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RESUMO

Neves JH. Estudo da interagdo celular por meio de inexina-2 na formacdo das juncdes
comunicantes em Rhynchosciara americana: uma abordagem morfolégica e molecular.
[dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2016.

As juncBes comunicantes medeiam a comunicagdo entre células e sdo fundamentais para o
desenvolvimento e homeostase em organismos multicelulares. Nos invertebrados as jungdes
sdo formadas por proteinas transmembrana denominadas inexinas. As juncfes permitem a
passagem de pequenas moléculas através de um canal intercelular, entre uma célula e outra
adjacente. O diptero Rhynchosciara americana tem contribuido para o estudo da biologia
dos invertebrados, bem como para o estudo da interagdo entre genes, regulacdo génica e
desenvolvimento biologico. A partir de um banco de ESTs foram identificadas algumas
mensagens com homologia as inexinas. Deste modo, o presente trabalho pretende estudar a
inexina-2 de R. americana pela: caracterizacdo molecular; analise do perfil expressao; e
localizacéo celular. Os nossos resultados de caracterizagcdo confirmam que a mensagem é de
uma proteina de juncdo comunicante e as analises do perfil de expressdo e localizacdo celular
mostram que a inexina-2 pode participar de diversos processos fisioldgicos ao longo do
desenvolvimento de R. americana.

Palavras-chave: JungGes comunicantes. Inexinas. Rhynchosciara americana.
Desenvolvimento bioldgico.



ABSTRACT

Neves JH. Study of cell interaction through innexin-2 in the formation of gap junctions in
Rhynchosciara americana: a a morphological and molecular approach. [dissertation (Masters
thesis in Cell and Tissue Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo; 2016.

The gap junctions mediate communication between cells and are fundamental to the
development and homeostasis in multicellular organisms. In invertebrates the gap junctions
are formed by transmembrane proteins called innexins. The gap junctions allow the passage
of small molecules through an intercellular channel, between a cell and other adjacent. The
dipteran Rhynchosciara americana has contributed to the study of the biology of
invertebrates, as well as for the study of the interaction between genes, gene regulation and
biological development. As from a ESTs bank identified some messages with homology
connexins. Therefore, this paper aims to study the innexin R. americana by: molecular
characterization; analysis of the expression profile; and cellular localization. Our molecular
characterization results confirm that the message is from a gap junction protein and analysis
of the expression and cellular localization profile show that innexin can participate in many
physiological processes during the development of R. americana.

Keywords: Gap junctions. Innexin. Rhynchosciara americana. Biological development.
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1 INTRODUCAO

Rhynchosciara americana € uma espécie de diptero pertencente a familia dos
Sciarideos que por apresentar caracteristicas préprias, tem contribuido muito para o
conhecimento da biologia celular e molecular dos insetos, como, a identificacdo dos pufes de
DNA, por Breuer e Pavan (1955) e Machado-Santelli e Basile (1975), até estudos mais
recentes, como a identificacdo dos elementos de transposi¢édo (Rezende-Teixeira et al., 2008).
Historicamente, esta espécie foi descrita primeiramente por Christian R.W. Wiedemann em
1821 (Wiedemann, 1821 apud Breuer, 1969), anos mais tarde Nonato e Pavan (1951)
redescobriam a espécie e a denominaram Rhynchosciara angelae. Em 1969 estudos feitos
em por Breuer (1969) demonstraram a sinonimia entre ambas as espécies, fazendo prevalecer
0 nome de Rhynchosciara americana como classificado anteriormente por Wiedemann,
1821.

As caracteristicas que a espécie R. americana apresenta sdo: um ciclo de vida longo,
desenvolvimento sincrénico entre as larvas irmas do mesmo sexo (Pavan, Cunha, 1969). Os
cromossomos politénicos deste Sciarideo sdo grandes e com morfologia favoravel para
preparagdes citologicas, presenca de cromossomos politénicos em diferentes tecidos junto ao
fendbmeno de amplificacdo em determinados periodos do desenvolvimento larval dando
origem aos pufes de DNA e RNA (Breuer, Pavan, 1955).

Os cromossomos politénicos estdo presentes em diferentes 6rgdos nas varias espécies
dos Sciarideos, estes se desenvolvem a partir de um processo de endociclos que consiste em
sucessivas duplicac@es em nucleos diploides, conhecido como politenia. De forma geral os
cromossomos politénicos sdo véarias vezes a largura dos cromossomos mitéticos, sendo
longos e largos, permanecem intimamente pareados com os seus homologos, desta forma
estdo acompanhados pelo aumento do conteddo de DNA. VariacBGes nas estruturas destes
cromossomos ddo origem aos conhecidos pufes de DNA, que apresentam sintese extra de
DNA e sintese especifica de RNA (Breuer, Pavan, 1955).

! Wiedemann, 1821 apud Breuer, 1969, p. 4.
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Em R. americana é possivel encontrar o processo de politenia em diversos tecidos,
como glandulas salivares, tdbulos de Malphighi, intestinos e vesicula seminal. Os
cromossomos politénicos apresentam um padrdo caracteristico de faixas e interfaixas
transversais, sendo que as faixas mais coradas s@o devido a condensagéo da cromatina que
correspondem as regiGes heterocromaticas (cromdmeros), e as interfaixas menos coradas

correspondem as regides eucromaticas.

