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EMBRIOLOGIA

3.1 Embriologia

INTRODUCAO

O conceito tradicional que define a embriologia é o estudo de embries. A
embriologia estuda o desenvolvimento de uma célula que é um ovo fertilizado, até
se tornar um organismo pronto para eclosio como no caso dos moluscos.

Durante o desenvolvimento embrionirio, a diversidade celular é determinada
através da diferenciagdo, enquanto o processo da morfogénese é o que organiza
diferentes células em tecidos e 6rgios, € o crescimento'é 0 aumento em tamanho e
nimero celular. A segunda maior fungdo no desenvolvimento é a reprodugéo, isto
¢, a geracdo de novos individuos.

O ovo inicialmente sofre diversas clivagens (formando células denominadas de
blastomeros), até alcancar um estidio de bldstula onde, até entdo, somente ocorrem
mitoses sem aumento de volume celular. No estidio seguinte de gdstrula, ocorre
inicio da movimentagdo celular. Na gastrulagio o embridio contém trés camadas
celulares: a ectoderme, mesoderme e endoderme. Na etapa seguinte de Organogéne-
se, as células interagem e¢ formam os 6rgdos. H4 um grupo de células que sio
precursoras dos gametas, as células germinativas, responsiveis pela funcdo
reprodutora. Por outro lado, todas as outras células sio denominadas de sométicas.
As células germinativas migram para as gonadas e se diferenciam em gametas. O
processo de desenvolvimento dos gametas se chama gametogénese e se completa,
quando o organismo se torna fisicamente maduro (Scott, 1994).

A embriologia atualmente faz parte de um ramo da Biologia do Desenvol-
vimento.

O estudo da embriologia normal de um organismo como a Biomphalaria
glabrata (Mollusca, Gastropoda, Planorbidae), se torna importante em razdo de se
poder comparar o embrido normal com o malformado, j4 que é um organismo
extremamente utilizado em experimentos com diferentes substincias quimicas ou de
origem vegetal, para o seu controle na natureza.
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MATURAGCAO E FERTILIZACAO DO OVO: ASPECTO EXTERNO

Nos moluscos, em geral, a maturagio do ovdcito inicia-se independentemente
da fertilizacdo e fica bloqueada na metifase da primeira divisdo meidtica (Raven,
1958), continuando o desenvolvimento normal apds a fertilizag3o.

Os eventos da fertilizagdo nos ovos de clivagem em espiral incluem trés etapas
(Longo, 1976):

a) Incorporagdo do esperma e desenvolvimento do promicleo masculino com
bloqueio da polispermia.

b) Reinicio da meiose do ovécito: quebra da vesicula germinal, formagio do
primeiro e segundo corpusculo polar e desenvolvimento do pfom’ncleo feminino.

¢) A associagio do promicleo masculino e feminino, formagdo do genoma
embribnico e inicio da mitose.

Logo apds a oviposicdo, tanto em Limnaea stagnalis L. como em Biomphalaria
glabrata (Say), a desova apresenta-se com a cdpsula externa maledvel e com a
substincia albuminosa opaca. Ap6s alguns minutos, a cdpsula torna-se mais rigida
e a desova transparente.

A emissdao do primeiro corpusculo polar, ocorre de 15 a 30 minutos apés a
oviposigdo; cerca de 50 a 80 minutos depois, o segundo corpiisculo € expulso.
Ambos podem permanecer um sobre o outro ou lado a lado, na regido do pélo
animal do ovo.

Em L. stagnalis, Raven (1945), e B. glabrata, Camey (1968), a emissdo dos
corpusculos polares é seguida de movimentos amebdides do ovo que acompanham
as divisdes de maturagdo. O contorno do ovo se torna irregular € um processo
pseudopseuddpodo é formado, acarretando a sua deformagio.

O proniicleo feminino e o masculino se unem formando o genoma do embrido
que estard apto a iniciar o ciclo da mitose, em periodos que variam de 60 (B.
glabrata) a 100-110 minutos (L. stagnalis), ap6s a emissiao do segundo corpuisculo.

Clivagem em espiral ou determinativa

Com excegdo dos cefalépodos, os moluscos apresentam clivagem espiral
(helicoidal) ou determinativa; assim é possivel tragar o destino de cada blastomero,
desde as primeiras clivagens do ovo.

Nos moluscos de clivagem em espiral, determinantes morfogenéticos situados
no pélo vegetativo em ovos indivisos, desempenham um papel importante,
estabelecendo a organizagdo primordial do futuro embrido. Tais determinantes
podem estar localizados em estruturas citoplasmaéticas especiais ou estariam ligados
no cdrtex da regido vegetativa do ovo e serem distribuidos para certos blastdmeros,
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determinando o destino dos mesmos (Verdonk & Cather, 1983). Os determinantes
parecem ser sintetizados e armazenados durante a ovogénese; sua natureza,
entretanto, ainda € discutivel (Boon-Niermeijer, 1987).

Desde o final do século passado varios pesquisadores realizaram trabalhos em
linhagens celulares com diferentes espécies de moluscos. Raven (1958) referiu-se
aos estudos de Blochman (1882) com Neritina fluviatilis; de Heymons (1893) com
Umbrella mediterranea; de Lillie (1895) com Unionidae; de Kofoid (1895) com
Limax sp.; de Meisenheimer (1896 e 1901) com Limax maximus e Dreissensia
polymorpha; de Conklin (1897 ¢ 1907) com Crepidula sp. € Fulgur sp.; de Heath
(1899) com Ischnochiton sp.; de Holmes (1900) com Planorbis trivolvis; de Robert
(1902) com Trochus sp.; de Casteel (1904) com Fiona marina; de Carazzi (1905)
com Aplysia sp.; de Wierzejski (1905) com Physa fontinalis; de Delsman (1912)
com Littorina obtusata. Mais recentemente trabalhos como de Verdonk (1965) com
Limnaea stagnalis; de Camey e Verdonk (1970) com B.glabrata e de Van Dongen
(1976) com Dentalium foram descritos.

A abordagem da embriologia neste item serd realizada, principalmente, com
espécies de moluscos de interesse médico. As espécies estudadas comparativamente
sd0 a Limnaea stagnalis (hospedeira intermedidria da Fasciola hepatica) e
Biomphalaria glabrata (hospedeira intermediaria do Schistosoma mansoni). A L.
stagnalis é um exemplo de clivagem padrio ou dextrorsa (Verdonk, 1965) e a B.
glabrata € do tipo reversa ou sinistrorsa (Camey, 1968).

Nomenclatura e nota

A nomenclatura e a notagido sdo padronizadas para o estudo da linhagem
celular, o que é essencial para o acompanhamento das etapas sucessivas do
desenvolvimento embrionirio, bem como do estudo comparativo entre as diferentes
espécies.

A nomenclatura e notagio utilizadas neste trabalho sao as mesmas adotadas por
Verdonk (1965) para o estudo de L. stagnalis e anteriormente estabelecidas Conklin
(1897) para o estudo de linhagem celular de Crepidula.

A clivagem em espiral se caracteriza pela orientagdo do fuso na divisdo dos
blastomeros que € obliqua e alternante: obliqua, em relagdo a um eixo que passa
pelo pdlo animal e vegetativo (Wilson, 1892 apud Raven, 1958) e alternante pela
mudanca alternada da dire¢do do fuso a cada divisdo sucessiva dos blastdmeros, do
sentido hordrio para o anti-horirio, por uma rotagdo de 45° em torno do eixo
vertical do ovo (Kofoid 1895, apud Raven, 1958).
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A notagdo para designagdo das geragdes sucessivas de micromeros consiste de
uma letra, um coeficiente e um expoente. A letra indica a origem de um microémero.
O coeficiente indica 0 nimero da camada do micrdmero e o expoente indica o
nimero de geragdes. O termo quarteto foi adotado por Conklin (1897) apud Raven
(1958) para designar os quatro blastémeros e sua descendéncia que se originam da
clivagem dos quatro macrdmeros iniciais. O hifen, nesse caso, € utilizado para
simbolizar os quatros blastdmeros pertencentes a um quarteto, ou seja: la' - 1d' =
a la', 1b', 1c' e 1d'. O primeiro quarteto de micromeros que se forma na terceira
clivagem do ovo terd a seguinte notacio la - 1d (Figura 2-3). Estes micromeros, por
sua vez, dardo posteriormente a geragdo la' - 1d' e 1a* - 1d* (Figura 2-5). Na
geragdo seguinte o 1a' - 1d' dar4 origem a 1a'' - 1d" e 1a" - 1d" (Figura 2-11). O
quarteto 1a? - 1d? dar4: 1a* - 1d* e 1a® - 1d* (Figura 2-12) e assim por diante.

