimento
«Controle sobre o tempo de Fertilizacéo
«Teste indolor (SNC imaturo)

Vantagens do Embrido de galinha x mamiferos

1. Custo: R$1,10 x R$ 7,00
2. Eficiéncia: 6h x 24h
3. Visualizacéo do sitio hemorragico

4. O animal ndo sofre dor

DESvantagem do Embrido de galinha x mamiferos

N&o se pode testar neurotoxinas

A HUMANE ALTERNATIVE TO THE MEASUREMENT
OF THE LETHAL EFFECTS (LDsy) OF NON-
NEUROTOXIC VENOMS USING HENS’ EGGS

P. G SELLS.* P. IOANNOU and R. D. G. THEAKSTON

Alistair Reid Venom Research Unit, Liverpool School of Tropical Medicine.
Pembroke Plce, Liverpool L3 SQA. UK

pisc

VITELLINE VEIN

Rclaiorafin belvosn mouse 10 sl hee's rgy 1ot s Th weans sl o
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EMBRYO VITELLINE VEIN

Vantagens do embrides aquéticos x mamiferos

1. Custo do ensaio e da manutencéo da linhagem parental
2. Eficiéncia: 96 h x 1 més
3. O animal n&o sofre dor

4. Numero de embrifes para ensaio

DESvantagem do aguaticos x mamiferos

1. Treinamento de pessoal para reconhecer as malformacgées
2. Solubilidade do composto em meio aquoso




Zebrafish/Paulistinha (Danio rerio)

30 minutes
after fertlization
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| stage
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Zebrafish/Paulistinha (Danio rerio)

21 d (juvenile)

Critérios de avaliagdo de malformagéo em Danio rerio

Age [n] Normal stage® Features Specific Endpoints

1 e high elevated cap of regular small cells on startof exposure
blastula top of the yolk
Fig. 11

8 75%-epiboly late gastrula, epiboly in progression, progression of ectodermal fron. gastrulagédo
g 172 Keel like frontand ¢

embryonic shield visible

Oberemm, A Lab Animal, Vol 29 (7):32

u prim asic vertbeatebody onganizaton, head and aldiffrntiadon
Fig 13 beginning of heart beat, melanophores leuglhnhml spontaneous
nthe ot heat best
3 prim-16 blood cirulstory system, heart ate, malfoemation of
Fig. 14 on the trunk edema,
diseibuion of melanophores
organogénese
55 pec fin hatching begins, melanophores heart rate, hatching rate,
Fig. 15 4. the blood
ysem ully developed clrcalaoey e, sdema
St of melanophores
0 weuding mout heart e, exprssion of
g 116 stlyolk presens, aniophiore present plgmentation,sdera,
(embryos gleaming yellowish finfold lesions
" etytora
Fig. /7 swim bladder inflated, forma comportamento
and feeding

The Use of a Refined Zebrafish
Embryo Bioassay for the Assessment
of Aquatic TOXiCIty Oberemm, A Lab Animal, Vol 29 (7):32
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Zebrafish-LC 50 (Log mg/L)

£’ COMPANY
v BACKGROUND

Ny
hylonix is a Contract Research Organization developing and marketing in vivo zebrafish based assays for
therapeutic drug screening for research and preclinical studies. The Company has established a state of the
art aquaculture facility in Cambridge, MA with the capacity to produce thousands of embryos per week.
Resources include automated sample handling devices, readers, mi and flow s for
performing high throughput drug screens.

Detection of mutations in transgenic fish carrying a
bacteriophage Acll transgene target

Richard N. Winn*, Michelle B. Norris, Kathryn J. Brayer, Cecilia Torres, and Stacy L Muller

WarnellSchool o Forest Resources, Unhersity of Georgia, Athens, GA 30602

Oryzias latipes
Japanese medaka fish

10
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Xenopus laevis

Adult (stage 66)

4 (at25°C)
Days Hours'

after ater
fertilzation ~ fertilzation,

Tailbud em/bryo (stage 26) stage 10
it {secton)
15
Organogenesis Gastrula
Neurula (section)
£
<=
(stage 16) (stage 12)

(dorsal view)

Cleavage

Gastrulation

Estagios iniciais no Desenvolvimento do
Xenopus

Fertilizacéo

Blastula

Neurula

Cortesiade Curtis Altmann

http:/ficcvam.niehs.nih.gov/methods/fetax.htm

Background Review Document

Frog Embryo Teratogenesis Assay —
Xenopus (FETAX)

March 10, 2000

pared by
The National Toxicology
Program (NTP) Interagency
Center for the Evaluation of

Alternative Toxicological Methods

National Institute of Environmental Health Sciences
(NIEHS)
PO Box 12233

Mail Drop: EC-17
Research Triangle Park, NC 27709

FETAX, with and without FETAX, with and Combined
Performance metabolic activation, without metabolic Laboratory Mammal
Characteristics | compared to Combined | activation, compared to | compared to Human
Laboratory Mammal Human (using
(using TI>1.5) MCIG/ICsn <0.30)

Accuracy 61% 70% 63%
(55/90)* (1927 (19/30)

Sensitivity 82% 67% %
(41/50) (8/12) (10/14)

Specificity 35% 73% 56%
(14/40) (11/15) 9/16)

Positive 61% 67% 59%
| Predictivity @1/67) (8/12) 017

Negative 61% 3% 69%
Predictivi (14/23) (11/15) (9/13)

False Positive 65% 27% 44%
Rate (26/40) (4/15) (J/16)

False Negative 18% 33% 29%
Rate (9/50) (4/12) (4/14)

*Numbers in parenthesis indicate the number of accurate results/total number of substances

compared.