O ciclo de vida de R. americana é de aproximadamente setenta dias (Figura 1). No
laboratorio as larvas sdo mantidas a temperatura de 22 °C, quando adulto este Sciarideo
permanece na natureza por aproximadamente uma semana, no final deste estagio, a fémea
adulta tem uma Unica ovoposicdo. O desenvolvimento embrionario é de aproximadamente
treze dias e apos este periodo os ovos eclodem quase que simultaneamente, dando origem a
centenas de larvas irmas do mesmo sexo. A partir da eclosdo o desenvolvimento larval ocorre
sincronicamente e é divido em quatro estagios delimitados pelas mudas (ecdise). No quarto
e Ultimo estagio que compreende a maior parte do ciclo de vida larval e ocorre 0s mais
estudados pufes de DNA e RNA. O quarto estagio é subdividido em seis periodos

caracterizados por marcadores morfologicos e cromossémicos.

O segundo periodo do quarto estagio larval é caracterizado pela coloracao
avermelhada das larvas causado pela pigmentacdo da hemolinfa. Depois, o terceiro periodo
é caracterizado pela secrecdo de uma rede delicada que dara origem ao casulo comunitario,
também neste periodo as larvas param de se alimentar e movimentar. No quarto periodo
ocorre 0 aparecimento do primeiro marcador cromossdmico, com a expansdo do pufe de
DNA na regido 2 do cromossomo B (pufe B2), neste periodo a rede adquiriu maior
consisténcia e as larvas assumem a posic¢ao curva. O quinto periodo ocorre o aparecimento
do pufe de DNA na regido 3 do cromossomo C (pufe C3). O sexto e ltimo periodo do quarto
estagio larval € também conhecido como pré-pupa, as larvas assumem uma posicéo reta e
estdo individualizadas dentro do casulo. Em seguida, a muda pupal finaliza o periodo larval

dando inicio a metamorfose da fase adulta.



15

y .
\
3N
/ (< 3
/ 5 g |
o o |
[ -
\ |
|\ @®
\ [e B
\ D
\ o

G&/ \ l ) O
4 arvg — g4 O\ D
K 30\\»\_55 N &

6° periodo

5° periodo 4° periodo

3° periodo

54 dias Marcadores Inicio da formagéo Pigmentacéao 21 dias
de idade Cromossomais do casulo da hemolinfa de idade

Figura 1 — Ciclo de vida do Sciarideo R. americana.

O sciarideo R. americana pode contribuir fortemente para o conhecimento das
juncBes comunicantes entre os insetos. Diferente de outros organismos, como encontrado em
Drosophila, o desenvolvimento larval e ovariano ocorre sincronicamente, e cada ovocito esta
associado a uma unica e gigante célula nutridora. Estudos morfoldgicos e moleculares das
jungdes comunicantes tém tido um papel imprescindivel para o conhecimento da biologia do
desenvolvimento nos invertebrados. Em especial, as jun¢fes tém um papel fundamental em
diversos processos ao longo do desenvolvimento de insetos, como durante a ovogénese,
embriogénse e o desenvolvimento do sistema nervoso. No entanto, o conhecimento durante
os demais processos fisiologicos em insetos € pouco conhecido, como durante a

espermatogénese e o desenvolvimento de érgdos como glandula salivar e o corpo gorduroso.
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Com objetivo de caracterizar as jungGes comunicantes em R. americana, a partir de
um banco de cDNA construido com mRNA de ovério, foram encontrados trés genes com
homologia as inexinas (Ra-Inx2, Ra-Inx4 e Ra-Inx7). Neste trabalho especificamente vamos
realizar a caracterizacdo molecular, analisar os niveis de expressdo génica e a localizagdo

celular de Ra-Inx2.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A comunicacdo entre o citoplasma de uma célula com o de outra adjacente é
fundamental, principalmente em organismos multicelulares. Nos animais as juncoes
comunicantes sdo formadas por subunidades proteicas que fazem a comunicacéo intercelular
permitindo a passagem de ions e pequenas moléculas através de canais justapostos de células
adjacentes (Cao 1998; Phelan 2005; Phelan, Starich 2001).

As subunidades proteicas sdo responsaveis pela perfeita acoplagem entre um
hemicanal e outro adjacente, formando um canal intercelular (Goodenought et al., 2009).
Desta forma, um hemicanal consiste em um anel de proteinas multiméricas, onde cada
proteina possui quadro dominios transmembrana em alfa-hélice, duas alcas extracelulares,
uma alca intracelular, sendo que as extremidades amino-terminal e carboxi-terminal estéo
localizadas intracelularmente (Hua et al., 2003; Unger et al., 1999) (ver na Figura 2, parte
A). O poro no centro do canal é responsavel pela passagem de ions, SiRNAs,

oligonucleotideos, nucleotideos ciclicos (Hervé et al., 2005).

O hemicanal pode ser classificado quanto a sua composi¢do: homomérico quando
constituido por subunidades idénticas; ou heteromérico quando constituidos por subunidades
diferentes (Figura 2, parte B). Para que ocorra a formacgéo das juncdes, dois hemicanal de
células diferentes devem estar acoplados, formando um unico canal intercelular. O canal
intercelular também ¢é classificado conforme sua configuragdo: homotipicos quando um
hemicanal acoplado possui a mesma configuracdo a outro adjacente; ou heterotipicos quando
cada hemicanal acoplado possui diferente configuracdo (Cottrel, Burt, 2005; Machado-
Santelli, lonta 2012; Stebbings et al., 2000) (ver na Figura 2, partes C e D).