Ap6s uma clivagem o blastdmero que se aloja & direita e na parte superior, ou
seja, na direcdo do p6lo animal, leva o expoente 1; o expoente 2, portanto, serd
daquele que se localiza 4 esquerda e préximo ao pélo vegetativo do embrido.
Quando, entretanto, a clivagem ¢ bilateral, utiliza-se o expoente 1 para o blastdmero
situado a direita e o 2 para o da esquerda.

Para distinguir se o tipo de clivagem € dextrorsa ou sinistrorsa, leva-se em
conta a orientagdo do fuso de divisdo. Quando o fuso de divisdo estiver no sentido
obliquo em relagdo ao eixo do ovo e no sentido hordrio, a clivagem € dextrorsa e
quando no sentido anti-horario, sinistrorsa. Quando se observa o ovo do pélo
animal, considera-se a clivagem dextrorsa se o quarteto superior se encontra a
direita do inferior, do qual se originou ¢ sinistrorsa se o quarteto superior se
encontra a esquerda.

A notacio para os macromeros foi utilizada segundo Wierzejski (1905). Esta
consiste em alterar a numeracido do macromero, de acordo com separagdo de um
quarteto de micrdmeros. Com a.origem do primeiro quarteto de micromeros la-1d,
os macromeros A-D sdo designados 1A-1D (Figura 2-3). Apés a clivagem do
segundo quarteto de micromeros 2a-2d, os macromeros passam a ser designados de
2A-2D (Figura 2-4). Assim, na formagdo do quarteto de¢ micrémeros 3a-3d, os
macromeros passam a ser 3A-3D, (Figura 2-7). Na clivagem do quarto quarteto de
micromeros 4a-4d, os macrémeros passam a ser 4A-4D (Figura 2-10). Finalmente,
com a formag¢ido da quinta geracdo de micrémeros 5a-5c, os macrOmeros sio
denominados SA-5C (Figura 2-18).

A descri¢do da linhagem celular das duas espécies serd feita concomitan-
temente, ji que o padrio de clivagem de B. glabrata é a imagem especular do
padrdo de L. stagnalis. No decorrer da decrigdo, s6 serd feita uma observagio
quando a clivagem em L. stagnalis for diferente.
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Técnica de coloragiio do limite celular

Até o estiddio de 12 blastdmeros foi observado in vivo, porém nos estadios
posteriores foi utilizado o método de Holmes (1900 apud Verdonk, 1965) que
estudou em Planorbis trivolvis € em Lymnaea stagnalis, Verdonk (1965), e mais
tarde em Biomphalaria glabrata, Camey e Verdonk (1970).

Os ovos foram removidos de suas cdpsulas, com um auxilio de duas pingas de
extremidades bem agudas, dentro de uma saleirinha contendo dgua destilada. Com
uma pipeta braking foram transferidos para uma outra saleirinha contendo igua
destilada removendo assim a substincia gelatinosa. Em seguida foram transferidos
para uma saleirinha contendo 0,75% de AgNO3 e expostas ao U.V. por alguns
minutos, até o limite celular se tornar nitido (microscépio estereoscépio). Os ovos
entio foram lavados com 4gua destilada, transferidos em diferentes alcoois: 50%,
70%, 80%, 96% (+ 10 horas cada), 100% (3x20 minutos e no xylol (trés banhos).
Os ovos foram montados individualmente em bilsamo entre uma laminula colada de
um dos lados em cartolina (mesma drea da laminula, porém recortada na sua parte
central em forma circular) de modo que os ovos possam permanecer inteiros sem
o contato direto entre a limina e a laminula. Apés a montagem, os ovos foram
movimentados e observados de todos os lados pelo deslocamento da laminula. No
caso do béilsamo endurecer, podera ser gotejado xylol na extremidade da laminula
para facilitar a movimentagdo da mesma.

Primeiras clivagens: Antes da primeira clivagem

O didmetro do ovo maduro € cerca de 100u para B. glabrata (Camey, 1968)
e 120u para L. stagnalis (Raven, 1958).

Na Figura 1-1A observa-se o estiddio do ovo antes da primeira clivagem, com
o pélo animal e os dois corpisculos polares.

Primeira clivagem

Todos os estidios de primeiras clivagens (primeira até quarta) foram
fotografadas in vivo, em intervalos de 2 a 5 minutos, em B. glabrata (Kawano et
al., 1992); estes estidios sdo semelhantes os de L. stagnalis (Raven, 1946).

Durante todo o desenvolvimento embriondrio, as desovas foram mantidas a
uma temperatura de 25° C.

No estidio 1B (Figura 1-1B) verifica-se o aparecimento do sulco da primeira
clivagem do ovo, na regido do p6lo animal. Para qualquer contagem na idade do
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embrido, este estddio 1B (quando 50% de embrides de uma mesma desova atingem
este estidio) € o ponto de partida do desenvolvimento, pois dentro de uma mesma
desova o desenvolvimento inicial ndo é sincronico em todos os embrides.

No estadio 2 (Figura 1-2) o sulco se apresenta mais profundo; observa-se que
a regido do p6lo animal se cliva mais rapidamente que a do pélo vegetativo, 3
minutos apds o estidio 1B.

No estddio 3 (Figura 1-3) o sulco do p6lo animal se apresenta mais profundo
que o do pdlo vegetativo, 4 minutos.

No estddio 4 (Figura 1-4), observa-se o afastamento maximo dos dois
blastbmeros, ambos com a superficie bem arredondada, ligados somente com uma
pequena superficie citoplasmitica, 10 minutos.

A partir do estddio 5 (Figura 1-5) (20 minutos) hi aproximagéo dos blastome-
ros, aumentando a superficie de contato; os estidios 6 (26 minutos) e 7 (38 minutos)
(Figuras 1-6 e 7) possuem os limites dos blastdmeros pouco nitidos.

No estidio 8 (Figura 1-8) (45 minutos) observa-se o aparecimento bem discreto
da cavidade de clivagem entre os dois blastomeros. Esta cavidade aumenta de
tamanho e atinge toda superficie de contato dos dois blastdémeros, no estidio 9
(Figura 1-9) (75 minutos). Apds este estidio, a cavidade de clivagem se abre e o seu
contevdo flui para o exterior.

Segunda clivagem

O estadio 10 (Figura 1-10), ou o inicio da segunda clivagem, ocorre 80 minutos
apds a primeira clivagem do ovo.

Neste estadio, os blastdmeros ndo se dividem simultaneamente; o sulco de
clivagem de um dos blastdbmeros surge antes do outro, apresentando o aspecto
bilobado, enquanto o outro se apresenta inteiro. O sulco de clivagem € total e
meridional. No estddio 11 (91 minutos), nota-se que os quatro blastomeros A, B, C
e D sdo arredondados, mas nio se encontram no mesmo plano (Figura 1-11). O
blastdomero A e C estdo ligados pelo sulco do pdlo animal, enquanto 0 B e D pelo
sulco polar vegetativo. No estddio 12 (98 minutos) observa-se o inicio do achatamen-
to dos blastdomeros e os dois blastdmeros opostos se apresentam unidos com maior
visibilidade.

Nos estddios que se seguem, 13 (103 minutos) e 14 (123 minutos) (Figuras
1-13 e 14), ha o aparecimento da cavidade de clivagem entre os blastomeros. Esta
cavidade comega a alargar até se abrir para o exterior expelindo o fluido, o que é
acompanhado de uma contragio de todo o ovo (Figura 1-15) (134 minutos).
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Terceira clivagem

O embrido atinge este estddio 16 (Figura 1-16) cerca de 160 minutos apés a
primeira clivagem. A terceira clivagem é no sentido subequatorial; os quatro
micromeros (la-1d) nunca jazem sobre os macrOmeros, mas sobre os sulcos
formados por eles; assim a B. glabrata possui a orientagdo dos micromeros no
sentido anti-horario.

O micromero la esti em conexdo com o lc, no pdlo animal, enquanto os
macromeros 1B e 1D se ligam no pélo vegetativo.

Quando o micrOmero atinge o estidio 17 (Figura 1-17) (165 minutos),
observa-se arredondamento maximo dos blastdmeros, em seguida, nos estidios 18
(173 minutos) e 19 (181 minutos) (Figuras 1-18 e 19) ocorre o aumento da cavidade

de clivagem entre os blastomeros.
Quarta clivagem

A quarta clivagem ocorre 3 horas e 50 minutos apds a primeira clivagem do
ovo (Figura 1-20). O segundo quarteto de micromeros se separa dos macrémeros no
sentido sinistrorso (Figura 2-4), atingindo o estddio de 12 blastdmeros.