Assessment of the Risk of Solar
Ultraviolet Radiation to Amphibians.
1. Dose-Dependent Induction of
Hindlimb Malformations in the
Northem Leopard Frog (Rana
pipiens)

GERALD T. ANKLEY

STEPHEN A, DIAMOND,

JOSEPH E. TIETGE, GARY W. HOLCOMBE,

KATHLEEN M. JENSEN
DAVID L. DEFOE, AND RYAN PETERSON

US. Environmental Protection Agency, National Health and
Environmental Effects Research Laboratory, Mid-Continent
Ecology Division. 6201 Congdon Boulevard,

Hind Limb/Digit Mallormations (%)

Duluth, Minnesota 55804

Treatment

11



NO BRASIL, OS ANFIBIOS ANUROS SAO

ES

. CERCADE
: *800 espécies conhecidas

7 familias
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O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO é um processo
continuo que refina a identidade celular a cada passo.

1. O processo de diferenciagdo é uma série de decisdes

O processo de DESdiferenciagdo requer “gasto energét

Developmental
potential

Totipotent
Zygote

Pluripotent
ICM/ES cells, EG cells,
EC cells, mGS cells
iPS cells

Multipotent
Adult stem cells R
(partially S
reprogrammed cells?)’\ i

{

g

Unipotent |
Differentiated cell
types

el

“ i

ittt il oY

i

2. Ainfluéncia maternal é essencial para as decisdes

Spemann, 1938

Pergunta: O ovo recém-
fertilizado tem sua
potencialidade distribuida
simetricamente?

Normal
development

First cleavage

Normal
development

12
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3. Ainfluéncia do microambiente também é essencial
para as decisdes

. ’
" OO
Reeied

4

it &

Durante a embriogénese existem varios TIPOS de
LIGANTES EXTRACELULARES

Hgana *FGF (Fibroblast Growth Factor)
Cell
Membrane Receptor
| Wnt
Signaling
Molecules *BMP (Bone Morphogenic Protein)

+Acido Retindico

Transcription
Factor

|
o

Nucleus

*Shh (Sonic Hedgehog)

Pediatr Clin N Am
53 (2006) 855871

4.A mesma molécula/via de sinalizacdo pode ter efeitos
diferentes dependendo da concentracéo e do contexto.

4.A mesma molécula/via de sinalizacdo pode ter efeitos
diferentes dependendo da concentracéo e do contexto.

0 ectoderma exposio a bamos niveis de BMP = Neural

,ﬁ@

Each cell has the potential to develop
as blue, white, or red

R

< =

Position of each cell is defined by the
concentration of morphogen

Concentration
of morphogen

Vv

[[zfs]e]e]e]
9 o

Positional value is interpreted by the cells
which differentiate to form a pattern

Concentration thresholds
of morphogen

13
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4.A mesma molécula/via de sinalizacdo pode ter efeitos
i dendo da concentragdo e do contexto.

Anterior

progress
zone

‘Anterior

Proximal Distal

3|

pical
ctodermal
ritdige
poiar:%
region
/

Posterior

—

<

~

O Shh (Sonic Hedgehog) é expresso na
Regido Polarizadora

Shh: Proteina secretada no meio extracelular

O Shh é assimetricamente expresso no Né de Hensen

sobre sindromes...

O Shh é produzido na , tubo digestorio e broto do membro

Sindromes = Efeito Eddie Murphy

Camudongos com delecdo para o gene Shh carecem de
motoneurdnios e apresentam anomalias do S. Nerv. Central,
dos membros e do sist. Digestorio

Normal Mutante

90

Q
-
o @
S 3
O o
Q9
= D
O]
0g

Nature 412, 194-198 (12 July
2001)

14
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Camudongos com EXCESSO do gene Shh apresentam
polidactilia

Thumb region

(A)

Extra digits

Thumb region

©)

Hx mutant

5. Uma via de sinalizacéo néo é suficiente para
controlar um evento completo.

FGF ectépico induz Wnt7a;
OS 3 EIXOS SE REGULAM ENTRE Sl

© 2000 Susaur Aszociates, Inc

6.Redundancia é importante

Belt and suspenders

Existem INIBIDORES de BMP4 no ORGANIZADOR

CHORDIN

15
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7.Investigagdo dos mecanismos moleculares que geram Om rcego é um cam udongo que
estruturas HOMOLOGAS permitem a compreens&o da

Evolug&o. voa?

8.A MODULARIDADE do desenvolvimento permite
a alteragdo de algumas estruturas sem afetar o
todo.

http://mww.biocel.ich.usp.br/~ireneyan/EMBRIOLOGIAMOLECULAR_arquivos/aulas/In%20silico.ht

5=

Pitx1 modular enhancer in 3-spined sticklebacks
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