Nos vertebrados as junc¢des sdo formadas por conexinas e panexinas, sendo que as
inexinas formam as jungGes em invertebrados (Barbe et al., 2006; Bauer et al., 2005). As
conexinas sdo nomeadas de acordo com sua massa molecular em kDa. Foram encontrados
20 genes em Mus musculus, 21 genes em Homo sapiens e até 36 genes da familia das

conexinas foram encontrados em peixe-zebra (Eastman et al., 2006; Sohl, Willecke et al.,
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2002). Os canais formados por conexinas sao dodecaméricos (Scemes et al., 2007). Os canais
intercelulares dodecaméricos sdo constituidos por dois canais hexameéricos (seis
subunidades), formando um canal intercelular de doze subunidades (Figura 2, parte C).
Devido a esta definicdo fortemente aceita em vertebrados, passou-se a ser utilizada também

em invertebrados.

No entanto diversos estudos revelaram que os canais de inexinas tém maiores
dimens@es que os canais de conexinas (Blagburn et al., 1999; Leitch et al., 1992; Ohta et al.,
2011). Estudos de crio-microscopia eletronica e reconstrucdo em 3D revelaram que a inexina-
6 possui uma dimensdo maior que a conexina-26, formando canais hexadodecaméricos
(Oshima et al., 2013, 2016). As juncBes que formam os canais hexadodecaméricos sdo
formadas por dois canais octaméricos (oito subunidades), formando um canal intercelular de

dezesseis subunidades (Figura 2, parte D).

Embora as conexinas e as inexinas possuam homologia funcional, ndo tém nenhuma
homologia na sequéncia de aminoacidos (Phelan et al., 1998; Phelan, 2005). No entanto, 0s
membros da familia das panexinas presente nos vertebrados tém homologia com a sequéncia
de aminoacidos das inexinas, mas o alinhamento das sequéncias ndo mostra alta identidade.
(Abascal et al., 2013; Panchina et al., 2000). Outros estudos mostram que a conformacéo
fisiologica das panexinas € diferente das inexinas e podem ndo formar jungdes (Dahl,
Locovei, 2006; Sosinsky et al., 2011). Os canais hexadodecaméricos pode ser uma
caracteristica propria dos invertebrados, mas curiosamente a panexina-2 encontrada nos
vertebrados possivelmente forma um canal octamérico ou pelo menos maior que hexameérico.
(Ambrosi et al., 2010).
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Figura 2 — Classificacdo dos canais de jungdes comunicantes. A) Topologia de uma proteina de juncédo
comunicante com quatro dominios transmembrana, duas algas extracelulares, uma alca intracelular
e as extremidades amino-terminal e caboxi-terminal localizadas intracelularmente. B) Esquema dos
canais de juncdo comunicante hexaméricos formados por seis subunidades e octaméricos formados
por oito subunidades, sendo classificados como homoméricos quando as subunidades s&o idénticas
entre si, ou heteroméricos quando as subunidades sdo diferentes entre si. C) Classificacdo dos
canais intercelulares dodecaméricos formados por doze subunidades, podendo ser homotipicos
quando os dois canais acoplados possuem a mesma configuracdo, ou heterotipicos quando possuem
diferente configuracdo. D) Classificagdo dos canais intercelulares hexadodecaméricos formados

por dezesseis subunidades, podendo ser homotipicos ou heterotipicos.
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As juncdes comunicantes em invertebrados foram primeiramente identificadas por
Phelan et al. (1998), que mostraram que a proteina Shaking-B poderia formar canais
intercelulares. Por ser analogo as conexinas dos vertebrados, em invertebrados foram
denominadas de inexinas. As inexinas passaram a ser identificadas por mapeamento
gendmico e classificadas numericamente usando os prefixos de cada organismo encontrado
seguido da abreviagdo “Inx”, por exemplo: Dm-Inx4 (inexina-4 de Drosophila
melanogaster). No entanto, esta classificagdo ocorre separadamente em cada organismo,
desta forma Dm-Inx4 ndo tem necessariamente principal homologia com Ce-Inx4 de

Caenorhabditis elegans.

Em invertebrados foram encontrados 21 genes da familia das inexinas no nematoide
C. elegans e em sanguessugas medicinais (Altun et al., 2009; Kandarian et al., 2012). Em
comparacdo, a diversidade de genes de inexinas encontrados em artrépodes € menor. Estudos
gendmicos em Drosophila melanogaster identificaram oito genes da familia das inexinas
com diversas isoformas diferentes (Bauer et al., 2005; Phelan, 2005; Zhang et al., 1999).
Estudos realizados em Bombyx mori identificaram trés inexinas (Hong et al., 2008; Hong et
al., 2009). Em Aedes aegypti seis genes que codificam inexinas foram encontrados e mais
seis genes foram encontrados no ganglio estoma-gastrico de Cancer borealis (Shruti et al.,
2014; Weng et al., 2008).

As inexinas possuem um papel importante no desenvolvimento de insetos e outros
artropodes. Em D. melanogaster, a (Dm-Inx1) participa do desenvolvimento do sistema
nervoso (Watanabe, Kankel, 1992). Em outros organismos a inexina-1 participa do
acoplamento elétrico em neurdnios do SNC de gafanhotos e no desenvolvimento do sistema
estomagastrico de lagostas (Anava et al., 2009; Ducret et al., 2006). Dm-Inx1 e Dm-Inx8

atuam em conjunto para formar os fotorreceptores da retina (Curtin, 2002).