Estadio de 12 a 24 blastomeros

O primeiro quarteto de ectomeros (la-1d) é o proximo a clivar, aproxima-
damente cinco horas apés a primeira clivagem. Esta clivagem é dextrorsa e o
embrido possui 16 células (Figura 2-5).

Cerca de 6 horas apds a primeira clivagem, ocorrem quase simultaneamente a
clivagem do segundo quarteto de micrémeros (2a-2d) e a formagdo do terceiro
quarteto de micromeros (3a-3d) (Figura 2-6).

Terminadas estas clivagens, que sdo no sentido sinistroso, 0 embrido atinge o
estidio de 24 blastomeros. Neste estidio, os quatro macromeros sio aparentemente
menores que quatro micromeros, provavelmente porque apresentam ao observador
apenas uma parte reduzida de sua superficie externa. O macrémero 3D apresenta-se
com o contorno arredondado (Figura 2-7), diferenciando-se dos demais trés
macrémeros.

A semelhanca de Planorbis trinolvis, Physa fontinalis e L. stagnalis, o estadio
de 24 células em B. glabrata também é um periodo de "repouso”, cuja duragdo
média € de 3 horas.
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Estidio de 24 a 45 blastomeros

O periodo de "repouso” termina quando o macrOdmero 3D se divide, dando
origem ao mesoblasto primario M (4d). Com esta clivagem, o embrido atinge 25
blastdmeros, cerca de 9 horas ap6s a primeira clivagem do ovo. Ela determina, pela
primeira vez, a simetria bilateral do embrido (Figura 2-8).

Para se entender a relagdo entre a posicdo dos quadrantes e o eixo do futuro
embrido, deve-se levar em conta a clivagem reversa de B. glabrata.

A posicdo de 4d (M) e o eixo animal-vegetativo determinam o plano mediano
de simetria do futuro embrido; a célula 4d indica a posigdio dorsal. Assim, o
segundo (2a - 2d) e o quarto (4a - 4d) quartetos de micromeros sio formados no
sentido dextrorso, encontrando-se em posigéo radial (A =direita, B= ventral, C=
esquerda e D= dorsal), Figura 2-10. A geragdo do terceiro quarteto de micrdmeros
se origina no sentido sinistrorso, localizando-se na posi¢io inter-radial (A= direita
ventral, B= esquerda ventral, C= esquerda dorsal ¢ D= direita dorsal) (Figura
2-10). Porém na clivagem seguinte, que é sinistrorsa em L. stagnalis e dextrorsa
para B. glabrata, as células filhas 1a® - 1d* irdo se situar na posi¢io inter-radial,
enquanto que la' - 1d' se dispdem no sentido radial (Figura 2-9).

Cerca de 10 horas ap6s a primeira clivagem, a camada superior e inferior do
segundo quarteto de micrémeros, respectivamente 2a' - 2d' e 2a® - 2d? sofrerdo as
préximas clivagens no sentido dextrorso em B. glabrata (Figura 2-9), atingindo,
desta maneira, o estidio de 33 blastdmeros. ;

Nesse estddio, formam-se as células terminais 2a!' - 2d"' que tomam parte na
formagdo da cruz observada em B. glabrata (Figura 2-1I). O estiddio de cruz tem
sido descrito em Anelideos e Moluscos (exceto cefalépodos) como sendo um dos
estadios mais caracteristicos durante o desenvolvimento embrionério destes animais.
Nos moluscos, a cruz constituida por blastomeros que formardo quase toda a regido
cefalica.

Aproximadamente 11 horas apés a primeira clivagem do ovo, o terceiro
quarteto de micrémeros se cliva no sentido dextrorso. Em seguida, os macrémeros
3A, 3B e 3C se clivam formando a quarta gera¢io de micrdmeros (4a, 4b, e 4c),
em diregdo ligeiramente dextrorsa, atingindo 40 blastdmeros.

No pélo animal, a camada superior do primeiro quarteto de ectébmeros (la' -
1d") se cliva no sentido sinistrorso. Neste periodo se destaca, pela primeira vez, o
inconfundivel estiddio de cruz (Figura 2-11). As quatro células externas do primeiro
quarteto de micrémeros 1a'? - 1d'? sio as bases do brago da cruz, situando-se
radialmente na diregdo das células terminais 2a"' - 2d'!, enquanto que as células
apicais 1a'’-1d"! formam o centro da cruz, na posicdo inter-radial.
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Em L. stagnalis, Biggelaar (1971) observou que o blastdmero 1d1 se divide 30
minutos apés os outros trés (1a', 1b' e 1c'); nesta espécie, portanto, a simetria
bilateral (p6lo animal) inicia-se a partir deste estiddio. Este mesmo autor constatou
que em condi¢des experimentais com LiCl em embrides, ocorreu a sincronia na
clivagem deste quarteto la' - 1d' e a posterior formagdo da exogastrula. Esta
observagdo foi de grande importincia, pois chegou-se & conclusdo de que a
simetriabilateral no pélo animal é induzida na estidio de 24 blastdmeros e esta
associada ao processo de gastrulagdo.

Os blastomeros do segundo quarteto de micromeros 2a'' - 2d" sdo os que
constituem as células terminais dos bracos da cruz.

Cerca de 12 horas ap6s a primeira clivagem do ovo, segue-se a clivagem do
mesoblasto primario, no sentido meridional, resultando nos blastdmeros M, € M,
(Figura 2-10). Como estas duas células sio do mesmo tamanho, o embrido apresenta
um aspecto caracteristico na sua parte dorsal. Na Figura 2-11 um embrido com 45
células visto pelo pélo animal. Na Figura 2-10 o mesmo embrido € visto pelo pdlo
vegetativo.

Um embrido com 45 blastomeros tem a seguinte constituigdo:
Células do primeiro quarteto:

la“ - ld”

1a'? - 1d%

1a? - 1d?

Células do segundo quarteto:

2a" - 2d"
zalz - 2d12
2a21 _ 2d21
2a% - 2d%

Células do terceiro quarteto:

3al - 3d'
3a? - 3d?
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Células do quarto quarteto:

2 mesdmeros M, e M,
3 end6meros 4a - 4c
Macromeros: 4A - 4D

O DESENVOLVIMENTO DO PRIMEIRO QUARTETO DE MICROMEROS
Estadio de cruz

A Figura 3 ilustra o desenvolvimento do primeiro quarteto de micromeros, a
partir do ovo. A figura em cruz se torna visivel pela primeira vez, quando o
embrido atinge o estadio de 45 blastdmeros (Figura 2-11). O quarteto de microme-
ros apicais 1a'' - 1d"' jazem no centro da cruz, enquanto os bragos sdo formados
pelas células basais 1a'2 - 1d'2. As células terminais sdo constituidas pelos
micrémeros do segundo quarteto 2a"' - 2d"'.

O préximo quarteto a se clivar é o trocoblasto primario 1a? - 1d%, cerca de 13
horas ap6s a primeira clivagem. As oito células (1a*'- 1d%' e 1a® - 1d%) secundérias
ou trocoblasto definitivo, nunca se dividem, localizando-se nos ingulos entre os
bragos da cruz.

Formada a cruz, durante trés horas nio se observam divisdes celulares nesta
regido. Modifica-se, porém, o aspecto da cruz, em razio da penetragio das células
(1a'" - 1d") no interior do embrido (Figura 2-12). Em seguida as células basais 1a'?
- 1d"? comegam a se clivar, contando o embrido com cerca de 76 blastomeros, cerca
de 16 horas apés a primeira clivagem.

Na Figura 2-14 um embrido com 83 blastdmeros se apresenta com todas as
c€lulas basais divididas. A diregdo da clivagem € ligeiramente sinistrorsa.

As células medianas externas 1a'2 - 1d'? se localizam entre as células
terminais 2a" - 2d!! e as células basais 1a'?! - 1d'?'. Com exceg¢do da célula mediana
do brago ventral 1b'?, as células medianas externas dos outros bragos nio mais se
dividem no estadio larvario (Figura 2-25).

A divisdo seguinte ocorre nas células apicais do primeiro quarteto de
micrémeros 1a!' - 1d"!, no sentido dextrorso (centro da cruz).

A partir desta divisio forma-se a roseta apical 1a''' - 1d"'"!, cercando o pélo
animal do embrido e a roseta periférica 1a'' - 1d'"? situadas nos 4ngulos entre os
bragos da cruz (Figura 2-16); neste estidio, o embrido alcanca cerca de 97
blastdmeros, 18 horas apds a primeira clivagem.
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A cruz € constituida por 20 células. A partir deste estddio, as c€lulas da cruz
nao se clivam durante 2 horas.

A seguir a célula mediana basal interna do brago ventral da cruz (1b'?') se
divide, sendo seguida dos bragos laterais 1a'% e 1¢'* (Figura 2-19). A célula basal
do brago dorsal 1d'?' se cliva mais tarde, e a cruz alcanga cerca de 24 células assim
distribuidas:

Centro:
células da roseta apical 1a'!! - 1d'"!
células da roseta periférica 1a''? - 1d'*?

Brago dorsal:
célula basal 1d'*!!
célula mediana interna 1d'*"2
célula mediana externa 1d'?
célula terminal 2d"

Brago ventral:
célula basal 1b'*!!
célula mediana interna 1b'%*?
célula mediana externa 1b'%
célula terminal 2b"!

Brago lateral direito:
célula basal 1a'!
célula mediana interna la
célula mediana externa la
célula terminal 2a'!

1212

122

Brago lateral esquerdo:
célula basal 1c!'*!!
célula mediana interna Ic
célula mediana externa ic
célula terminal 2c!!

1212
122

A descrigdo do desenvolvimento de cada brago a partir deste estddio serd
realizada separadamente, em razdo de diferengas existentes entre cada brago.
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O brago dorsal

Cerca de 21 horas e 30 minutos apds a primeira clivagem, a célula 1d'*' se
cliva; a dire¢do de clivagem desta célula forma um angulo reto com a diregio do
brago dorsal (Figura 2-19). Assim, as células 1d'?" e 1d'%? vdo se situar uma sobre
a outra.

Em L. stagnalis, entretanto, a clivagem de 1d'?' é paralela em relagdo a
diregdo do brago dorsal, permanecendo as células 1d'?"! e 1d'*? uma ao lado da
outra (Verdonk, 1965).

A célula mediana externa 1d'* e a terminal 2d'! permanecem sem se dividir.

Os bracos laterais

Cerca de 21 horas apds a primeira clivagem, as células basais dos bragos
laterais da cruz 1a'! e 1c'® se clivam num plano em 4ngulo reto em relagdo ao
bragos laterais (Figura 2-19).

As células basais 1a'!! e 1c'?!! estdo em contato com as células apicais. As
células medianas internas 1a'** e 1¢'*? se localizam entre as células basais e as
células medianas externas 1a'* e 1c'* (Figura 2-19).

As células basais 1a'?"! ¢ 1¢c'?" serdo as préximas a clivarem cerca de 24 horas
ap6s a primeira clivagem. Esta divisdo ocorre num plano paralelo ao eixo
longitudinal dos bragos. Do mesmo modo que as células anteriores, as células
medianas internas 1a'*? e 1c'®? se clivam aproximadamente 26 horas apés a
primeira clivagem (Figura 2-22).

Cerca de 30 horas apés a primeira clivagem, as células 1a'2? e 1¢'*? entram
em divisdo. As células 1a'?'?! 1¢'2? permanecem sem se dividir, até cerca de 36
horas ap6s a primeira clivagem (Figura 2-23).

Cada brago possui sete células por cerca de 6 horas. As células mediana
externa 1a'* e 1¢'* e as células terminais 2a"' e 2c'' ndo se dividem mais.

A forma conspicua que caracteriza o estidio de cruz comega gradualmente a
se modificar. Os bragos laterais, que estavam situados em dngulo reto com o eixo
dorso-ventral da cruz, vdo se dirigindo para a regido dorsal do embriio (Figura
2-22).

O braco ventral

A divisdo da célula basal do brago ventral da cruz 1b'?!, ocorre cerca de 20
horas ap6s a primeira clivagem, portanto antes das outras correspondentes 1a'?',

168



EMBRIOLOGIA

1c'* e 1d'*'. As células 1b'?" ¢ 1b'*2 vdo se situar uma sobre a outra na diregio
longitudinal do brago ventral (Figura 2-19).

Cerca de 21 horas € 30 minutos ap6s a primeira clivagem, a célula terminal
do brago ventral 2b'! se cliva no sentido meridional (Figura 2-19).

Ap6s a divisdo destas células observa-se, pela primeira vez, a simetria bilateral
no pélo animal do embrido. A préxima divisdo no sentido meridional é da célula
mediana interna 1b'*'?, dando origem a 1b'*'* ¢ 1b'*# (Figura 2-20).

Aproximadamente 21 horas apés a primeira clivagem, as células 1b''% e
1b'#'2 se clivam. Até o estddio anterior i divisio, estas duas células estavam em
contato, através de uma pequena superficie no plano mediano. Entretanto, apés esta
clivagem, os respectivos descendentes se separam completamente (Figura 2-23). A
célula 1b'% ¢ a proxima a se dividir no plano meridional e é tinica célula mediana
externa de cruz que continua se dividindo posteriormente (Figura 2-24).

As células 1b'?! e 1b'*? se encontram fortemente unidas logo apés a diviso
(Figura 2-24); aos poucos, porém, elas se afastam uma da outra, ficando unidas por
uma pequena superficie (Figura 2-25).

As células terminais 2b'"' e 2b''2, que no inicio estio bem préximas, vdo-se
separando, alojando-se a direita e 4 esquerda da regido situada acima da boca. Ha,
entretanto, casos, como ilustrado na Figura 2-27, em que a larva trocéfora ainda
apresenta as duas células terminais unidas.

As duas células 1b'*! e 1b'*? nunca se dividirdo em L. stagnalis, enquanto
que em B. glabrata continuam a divisio cerca de 43 horas apdés a primeira
clivagem. Até este estddio elas podem facilmente ser distinguidas das outras que as
limitam, porque estio ladeando a célula 1b'?!!, permanecendo maiores que as
descendentes de 1b'?'2 (Figura 2-26).

O centro da cruz

Num periodo de cerca de 10 horas o centro da cruz permanece com as células
da roseta apical 1a''! - 1d"" e as células da roseta periférica 1a''? - 1d'"? em sua
posigdo central, 27 horas apés a primeira clivagem, porém, as células da roseta
periférica 1a'"?>- 1d'"? comegam a se dividir (Figura 2-23).

As células da roseta periférica dorsal 1c''? e 1d'*? estdo situadas entre células
basais 1a'!! e 1c'?!! e a célula basal dorsal 1d'*"" (Figura 2-19). As duas células
filhas 1a'?' e 1b''?' continuam unidas, enquanto as células 1a''* e 1b"'* se deslocam
para a periferia (Figura 2-23). Na préxima etapa do desenvolvimento, observa-se
o aumento gradativo da superficie das seis células centrais: as células da roseta
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apical 1a''' - 1d'"! e os descendentes das células da roseta periférica ventral 1a'''e
1b"2! (Figura 2-24 e 25).

O desenvolvimento do segundo quarteto de micromeros

O esquema da divisdo deste quarteto se encontra ilustrado na Figura 4.

Quando o embrido atinge o estddio de 24 células (Figura 2-6) ha um total de
oito blastomeros (2a' - 2d' e 2a*> - 2d?), pertencentes ao segundo quarteto de
micromeros. Cerca de 9 horas e 15 minutos apés a primeira clivagem, as células 2a'
- 2d! se clivam (embrido com 29 blastdmeros). Cerca de 10 horas ap6s a primeira
clivagem o quarteto 2a* - 2d” se cliva (embrido com 33 blastdmeros, Figura 2-9). No
estadio de 51 blastdmeros a clivagem de 2d21 é seguida pela 2a*', 2b*, 2c* e 22"
- 2d'?, todas no sentido sinistrorso.

Terminadas as clivagens assinaladas no paragrafo anterior, o embrido alcanga
o estadio de 64 blastomeros (Figura 2-12 e 13), sendo 24 células origindrias do
segundo quarteto de micromeros.

Os blastomeros 2a'! - 2d"' formam as células terminais dos bragos da cruz. As
células dos quadrantes 2a'*' - 2d"' e 2a*'! - 2d*"' se localizam lado a lado e na parte
inferior (mais préxima ao p6lo vegetativo) as descritas anteriormente se encontram
2a'2 - 2d'? e 2a?"? - 2d*"?, formando a camada mediana. As células do quarteto
inferior 2a%- 2d? se acham em conexdo com os enddmeros e mesdmeros (Figura
2-10) no polo vegetativo.