Estudos em D. melanogaster, mostram que Dm-Inx3 participa do fechamento dorsal
do embrido (Giuliani et al., 2013). Em Anopheles gambiae perturbagdes na expressao da Ag-
Inx4 resultam em machos estéreis e Ag-Inx7 é essencial para o desenvolvimento do sistema
nervoso embrionario (Ostrowski et al., 2008; Thailayil, 2011). Em Tribolium castaneum a

Tc-Inx7 participa do processo de celularizacdo do blastoderma (Van Der Zee et al., 2015).
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Dm-Inx8 participa da transmissdo elétrica em sinapses do sistema nervoso (Blagburn et al.,
1999; Pézier et al., 2016).

A inexina-2 é uma das inexinas mais estudada em insetos. Dm-Inx2 participa da
morfogénese do tecido epitelial embrionéario (Bauer et al., 2004; Bohrmann, Zimmermann
2008; Lechner et al., 2007; Lehmann et al., 2006). Estudos recentes mostram que as juncgoes
formadas por Dm-inx2 medeiam a transferéncia intercelular de calcio durante a cicatrizacao
e a passagem de GDPL-Fucose no disco imaginal das asas (Ayukawa et al., 2012; Razzell et
al., 2013). Dm-Inx2 também participa do desenvolvimento dos olhos e do sistema nervoso
central (Holcroft et al., 2013; Richard, Hoch 2015). Dm-Inx2 e Dm-Inx3 participam da
transmissdo dos sinais bioelétricos durante a ovogénese (Lautemann, Bohrmann, 2016). Em
Scylla paramamosain, Sp-Inx2 tem maior expressdo em células do sistema imune (Wang et
al., 2015).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é estudar as jun¢des comunicantes em R. americana por
meio da inexina-2. Desta forma, por intermédio de uma abordagem molecular e morfoldgica,
realizar a caracterizagdo molecular, analisar os niveis de expressdo génica e sua localizagdo
celular. Por fim, associar seu provavel papel nos diferentes processos ao longo do

desenvolvimento de R. americana.

3.1 Objetivos especificos

e Caracterizar a sequéncia nucleotidica de Ra-Inx2, identificando a sequéncia
consenso da proteina e identificar as caracteristicas de uma proteina de juncao

comunicante por meio de analises de bioinformatica.

e Analisar o perfil de expressdo génica Ra-Inx2 em o0rgédos de linhagem
germinativa e de linhagem somaética ao longo do desenvolvimento de R.

americana.

e ldentificar a localizacdo celular da proteina em 6rgaos de R. americana e a

localizac&o do gene Ra-Inx2 em cromossomos politénicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sistema de estudo

As larvas de R. americana foram coletadas na regido de Ubatuba, estado de Sao
Paulo, Brasil e crescidas em laboratério, usando as condic¢des estabelecidas por Lara et al.

(1965), com modificagoes.

4.2 Dissecgao dos tecidos

Os 6rgdos estudados de R. americana foram: glandula salivar, corpo gorduroso,
testiculo e ovario. As larvas foram coletadas e transferidas para o gelo por 5 min, em seguida,
foram dissecadas em PBSA (140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2PO4; 6,5 mM
Na>HPO.). Os tecidos dissecados foram transferidos para um tubo estéril de 1,5 mL contendo
etanol 70% por 15 min. Apos este tempo o etanol foi descartado com cuidado e adicionou-se

etanol:glicerol (1:1). Os tecidos foram estocados em freezer a -20 °C.

4.3 Laminas de cromossomos politénicos

As laminas de cromossomos politénicos foram preparadas a partir da glandula salivar
de R. americana. As larvas coletadas foram transferidas para o gelo por 5 min. Em seguida,
foram dissecadas em PBSA, onde um par de glandula salivar foi transferido para um tubo
estéril de 1,5 mL contendo etanol:acido acético (3:1) por 15 min. No momento da anélise, a
regido S1 das glandulas foi separada e corada com uma gota de acido acético 45% e orceina
acética 2%, por 7 min. Em seguida, as glandulas foram colocadas em laminas cobertas com

laminula, o excesso da solucdo corante e acido acético foi retirado. Para liberar os
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cromossomos politénicos de dentro da célula, foi feita uma pressdo sobre a laminula,
processo denominado de esmagamento. As laminas foram analisadas ao microscopio de luz
para confirmar o periodo do desenvolvimento de acordo com a abertura dos pufes nos

cromossomos politénicos.

4.4 Extracdo de DNA genbémico

Para extragdo do DNA foram utilizadas de trés a cinco larvas de R. americana. Os
tecidos foram separados em um tubo estéril de 1,5 mL contendo etanol:glicerol (1:1) e
mantidos no freezer -20 °C até 0 momento da extracdo. No momento da extracao os tecidos
foram lavados 3X com PBSA (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POg4; 6,5 mM
NaxHPOj4), em seguida, foi adicionado 300 uL. de TMD (25 mM Tris pH 7,5; 20 mM EDTA
pH 8; € 20 mM NaCl), 30 uL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K 200 mg/mL. A reacdo foi
incubada por aproximadamente 60 min a 50 °C. Em seguida, adicionou-se 300 pL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), depois misturou-se por inversao para entdo ser

centrifugado por 5 min a 14.000 rpm.