A préxima clivagem neste quarteto ocorre na camada mediana (2a%'2 - 2d*'? e
2a'% . 2d'%), o blastdbmero 2d*? se cliva no sentido sinistrorso. Neste momento, o
embrido atinge 80 blastdmeros. Os blastdmeros 2a'* e 2¢'# s3o os que se clivam em
seguida. O blastdbmero 2c*'? se cliva no sentido sinistrorso e 2d?"' e 2d*'% no
sentido dextrorso.

As células 2a'?', 2¢'?' e 2d'' se clivam no sentido dextrorso, enquanto 2a*'? no
sentido sinistrorso. As clivagens descendentes de quadrantes a, ¢ e d se realizam
regularmente, embora ndo sincronicamente (Figura 4).

A descrigdo das células descendentes do quadrante b serd feita separadamente,
em virtude das diferencas encontradas em relagao aos outros ja descritos.

O embrido no estadio de 64 blastdmeros (Figura 2-12) apresenta as duas células
2b*"' e 2b™' na posigdo superior, enquanto 2b*'? ¢ 2b'? se alojam na parte inferior,
mais proxima ao pélo vegetativo.

Com o decorrer do desenvolvimento, observa-se a lenta descida da célula
terminal ventral 2b'!, deslocando-se a posi¢do de 2b*! e 2b'?' para os lados direito
e esquerdo do embrido (Figura 2-19). Apo6s a clivagem de 2b'!, as duas células 2b'"
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e 2b'"? se encontram rodeadas por quatro células na parte ventral, a direita por 2b*!!
e 2b*? e A esquerda por 2b'? e 2b'* (Figura 2-21).

Com o decorrer do desenvolvimento, cerca de 26 horas apés a primeira
clivagem, as duas células 2b*? e 2b'? se dividem, dando origem as células filhas
2b*% ¢ 2b%'% A direita e 2b'' ¢ 2b'?2 3 esquerda do embrido.

Durante as divisbes seguintes, as células que descendem de 2b*? e 2b'%,
formam a regido ventral da cabeca (Figura 2-26) e as mesmas irdo se deslocando
lateralmente para os blastomeros 2b?!! e 2b'2!, A célula 2b*'' se encontra limitada
por 1a* e 1a% 3 direita e 2b'?' por 1b* e 1b* i esquerda. Os blastdmeros 2b*'' e
2b'* foram observados com nitidez até cerca de 43 horas ap0s a primeira clivagem,
por apresentarem uma coloragdo diferente das células que os rodeiam. Presume-se
que estas mesmas células ndo se dividem mais e irdo se situar na regido externa da
fileira de células constituida pela descendéncia de 2b'* e 2b*'2.

Voltando a descrigdo geral deste segundo quarteto, observou-se que, desde o
estadio de 33 blastdmeros (10 horas apds a primeira clivagem), o quarteto inferior
2a% - 2d* permace sem clivar, retornando novamente 4 atividade quando o embrido
atinge 92 blastomeros (18 horas apds a primeira clivagem). O primeiro a se clivar
é 0 2b%, no sentido horizontal; e em seguida, o 2d** se cliva no mesmo sentido (20
horas ap6s a primeira clivagem); a célula filha 2d**' penetra entre os descendentes
de 2d*? e 2d'* (Figura 2-18).

Enquanto M, e M, (mesoblasto primario) estiveram visiveis na regido do pélo
vegetativo, a célula 2d® permaneceu sem se clivar (Figura 2-17). Apds o
desaparecimento destas células do mesoblasto primério da superficie do embrido,
entretanto, ocorreu a clivagem do 2d* (Figura 2-18). Cerca de 26 horas apés a
primeira clivagem, observou-se a divisio meridional da célula 2d”*' na regido
préxima ao blastéporo.

A clivagem seguinte se verifica em 2a” e 2c? no sentido ligeiramente obliquo
(21 horas apds a primeira clivagem), ficando estas células em limite com os
endémeros (Figura 2-18).

As células 2a%, 2b% e 2¢* foram consideradas por Holmes (1900) apud Raven
(1958) como "estomoblastos”, porque fazem parte da regido periférica do blastéporo
e mais tarde vdo formar o estomédeo.

O desenvolvimento do terceiro quarteto de micrémeros
A seqiiéncia de divisio deste quarteto é representada na Figura 5.

O terceiro quarteto de micromeros (3a - 3d) se forma pela primeira vez no
estadio de 24 blastdbmeros (Figura 2-6). A clivagem seguinte ocorre quando o
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embrido atinge 45 células, dando origem a 3a' - 3d' e 3a” - 3d* (Figura 2-11). Estas
oito células situam-se inter-radialmente, entre o segundo quarteto de micromeros
descendentes de 2a' - 2d' e 2a? - 2d* (Figura 2-10). O quarteto superior 3a' - 3d"
esti em conexdo com o trocoblasto 1a? - 1d?, enquanto que 3a - 3d? se acha em
contato com os macromeros no pélo vegetativo.

A vpartir deste estddio, ocorre uma sincronia no desenvolvimento deste
quarteto. Os blastomeros 3a' e 3b', situados na parte ventral do embrido, permane-
cem sem se clivar até cerca de 16 horas apds a primeira clivagem (Figura 2-13),
enquanto 3a* e 3b* se clivam cerca de 2 horas antes. Na regido dorsal, porém,
ocorre o oposto: as células 3¢' e 3d' (Figura 2-12) se clivam cerca de quatro horas
antes de 3c? e 3d’ que s6 se clivam cerca de 18 horas apés a primeira clivagem
(Figura 2-17).

O primeiro blastdmero do quarteto superior a se clivar é 3d', que o faz em
divisdo bilateral, no estidio de 51 blastdmeros. Em seguida, 3a2, 3b% e 3¢! se clivam
também no mesmo sentido, atingindo o embrido no estidio de 55 blastomeros.

Um aspecto inconfundivel no pélo vegetativo é delineado neste estidio, cerca
de 15 horas apés a primeira clivagem (Figura 2-13), em razdo da diferenca na
diregdo de clivagem entre as células que se localizam na parte ventral (3a?, 3a%,
3b* e 3b™) e a parte dorsal (3¢? e 3d%) deste quarteto. As clivagens que se seguem
sd0 nas células 3a' e 3b' no sentido bilateral.

Os blastdmeros 3d'' e 3d' se clivam horizontalmente dando origem a células
filhas cuja metade superior 3d'"' e 3d'?' apresentam a superficie maior que a
inferior, 3d''? e 3d'%.

A clivagem continua nos blastdmeros 3a*' e 3b? no sentido horizontal com
ligeiro desvio para a direita, enquanto que em 3a” e 3b® é no sentido sinistrorso.
Os blastdmeros 3c'! e 3c'? se clivam do mesmo modo que 3d" e 3d'2. O embrido
neste periodo atinge o estidio de 76 células, das quais 22 pertencem ao terceiro
quarteto de micrdmeros. '

Os blastomeros 3c? e 3d” se clivam bilateralmente, no estidio de 97 células (18
horas ap0s a primeira clivagem). As células da geragdo 3a e 3b (3a%'!, 3a%, 3b*!!
e 3b*') se clivam bilateralmente (Figura 2-18).

A préxima clivagem acontece nas células 3c'"!, 3¢'?, 3d'"' e 3d'*, no sentido
horizontal. Neste estiddio, o embrido atinge 106 células, das quais 31 pertencem ao
terceiro quarteto de micrémeros.

Em seguida, as células 3b!! e 3b'? se clivam no sentido horizontal, seguida
pelas células 3a'' e 3a' no mesmo sentido, alcangando o embriio um nimero total
de 125 blastdmeros.
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Na regido ventral do embrido, hd um grupo de células pequenas originadas
pela divisio de 3a’ e 3b? (Figura 2-18). Estas células provalvelmente irdo formar o
mesoblasto secunddrio.

O estudo da divisdo deste quarteto foi observado até o estddio de 130 células,
das quais 36 pertencentes ao terceiro quarteto de micromeros.

Endomeros
O quarto quarteto de micromeros

A seqiiéncia da divisdo do quarto quarteto de micromeros é apresentada na
Figura 5.

No periodo em que o embrido atinge o estddio de 40 blastdmeros, observa-se
pela primeira vez a formagdo dos endémeros 4a, 4b e 4c, separando-se dos
macromeros 4A, 4B e 4C (11 horas ap6s a primeira clivagem). Na Figura 2-10, um
embrido no estidio 45 células se apresenta com os endémeros 4a, 4b e 4c.

Os end6meros 4a - 4¢ se clivam no sentido bilateral, quando o embrido atinge
64 células (Figura 2-13). A partir desta clivagem, as células se organizam em forma
de ferradura (4al, 4a2, 4bl, 4b2, 4cl e 4¢c2), circundando os macrémeros. O
primeiro endémero a se clivar é o 4a' (16 horas ap6s a primeira clivagem) no
sentido sinistrorso: o embrido atinge o total de 76 células. O préximo a se clivar é
4¢? (17 horas apés a primeira clivagem) no sentido dextrorso: o embrido atinge o
total de 80 células. Em seguida se cliva 4b' (17 horas apds a primeira clivagem),
no sentido sinistrorso, alcangando o embrido o total de 83 blastdmeros.

A clivagem seguinte ocorre em 4a’ e 4b%, no sentido sinistrorso, enquanto 4c’
o faz no sentido dextrorso; o embrido atinge assim 92 células, das quais 12
endomeros pertencentes a geragdo 4a - 4c. A proxima clivagem nesta regido ocorre
na fase de 130 blastbmeros. Os endomeros 4b'!, 4b* e 4b* se cliva bilateralmente.

O quinto quarteto de micromeros

Os macromeros, depois da origem dos endomeros, permanecem sem se clivar
até o embrido atingir 92 células. A partir deste momento, o macrémero 4A se cliva
(18 horas ap6s a primeira clivagem), sendo seguido por 4B. O macrémero 4C se
cliva (20 horas apés a primeira clivagem), e o embrido atinge 111 células.

Até o estidio de 130 blastdomeros, foi observada apenas a formagio da Sa, 5b
e Sc que se destacam entre os macrdmeros € os descendentes do quarto quarteto
(Figura 2-18).

Em B.glabrata foi observada a divisdo de 4D antes da gastrulagio.
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O mesoblasto primario

O periodo de repouso é uma caracteristica no desenvolvimento embrionério dos
moluscos, quando atingem o estadio de 24 blastdmeros. Este periodo se prolonga por
cerca de 3 horas, quando o embrido entra novamente em atividade de clivagem com
o macromero 3D. Esta célula d4 origem ao mesoblasto primario M(4d), (Figura
2-8). Em B. glabrata esta clivagem é no sentido dextrorso.

A primeira clivagem do mesoblasto primirio ocorre quando o embrido atinge
45 células, no sentido ligeiramente obliquo. No inicio da clivagem, as células M, €
M, mostram a superficie relativamente grande (Figura 2-10). Entretanto, durante o
desenvolvimento a superficie destas células vai diminuindo (Figura 2-17).

Em B. glabrata, M, e M, permanecem na superficie até o estadio, de 106
blastdmeros (Figura 2-17)., Neste estidio porém, € visivel somente pequena
superficie triangular das células que se destacam entre o macrémero 4D e a célula
2d*?. Em todas as preparagdes, observou-se que a auséncia de M, e M, da superficie
do embrido coincidia com a clivagem de 2d*? (2d*' e 2d*?) (Figura 2-18).

Em B. glabrata e L. stagnalis, a linhagem celular de todos os quartetos de
micromeros foi estudada até o estddio de 130 blastdmeros respectivamente. A partir
deste estidio estudou-se especificamente a regido cefélica do molusco.

Gastrulagiao

A gastrulacdo € uma etapa do desenvolvimento embrionirio que nclui o final
da clivagem das células; hd, portanto, o inicio do crescimento, da diferenciacdo e
da movimentagio celular.

A gastrulagdo ocorre, tanto em B. glabrata quanto em L. stagnalis, por
invaginacdo ou endobolia, 26 horas apés a primeira clivagem. Inicialmente, o
embrido sofre um achatamento na regido do pélo animal em dire¢do ao podlo
vegetativo.

A principio, verifica-se a penetragdo dos macrdmeros 5A - 5C, seguida pelos
endomeros 5a - 5¢c e os descendentes de 4a - 4c. A medida que as células vio-se
movimentando para o interior, a concavidade ird aumentando, formando inicialmente
uma abertura esférica que vai-se fechando gradualmente. A abertura, que é o
blastéporo, com o desenvolvimento vai sendo reduzida, pela aproximacio lateral dos
labios, transformando-se mais tarde numa fenda. Esta abertura se comunica com o
exterior até cerca de 39 horas apés a primeira clivagem. Entio, fecha-se completa-
mente, permanecendo s6 a imagem virtual da abertura. Mais tarde, no final da
gastrulacdo havera o aparecimento da boca nesta regiao.
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No estidio inicial da gastrulagdo, o blastéporo se encontra situado ao lado
oposto da figura em cruz, no pélo vegetativo original. Com o decorrer do
desenvolvimento, ele serd deslocado para a regido ventral do embrido, sob as células
2b%?!" e 2b?'"2, Na Figura 2-22, um embrido no estadio de géstrula é apresentado.
A caracteristica da fase inicial da gastrulagio € a deformagao da figura em cruz, em
razio do alargamento do brago ventral da cruz.

Trocofora

Nesta fase larvdria a B. glabrata apresenta-se com uma dupla fileira celular
situada na regido acima da boca, o prototroco (Figura 2-27 e 28). Observa-se uma
séric de cilios que recobrem a super-ficie destas células e que auxiliam na
movimentagdo da larva. O prototroco separa o corpo em duas partes, a regido pré-
trocal e a pds-trocal. Assim, ele circunda a parte ventral e lateral da regido
pré-trocal. A regido dorsal, porém, € formada por um grupo de células, a vesicula
cerebral, que se apresenta sem cilios.

A Figura 3 ilustra a linhagem celular da regido cefilica do molusco.

A regido pré-trocal é contituida por um conjunto de células, na parte mediana
central, a placa apical. Lateralmente a esta placa apical, se encontram as placas
cefalicas (conjunto de células pequenas). A parte dorsal destas formagdes é
margeada por células maiores que constituem a vesicula cerebral. Esta vesicula
cerebral se encontra em contato com ambos os bragos laterais da fileira superior do
prototroco. A boca estd situada na parte ventral do prototroco. Distingue-se,
também, na regido logo abaixo da boca, "a banda ciliar pés-trocal”, que separa duas
regides de células pequenas que formardo o pé. Na regido dorsal oposta a boca,
encontra-se a glindula da concha, com uma delgada concha ja formada, localizando-
se numa posicdo simétrica 4 boca. Este estidio larvirio em Biomphalaria transcorre,
ainda, dentro da cipsula do ovo, como no caso de outros pulmonados. As diferentes
partes que constituem a regido cefilica da larva, serdo descritas em seguida.

Prototroco (Pr.)

Em B. glabrata o prototroco é constituido por uma dupla fileira de células,
uma superior formada pelas células terminais do brago ventral da cruz 2b'"' e 2b'"?,
situadas no centro e na parte ventral do prototroco € que estio ligadas a direita com

1a%, 1a2 e 2 esquerda com as células 1b* e 1b* (Figura 2-27). A segunda fileira,
inferior, que esta situada logo acima da boca, constituida pelos descendentes das
células 2b*? e 2b'2 e pelas células 2b*!! e 2b'*'.
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Logo apés a clivagem da célula terminal do brago ventral 2b'!, cerca de 23
horas apds a primeira clivagem, 2b'!! e 2b'"?2 se localizardo entre as duas células
2b'?! e 2b*!! (Figuras 2-21 e 22). Com o decorrer do desenvolvimento, hi um
alargamento na superficie das células 2b*"? ¢ 2b'*. Aproximadamente 28 horas apds
a primeira clivagem, 2b*? e 2b'% entram em segmentagdo, deslocando as células
2b'?! e 2b*!! para um nivel mais inferior em relagio a 2b'"! e 2b''2,

Cerca de 30 horas ap6s a primeira clivagem, observa-se uma reduzida irea de
ligacdo entre as células de 2b''" e 2b!! i direita e 2b''? e 2b'*' esquerda da larva. A
conexi\/o vai desaparecendo entre as duas células, em ambos os lados, a medida que
a larva atinge cerca de 34 horas, apds a primeira clivagem (Figura 2-24).

A% células terminais da cruz 2b''! e 2b'?, que inicialmente também se
encontravam ligadas entre si com grande superficie de contato (Figuras 2-21 e 22)
{\750 aos) poucos sendo afastadas pela descida do blastdmero 1b'2!! (Figuras 2-25 e
26)._ A’ descida desta célula tem inicio apds a segmentagdo de 1b'%2, em 1b'* ¢
1622, Os blastébmeros 1b'?! e 1b'*? permanecem interligados ventralmente acima
das células 2b'!! e 2b''2, até aproximadamente 40 horas ap6s a 12 clivagem do ovo.