A fase aquosa foi transferida para um tubo estéril de 1,5 mL e para precipitacao foi
adicionado 2,5 vezes do volume de etanol absoluto e 0,1 vezes do volume de acetato de sodio
3M pH 5. Depois de precipitacdo por aproximadamente 12 horas, 0 DNA extraido, foi
centrifugado por 5 min, em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet
foi lavado com etanol 70%. Centrifugou-se por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante foi
retirado com cuidado. O DNA foi seco por aproximadamente 10 min no concentrador
Eppendorf modelo 5301 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), em seguida, foi ressuspendido
em 40 pL de HoO RNAase Free e foi realizado a quantificacdo no espectrofotdmetro
NanoDrop ND1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).
Incubou-se 0 DNA com RNAase por 60 min. O DNA genémico recém extraido foi estocado

a temperatura de 4 °C.
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4.5 Extragao de RNA

Os tecidos dissecados foram conservados em etanol glicerol (1:1) -20 °C até o
momento de extracdo. Para extracao foi utilizado de trés a cinco larvas de R. americana. No
momento da extragdo em um tubo de 1,5 mL os tecidos foram lavados com PBSA (140 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2PO4; 6,5 mM Na;HPO.). E em seguida, foi adicionado 300
pL da solucao de digestao TMD (25 mM Tris pH 7,5; 20 mM EDTA pH 8; e 20 mM NacCl),
30 puL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K 200 mg/mL. Incubou-se por 50 min a 50 °C e foi
feito a extracdo com 300 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), o tubo foi

agitado e centrifugado por 5 min a 14.000 rpm.

A fase aquosa foi transferida para um tubo estéril e foi precipitado com 2,5 vezes do
volume de etanol absoluto a -20 °C e 0,1 vezes do volume de acetato de sédio 3M pH 5.
Depois de precipitado por aproximadamente 12 horas, o0 RNA extraido foi centrifugado a 4
°C e 14.000 rpm por 30 min, em seguida, descartou-se o sobrenadante. Em seguida, foi
adicionado 500 uL de etanol 70% e centrifugado a 4 °C e 14.000 rpm por 5 min. Retirou-se
0 sobrenadante e 0 RNA foi seco por 10 min no concentrador Eppendorf modelo 5301. O
material foi ressuspendido em 30 pL de H,O RNAase Free e foi realizado a quantificagéo no

espectrofotdbmetro NanoDrop ND1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

O RNA extraido foi tratado com 1 unit/uL. de DNAse 1 (Kit: DNAse 1, Amplification
Grade — SigmaAldrich, St. Louis, Missouri, EUA) para 1 ug de RNA extraido, foi adicionado
1 uL de buffer (Reaction Buffer, 10X) e completado com H20 RNAase Free para 10 pL.
Incubou-se por 30 min a temperatura ambiente. Para inativacdo da enzima, foi adicionado 1

uL de Buffer Stop Solution e incubado por 10 min a 70 °C.

4.6 RT PCR

Para a sintese do cDNA, foi realizada a reacdo de RT-PCR a partir da extracdo de
RNA dos de ovério, testiculo, glandula salivar, corpo gorduroso e embrido, em diferentes

estagios do desenvolvimento de R. americana. O RNA foi previamente tratado com DNAse
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(SigmaAldrich) e para sintese do cDNA foi utilizado o Kit Improm Il — Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, EUA). Em um tubo estéril, foi adicionado 1 pg de RNA, 1
pl de primer OligodT, para um volume final de 5 pL.. A reacao foi aquecida no termociclador
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) a 70 °C por 5
min, e depois foi transferida para o gelo. Em seguida, os demais reagentes foram adicionados:
4 uL de Improm buffer 5X, 2,4 uL de MgClz, 1 uLL. de dNTP Mix, 1 pL de ImpromRT e 6,6
uL de H2O RNAase Free para um volume final de 20 pL. Incubou-se a 25 °C por 5 min, 42
°C por 60 min e 72 °C por 15 min.

4.7 qPCR

Para analise do perfil de expressdo, foi realizado a técnica de qPCR (PCR
quantitativo). A reacdo foi realizada nas seguintes condigdes: 2,5 uL de buffer 10X PCR, 4
uL de MgCl; 50 mM, 1 pL de ANTP, 1 puL de SYBR Green, 1 pL dos primers, 0,5 puL de
cDNA, 0,2 uL de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), foi
completado com H20 RNAase Free para 25 pl. Os primers utilizados estdo listados na

Tabela 1 (ver também o esquema na Figura 3).

As reacdes foram realizadas no aparelho termociclador Corbett Research modelo
Rotor Gene 6000 real-time cycler (Qiagen, Hilden, Alemanha) nas seguintes condicGes: 94
°C por 5 min, 40 ciclos [94 °C por 20 seg, 53 °C por 20 seg e 72 °C por 30 seg], seguindo o
melting. Como calibrador foi utilizado o periodo mais jovem e os resultados obtidos foram
analisados no programa REST 2005. As reacbes foram realizadas em triplicata, a

normalizacdo foi realizada por massa total de RNA.

Primers Sequéncia ™
gRalnx2_Left 5 ACGTGTGCTGCGAAGTTATG 3’ 55.9°C
gRalnx2_Right 5 AGCGTAAGCAAGCAGAGAGC 3 57.7°C
gRalnx7_Left 5 TACGAAACCGTCGCACATAA 3’ 54.2°C
gRalnx7_Right 5 ATGGAACCGTACCTGTTTCG 3’ 54.9°C

Tabela 1 — Primers utilizados nas reagdes de gPCR.
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Figura 3 — Esquema do mRNA de Ra-Inx2 com os primers utilizados para reacdo de qPCR. Fonte: AcaClone,
pDRAWS32, 2016.

4.8 PCR amplificagdo

A partir das informagdes geradas do sequenciamento de um banco de cDNA de ovario
de R. americana, foram desenhados primers especificos para cada regido de Ra-Inx2 (ver o
esquema nas Figuras 4 e 5). Os primers estdo listados na Tabela 2. As reagc6es de PCR foram
realizadas em um termociclador Veriti Thermal Cycler nas seguintes condi¢des: 1 uL DNA,
1 uL MgClz 50 mM, 1 pL dNTP Mix 20 mM, 2,5 pL tampdo PCR 10X, 1 pL Primer-Left 10
mM, 1 pL Primer-Right 10 mM, 0.5 pL Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 17 uL H2O
MilliQ para reacao final de 25 pL. Os primers utilizados variam um pouco nas temperaturas
de anelamento e tempo de extens&o. Para reacdo foi utilizado o seguinte programa: 94 °C
por 5 min, 35 ciclos [94 °C por 30 seg; 53 °C por 30 seg; 72 °C por 30 seg], 72 °C por 7 min,
4°C.

Os amplicons gerados foram clonados utilizando o kit pPGEM-T easy (Promega) que
é ideal para técnica de clonagem dos produtos de PCR. Apos a transformacao por choque
térmico, os clones selecionados com inserto foram crescidos para extracdo do DNA

plasmidial e posterior sequenciamento.
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Primers
Inx2_5’
Inx2_IS_Left
Inx2_IS_Right
5 Inx2_Left
5 Inx2_Right
11_Inx2_Left
I1_Inx2_Right
12_Inx2_Left
12_Inx2_Right
3 Inx2_Left
3’ Inx2_Right
Inx2_Exon1_Left
Inx2_Exon1_Right
Inx2_Exon2_Left
Inx2_Exon2_Right
Inx2_Exon3_Left
Inx2_Exon3_Right
Inx2_Exon4_Left
Inx2_Exon4_Right
Inx2_Exon5_ Left
Inx2_Exon5_Right

Sequéncia

5 TTATGACATCGGCGTTCAGA 3’
5" CGATGCATTATGTTGGGCGA 3
5 AGGTGGAAAATGTGGGACCT 3
5 ACTTGATGAGCCGGACTAAA 3’
5 CACGACGTTCAGGAAATTCA 3’
5 TCGAGAAATTGCAGTGCATC ¥
5 GCGAAAAACCGACACACTTT 3’
5 CGTGCTTGAACCATCGTAGA 3’
5 GATTCAGAATGGCCAACGTC 3’
5 CCGTTATTTGCCAGCAGTTT 3’

5" GCCCAATGAAAGTTCCATCA 3’

5" ATGATCGTAAATTCGCTAAAACC 3

5" AAACGGTCAACTTCGTGTGC 3’
5 TTTCCGGTCATTCATGGACT 3’

5 CTGGGGTGTTTTCAATTGTG 3’
5 TGATGAACGGTCGACAAATA 3

5" GACAACTGTTGAATTCGTCCAT 3’

5" CGCCGATGTCATAACTTCAA 3

5" CAGCACACGTATCGGAAAAC 3’
5 GAATTTGATTTGGCGCAGTT 3
5 TTTGAACGCATACGGATTGA 3’

Tabela 2 — Primers utilizados nas reacfes de PCR.

4.9 Reagao de clonagem e transformacdo bacteriana

™
53.9°C
55.9°C
56.4°C
53.6°C
53.0°C
53.5°C
54.3°C
54.9°C
54,1°C
54.0°C
53.3°C
51.6°C
56.3°C
54.0°C
52.2°C
51.5°C
53.4°C
52.9°C
54.1°C
52.3°C
52.4°C
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Para reacdo de clonagem foram desenhados primers especificos para amplificacdo da

inexina-2 (Tabela 2). Os produtos gerados da amplificagdo por PCR foram clonados em

plasmideos pGEM-T Easy Vector (Promega). A transformacéo foi realizada utilizando a

bactéria Escherichia coli linhagem DH50 por choque-térmico: 42 °C por 2 min e

transferéncia imediata para o gelo por 2 min. Em seguida, as bactérias recém transformadas

foram transferidas para o banho a 37 °C por 60 min e depois crescidas por 12 horas em meio
solido LB (2,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L triptona, 5 g/L NaCl e 7,5 g/L 4gar) a 37 °C.

Para selegdo de recombinantes, foi adicionado 100 mg/L de ampicilina, 4 uL de IPTG e 40

uL de X-gal 20 mg/ml.
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Apos a transformacéo os clones foram selecionados e crescidos em meio liquido LB
(2,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L triptona e 5 g/L NaCl) contendo ampicilina 100 mg/L
por 12 horas a 37 °C sob agitacao de 140 rpm. Apos este tempo foram feitas as extragdes do

DNA plasmidial e preparagéo para o sequenciamento.