O afastamento das células 1b'*! e 1b'*? ¢ sempre completo, porém as células
terminais do brago ventral 2b'!! e 2b'*? ou podem permanecer ligadas até um estidio
bem mais avan¢ado (Figura 2-27) ou serem completamente afastadas pela célula
apical 1b'?!! (Figura 2-28). Quando unidas formam a fileira superior do prototroco,
que ¢ a seguinte: 1a*, 1a%, 2b'!!, 2b''2, 1b* e 1b%.

A camada inferior do prototroco, contudo, € constituida pelos descendentes de
2b%2 e 2b'* e pelas células 2b*"! e 2b'?! (estas \ltimas permanecem durante varios
estadios posteriores, sem indicagdo de clivagem formada de nove células de cada
lado).

Em comparagdo com a larva de L.stagnalis que s6 possui oito células (1b'%,
1672, 2b'"!) 2b'2, 1a%, 1a%, 1b* e 1b*) esta estrutura em B.glabrata é bem mais
desenvolvida.

EM B. glabrata, PRIMEIRA FILEIRA:

Células terminais do brago ventral da cruz:
2blll e 2 112

Células do trocoblasto anterior:
1a* e 1a%
1b* e 1b%
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SEGUNDA FILEIRA:

Células do segundo quarteto de micromeros:
2b12| e 2b2|l

Descendentes das células:
2b122 e 2b212

Em alguns casos, as células que compdem a segunda fileira do prototroco estio
em contato com a regido das placas cefilicas, separando, portanto, o 2b'"! ou 2b'*?
de sua conexio com o 1a* ou 1b*. Isto foi possivel distinguir em razio da
coloragdo transparente das células que constituem a primeira fileira, em contraste
com cor escura dos componentes da segunda fileira do prototroco.

Placa apical (P.A)

A placa apical é composta por sete células, com revestimento ciliar, e s3o
relativamente volumosas, situadas entre as placas cefilicas no meio da regido da
cabega (Figura 2-28).

As quatro células dorsais sdo as células da roseta apical 1a'!' - 1d""', as quais
permanecem sem se dividir desde a formagdo das células da roseta periférica. As
duas células 1a"? e 1b''?' estio na parte ventral destas quatro células e “sdo
originadas pela clivagem das células da roseta periférica. A célula basal do brago
ventral 1b'?!! é o Gitimo componente da placa apical. Situa-se quase sempre na parte
superior dos descendentes de 2b*? e 2b'%, isto é, acima da boca da larva. Contudo,
h4 casos em que 2b''! e 2b'"? podem estar na parte inferior do 1b'?!! e acima dos
descendentes de 2b?"? e 2b'2. A disposicdo destas células pode sofrer variagio em
diferentes larvas mas, em geral, a posi¢do das células da roseta apical € constante:
1a'"! se encontra em conexdo com 1c'!!, enquanto que 1b'!! e 1d'"" sdo separados.

Células que constituem a placa apical:

As células da roseta apica]f
lalll - ldlll

Células da roseta periférica:
1ah2 - ppt2t

Célula basal do brago ventral da cruz:
lblzll
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Placas cefdlicas (P.C.)

O rudimento destas placas se origina interinamente da primeira geragio de
ectomeros (Figura 2-28). Acompanhando-se o seu desenvolvimento desde o estidio
inicial da cruz, observa-se que a parte dorsal destas placas é constituida pelas
geragdes das células da roseta periférica 1d''? i direita e 1c''? 2 esquerda da larva,
(estas células sdo visiveis nos embrides vistos nas Figuras 2-19 e 20). Mais para o
centro, i direita, é formada pelos descendentes da célula basal 1a'?!' e da geragdo
da célula mediana interna, 1a'*". No lado esquerdo tem-se o equivalente: a geragio
de 1c'*! e 1c'*'2. Na parte ventral, nota-se o desligamento das células 1a''% ¢ 1b''2
que irdo se localizar respectivamente  direita e a esquerda da larva, para formagio
das placas cefalicas (Figura 2-23).

Seguindo-se o desenvolvimento da célula mediana interna do brago ventral da
cruz 1b1212, verifica-se que, logo apds a sua primeira clivagem, as células filhas
1b'%?! e 1b''2 se limitam por grande superficie de contato (Figuras 2-20 e 21).
Com o decorrer do tempo, porém, elas sdo gradativamente separadas, pela descida
da célula bésica ventral 1b'*'' (Figura 2-22). Portanto, antes da préxima clivagem
elas se encontram completamente separadas indo localizar-se lateralmente (Figura
2-23). Finalmente, do brago ventral da cruz, a célula medina externa 1b'2 é a
primeira a se segmentar. Seguindo-se a esta divisio 1b'*' e 1b'*? permanecem em
contato intimo (Figura 2-24); aos poucos, as mesmas comegam a se separar pela
descida da célula 1b''"! (Figura 2-25) até serem completamentedesligadas um da
outra, aproximadamente 40 horas apés a primeira clivagem (Figura 2-26). Cerca de
42 horas ap6s a primeira clivagem, as células 1b'?' e 1b'*? se segmentam pela
primeira vez e sdo pressionadas para a dire¢do lateral da larva, fazendo parte
portanto das placas cefilicas.

Em L. stagnalis (Verdonk, 1965) estas duas células 1b'?*' ¢ 1b'*2 pertencem
ao prototroco. Em B. glabrata a linhagem celular destas células foi cuidadosamente
observada.

Cada placa cefilica se compde de:

lado direito lado esquerdo
parte ldl 121 lcl 121
dorsal 114!
parte laIZIIl 1c12lll
central lal2l 12 ICIZI 12
lal2l21 1012121
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1a12122 1012122
parte 131122 1bll22
Vcnu'al 1b12121 1b12122

1b1221 1b1222

Observando-se o tamanho, o mimero € a posi¢do das células que compdem as
placas cefilicas, elas parecem ser completamente simétricas, embora tenham sido
derivadas diferentemente. Assim, a placa cefilica ao lado direito se origina dos trés
quadrantes (a, b e d) enquanto que a do lado esquerdo somente de dois (b € c). Isto
devido a posic¢do do quadrante que estd situado a direita do eixo mediano da larva.

Vesicula cerebral (V.C.)

Abrangendo a parte dorsal da placa apical e das placas cefélicas, encontram-se
12 céluluas maiores, componentes da vesicula cerebral (Figura 2-28). O embrido no
estidio de 83 células (18 horas apdés a primeira clivagem) ja possui todos os
constituintes da vesicula cerebral (Figura 2-14), exceto o blastdmero 1d'* que se
cliva posteriormente (aproximadamente 21 horas e 30 min. Apds a primeira
clivagem), originando as células filhas 1d'*!! e 1d1*'2.

Todas as células que constituem o brago dorsal da cruz vio contribuir para
formagao da vesicula cerebral.

As células 1d'*? (célula mediana interna) e 1d'# (célula mediana externa) sao
comprimidas pelas células do trocoblasto posterior, de um lado pelo 1c* e 1c* e do
outro pelo 1d* e 1d®. Esta situagdo se prolonga durante cerca de 15 horas (no
intervalo a partir de 28 até 43 horas apdés a primeira clivagem). Depois deste
periodo, as células se alargam e se comprimem uma sobre a outra.

Para o lado esquerdo do brago posterior da cruz, as células do trocoblasto
posterior 1c? e 1¢?, a célula mediana externa 1¢'?? e a célula terminal do brago
lateral 2¢'!, irdo formar a vesicula cerebral. Do lado direito da larva, as células do
trocoblasto posterior, 1d*' ¢ 1d, a célula mediana externa 1a'* e a célula terminal
do brago lateral 2a'' completardo o conjunto que formara a vesicula cerebral.

Em geral, as quatro células 1a'?, 1d%, 1c¢® e 1¢'# sio fortemente coradas com
o nitrato de prata, destacando-se das demais.

Em algumas larvas foi observada divisdo da célula 1d'?, que normalmente nio
se segmenta, elevando a 13 o nimero total de células.
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Formacio da vesicula cerebral:

Células do brago dorsal da cruz:
ldIZIl e 1d1212
1d'2 e 2d"

Trocoblasto posterior:
Ic* e 1c®
1d* e 1d*

Células dos bracos laterais da cruz:
1a'# e 2a!!
1c!Z e 2cM

Veliger

Em B. glabrata esta fase do desenvolvimento larvério ocorre dentro da cipsula
do ovo.

O estdgio de "veliger jovem" ocorre de 96 horas apés a primeira clivagem
(Figura 2-29). O prototroco se transforma no 6rgdo mais evoluido, o velum,
havendo também desenvolvimento maior da concha e do pé. A concha no estagio
de trocofora situa-se simetricamente em relagdo a boca.