4.10 Extracdao de DNA plasmidial

Apo6s o crescimento sob agitacdo, a suspensdo de bactérias foi centrifugada em um
tubo estéril de 1,5 mL por 5 min a 14.000 rpm e foi realizado a extragcdo do DNA plasmidial.
Descartou-se o sobrenadante e foi adicionado 100 pL da Solugdo de Ressuspensdo (50 mM
glicose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 ¢ 10 mM EDTA) e 3 uL. de RNAase 10 mg/mL. Em seguida,
foi homogeneizado e adicionou-se 200 pul da Solugdo de Lise (1% SDS e 0,2 M NaOH).
Homogeneizou-se por inversdo e, ap6s 5 min, adicionou-se 200 pL da Solugdo de
Neutralizacdo (3M acetato de potassio e &cido acético 11,5%). Depois, foi homogeneizado
por inversdo e incubado no gelo por 10 min. Centrifugou-se por 15 min a 14.000 rpm e foi
retirado 400 pL do sobrenadante e transferido para um tubo estéril e adicionado 300 pL de
isopropanol. Em seguida, foi centrifugado por 10 min a 14.000 rpm a temperatura ambiente
e depois foi descartado o sobrenadante e adicionado 500 pL de etanol 70% gelado.
Centrifugou-se por 5 min a 14.000 rpm. Depois de descartar o sobrenadante, 0 DNA
plasmidial extraido foi seco a vacuo no Concentrador 5301 por 10 min a 65 °C. Em seguida,
foi ressuspendido em 40 uL de H2O Milli-Q e quantificado no NanoDrop ND1000.

O DNA plasmidial obtido foi finalmente digerido com a enzima de restricdo EcoRI
(Promega). Incubou-se por 30 min a 37 °C e em seguida foi confirmado o tamanho do inserto

em gel de agarose 0,8%.
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4.11 Sequenciamento

Para o sequenciamento dos clones, foi utilizado o protocolo estabelecido no
laboratorio por Siviero et al. (2006). Foi utilizado o kit de sequenciamento BigDye
Terminator (Applied Biosystem) e para cada reacdo de PCR de sequenciamento foi
adicionado: 1 pL BigDye, 3 pL Tampao SM, 3,5 uL. HoO RNAase Free, 1,5 uL DNA, 1 uL
primer e depois transferido para o termociclador, nas seguintes condigdes: 96 °C por 1 min;
35 ciclos [96 °C por 20 seg, 50 °C por 1 min, 60 °C por 4 min]; 4 °C.

O produto de PCR foi precipitado com solu¢do gelada contendo 23 pL de etanol
absoluto, 1 pL de acetato de sodio 3AM pH 5 e 1 puL glicogénio 1 g/L. Em seguida, foi realizado
breve agitacdo e as amostras foram transferidas para o gelo por 40 min. Apds este periodo,
centrifugou-se por 40 min a 4.000 rpm a 4 °C. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e
adicionado 50 pL de etanol 70% gelado. Logo apo6s, centrifugou-se por mais 40 min a 4.000
rpm a 4 °C. Depois o sobrenadante foi descartado e ficou secando por aproximadamente 1
hora no escuro a temperatura ambiente. Por fim, foi adicionado 10 puL de tampao de corrida.
Utilizou-se um sequenciador automético de 16 capilares modelo ABI-3130 (Applied
Biosystem) em colaboracdo com a Profa. Dra. Marie-Anne Van Sluys do Instituto de

Biociéncias da USP.

4.12 Analise das sequéncias

As anélises dos eletroferogramas gerados foram realizadas em sistema operacional
Linux utilizando os programas Phred, Phrap, CrossMatch e Consed 17, cujas licencas de uso
sdo gratuitas para fins académicos e obtidas diretamente com 0s autores. As sequéncias
nucleotidicas foram analisadas no banco de dados BLAST — Basic Local Alignment Search
Tool, disponivel no site do NCBI — National Center for Biotechnology Information. Os
alinhamentos foram realizados no programa ClustalX — Multiple Alignment of Nucleic Acid
and Protein Sequences (Larkin et al., ClustalX, 2007) e para edigdo utilizamos o programa
BioEdit — Sequence Alignment Editor. Para construcdo da arvore filogenética, foi utilizado
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0 método de Maximum Likehood disponivel no programa MEGA 6 - Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (Tamura et al., MEGA 6, 2013).

Foi utilizado o programa ORF-Finder (Open Reading Frame Finder) para determinar
a sequéncia de aminodacidos correspondente a cada trinca de nucleotideos. Para identificar os
possiveis dominios transmembrana foi utilizado o programa Topcons (Bernsel et al.,
Topcons, 2009). Para construcdo da topologia da proteina Ra-inx2 foi utilizado o programa
Protter (Omasits et al., Protter, 2014) e para construcdo tridimensional da predicdo da
proteina Ra-Inx2 foram utilizados os programas RaptorX — Protein Structure and Function
Prediction (Kéllberg et al., RaptorX, 2012). Outras ferramentas de biologia molecular

também foram utilizadas, como 0s programas disponiveis no site do NCBI.