No veliger, porém, verifica-se o inicio da assimetria pelo desvio da concha,
que sofre torgdo para o lado direito. Neste estidio, as células que compdem o velum
se encontram comprimidas entre as células das placas cefélicas e as células que se
encontram acima da regido da boca. Em geral, na parte ventral hd uma fileira de
células (geracdo de 2b*? e 2b'%). As duas células terminais do brago ventral da cruz
se separam, alojando-se lateralmente. Os blastdmeros que formam a placa apical e
a vesicula cerebral permanecem sem se alterar, desde o estddio de trocéfora. Os das
placas cefilicas, porém, continuam a se dividir, mostrando a presenga de virias
células pequenas na futura regido, onde se formario os tenticulos € os othos. Na
parte ventral do velum, observa-se uma parte caracteristica que compreende a regido
do pé.

No veliger mais evoluido, ou "hippo stage” (Raven, 1949), o aparecimento dos
olhos, que, a principio, se evidenciam como um halo pigmentado na regiio das
placas cefilicas (regido tentacular, Figura 2-30). Em L. stagnalis também o ginglio
cerebral tem origem na regido tentacular. A regido pré-trocal se apresenta mais
desenvolvida com o esbogo dos tenticulos que se formam na regido tentacular. Na
regido pds-trocal, contudo, o pé se encontra bem mais diferenciado, aumentando de
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tamanho. O velum vai sendo comprimido cada vez mais, principalmente na sua parte
lateral.

Nesta fase, se observa o inicio do enrolamento da concha e mais tarde o seu
crescimento. Neste estidio h4 a formagdo quase completa de um caramujo jovem.

O estadio de veliger mais evoluido ou "hippo stage" foi o periodo final no
estudo do desenvolvimento normal. Ainda neste periodo, certas estruturas larvirias
se encontram distintas. A.25° C o caramujo pode eclodir, a partir do sexto dia apds
primeira clivagem.

Principais diferencas entre as linhagens celulares das espécies Limnaea stagnalis
e Biomphalaria glabrata

1. Em L. stagnalis a clivagem é dextrorsa ou padrdo ¢ em B. glabrata € sinistrorsa
ou reversa.

2. Em L. stagnalis, Verdonk (1965) observou que a divisdo dacélula basal do brago
dorsal da cruz 1d'? se faz no sentido paralelo 4 dire¢do do brago dorsal da cruz;
os blastomeros (1d'*'! e 1d'?'?) se alojam um ao lado do outro. Em B. glabrata,
entretanto, esta mesma célula 1d'*' se divide num plano em &ngulo reto em
relagdo ao braco dorsal (Camey & Verdonk, 1970) e os blastdmeros se alojam um
acima do outro.

3. Em L. stagnalis as células medianas externas do brago ventral da cruz, 1b'*' e
1b'*2, irdo fazer parte do prototroco, permanecendo sem se dividir. Em B.
glabrata, estas células 1b'?' e 1b'*? irdo tomar parte na formagio das placas
cefilicas e, portanto, se dividem diversas vezes.
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FIGURAS

FIGURA 1-1A: Ovo indiviso de B. glabrata, com os dois corpusculos polares

L CPp.

¢

FIGURA 1-1B: Inicio do sulco de clivagem no polo animal (hora 0)

p.a.

FIGURA 1-2: Sulco de clivagem, 3 minutos apds o estadio 1B ou primeira clivagem

FIGURA 1-3: Sulco de clivagem, 4 minutos
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FIGURA 1-4: Os dois blastomeros ligados somente por uma pequena superficie citoplasmatica,
10 minutos

50 ym

FIGURA 1-5: Os dois blastomeros com maior superficie de contato, 21 minutos

FIGURA 1-6/7: Os dois blastomeros continuando com a superficie de contato, 26 e 38 minutos
respectivamente ’
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FIGURA 1-8: Inicio da cavidade de clivagem, 45 minutos

FIGURA 1-9: Cavidade de clivagem mais nitida, 75 minutos

FIGURA 1-10: Segunda clivagem, 80 minutos apds a primeira clivagem
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FIGURA 1-11: Os quatro blastdmeros nitidos, 91 minutos

FIGURA 1-12/13: Inicio da cavidade de clivagem entre os dois blastomeros, 98 a 103 minutos
respectivamente

FIGURA 1-14/15: Superficie quase arredondada dos blastomeros, 123 e 134 minutos respectiva-
mente
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FIGURA 1-16: Inicio da terceira clivagem - formagao do primeiro quarteto de micromeros, 160
minutos apds a primeira clivagem

FIGURA 1-17: Terceira clivagem, 165 minutos

FIGURA 1-18/19: os blastdmeros unidos, 173 e 181 minutos respectivamente
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FIGURA 1-20: Quarta clivagem, 230 minutos apés a 1* clivagem

c.p. = corpusculo polar
p.a.= pdlo animal
p.v.= pblo vegetativo
c.c.= cavidade de clivagem
m.= micrémero
M. = macrémero

FIGURA 2-1: Primeira clivagem, estiddio de dois blastomeros

FIGURA 2-2: Segunda clivagem, estddio de quatro blastomeros, 80 minutos ap6s a primeira clivagem
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FIGURA 2-3: Terceira clivagem, estddio de oito blastdmeros, primeiro quarteto de micromeros (1a-1d)
160 minutos apds a primeira clivagem

FIGURA 2-4: Quarta clivagem, estddio de 12 blastdmeros, o segundo quarteto (2a - 2d) estd situado
na posigao dexiotrépica com relagio aos macrémeros (2A - 2D)

&

&1

FIGURA 2-5: Quinta clivagem, estddio de 16 blastdmeros, o trocoblasto primério 1a’- 1d* é formado,
5 horas ap6s a primeira clivagem

2D
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FIGURA 2-6: Estidio de 24 blastdmeros, 6 horas apés a primeira clivagem

3b

FIGURA 2-7: Estadio de 24 blastdmeros, vista pelo pélo vegetativo. O macrémero 3D é caracterizado
pela forma arredondada, 7 horas apés a primeira clivagem

FIGURA 2-8: Estidio de 25 blastdmeros (pSlo vegetativo). O mesoblasto primério 4d ou M se forma,
9 horas ap6s a primeira clivagem do ovo

Aﬂ
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FIGURA 2-9/10: Estidio de 33 blastdmeros (p6lo animal), 10 horas apés a primeira clivagem.
Estidio de 45 blastdmeros (polo vegetativo). O mesoblasto primdrio sofreu a
clivagem (M, - M,), 12 horas apés a primeira clivagem

FIGURA 2-12: l*rigura em Cruz no estddio de 64 blastdmeros, 15 horas apds a primeira clivagem,
(pdlo animal)
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i 83 blastémeros (pdlo animal), 17 horas ap6s a primeira clivagem
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FIGURA 2-16: Estadio de 97 células, 18 horas apds a primeira clivagem

FIGURA 2-17: Estdio de 106 blastdmeros (pdlo vegetativo), 19 horas apés a primeira clivagem. O
mesoblasto primério M, e M, com pequena superficie externa

FIGURA 2-18: Estidio de 125 blastémeros (pSlo vegetativo). O mesoblasto primirio M, e M, ji nio
visfvel na superficie, 21 horas ap6s a primeira clivagem
m
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FIGURA 2-19: Estidio de 130 blastémeros (pélo animal), 21:30 horas ap6s a primeira clivagem

FIGURA 2-21: As quatro células do segundo quartete 2b*'', 2b*%, 2b'2 e 2b'*!, que formard o
prototroco, 24 horas apés a primeira clivagem
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FIGURA 2-22: Estadio de 26 horas apds a primeira clivagem, géstrula

FIGURA 2-23: Estidio de 30 horas ap6s a primeira clivagem, géstrula

FIGURA 2-24: Estidio de 34 horas apds a primeira clivagem, géstrula
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FIGURA 2-25: Estadio 36 horas apds a primeira clivagem, gistrula
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FIGURA 2-28: Est4dio de trocofora,74 horas apds a primeira clivagem

FIGURA 2-30: Veliger, com estruturas larvirias como a placa apical, vesicula cerebral e velum
presentes. Duas regides tentaculares com os olhos e tentculos, 120 horas ap6s
a primeira clivagem
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FIGURA 4: O desenvolvimento do segundo quarteto de micromeros (Embriologia, T. Kawano)
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FIGURA 5: O desenvolvimento do terceiro e quarto quarteto de micromeros (Embriologia, T. Kawano)
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