4.13 Imunolocalizagao

Para identificar a localizacdo da proteina Ra-Inx2 nas células de R. americana, foi
realizado imunolocalizagdo nos seguintes tecidos: corpo gorduroso, testiculo e ovario. Apos
a disseccdo das larvas, os tecidos foram transferidos para um tubo contendo formaldeido
3,7% por 15 min. Em seguida, os tecidos foram lavados duas vezes em PBSA,
permeabilizados com 1% Triton X-100 por 10 min e foram lavados duas vezes em PBSA.
Logo apos, foi adicionado o anticorpo primario anti-inexina2 (1:100) e incubou-se em
temperatura ambiente por 12 horas em cdmara escura. Apds este periodo, os tecidos foram
lavados duas vezes com PBSA por 5 min e depois foi adicionado 7 pL do anticorpo
secundario FITC e incubou-se por 2 horas em temperatura ambiente. Para marca¢do da actina
foi adicionado faloidina FITC e 5 uL de RNAase 10 mg/mL e incubou-se por 1 hora. Os
tecidos foram lavados com PBSA e as laminas foram a montadas com 2 pL de iodeto de

propidio e 8 uL de Vecta Shield (Vector Laboratories, Burlingame, California, EUA).

O anticorpo para inexina-2 foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Franka Eckardt da
Universidade de Bonn na Alemanha e € um anticorpo policlonal gerado em coelho e
desenhado a partir da regiéo carboxi-terminal da inexina-2 de D. melanogaster (Bauer et al.,
2004). As preparagdes foram observadas ao Microscépio Confocal de Varredura a Laser
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(Zeiss, LSM510) e para analise das imagens foi utilizado o programa LSM Image Browser
(Zeiss, LSM, 2006).

4.14 Hibridizagdo in situ

A sonda utilizada para hibridizacéo foi sintetizada a partir da sequéncia gendmica e
foram utilizados os primers Inx2_IS left e Inx2_IS_Right (ver na Tabela 2). Apos a
amplificagéo do produto de PCR foi realizado clonagem e transformagéo bacteriana. Para
confirmar o tamanho da sonda foi realizado uma corrida em gel de agarose 0.8% e foi
confirmado que o tamanho corresponde com o nimero de pares de base (bp) obtidos a partir

do sequenciamento do DNA gendémico (ver a Figura 6 e 0 esquema na Figura 7).

Apos a sintese da sonda, as laminas de cromossomos politénicos foram preparadas a
partir da glandula salivar de R. americana e fixadas em etanol:acido acético (3:1) por
aproximadamente 4 horas no gelo seco. Depois, 0s cromossomos foram desnaturados em
NaOH 0,07N por 5 min, depois, lavados trés vezes em SSC 2X, etanol 70% e etanol absoluto.
Depois de secas, as laminas receberam a mistura de hibridizacdo contendo a sonda
previamente marcada com random primer digoxigenina-11-dUTP e desnaturada por
aquecimento. As hibridizacdes foram feitas a 58 °C com SSC 4X, por 12 horas. Apos este
periodo, foram reveladas com anti-digoxigenina conjugado com Fluoresceina, e para contra-
coloracdo foi utilizado o iodeto de propidio. As preparacbes foram observadas ao
Microscopio Confocal de Varredura a Laser LSM510 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e para

analise das imagens foi utilizado o programa LSM Image Browser.

Figura 6 — Identificacdo da sonda utilizada para reacdo de Hibridizacdo in situ.
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5 RESULTADOS

A partir de uma biblioteca de ESTs gerada pelo nosso grupo, apés o sequenciamento
de um banco de cDNA de ovario de R. americana, identificamos mensagens com homologia
as inexinas e analises de bioinformatica identificamos trés sequéncias que correspondem a
inexina-2, inexina-4 e inexina-7. Seguindo a classificacdo utilizada para insetos as inexinas

serdo chamadas de Ra-Inx2, Ra-Inx4 e Ra-Inx7 por pertencerem ao diptero R. americana.

5.1 Caracterizagdo molecular

A partir do sequenciamento gendmico de Ra-inx2 identificamos uma sequéncia de
2874 pares de base com cinco exons e quatro introns (ver na Figura 8). Desta forma, pudemos
identificar os nucleotideos conservados no inicio (GT) e no término (AG) localizados
especificamente nas extremidades de cada intron, sendo que esta sequéncia curta é importante
para a maquinaria de splicing reconhecer a sequéncia a ser retirada durante o processamento

do mRNA para formagdo do mRNA maduro.

O inicio da sequéncia é caracterizado por quatro exons de aproximadamente 120 a
160 pares de base e trés introns de aproximadamente 60 pares de base (ver na Tabela 3). A
parte final da sequéncia é caracterizado por um intron longo de 1606 pares de base e o Gltimo
exon de 522 pares de base. A partir da sequéncia de cada exon foi possivel identificar que a
ORF possui 1077 nucleotideos codificando uma proteina de 358 aminoacidos (ver o esquema

na Figura 9).



36

CGATGCGTCGAGCTCACAGTCTCCGGGCAGGCATGAACAGTCGCGCGAATGCAAATATAATATTACTTGATGA
GCCGGACTAAATTTTTTCTTATTAAAAATGATCGTAAATTCGCTAARAACCATTGGTTTACCTTTTTAAATCGA
AAAGTTTATGTATTTTCGATCCTATCTTCAAAATGCACACGAAGTTGACCGTTTACTTTTTGTTAATCTTTTC
CTTTATCAGTTCGTACACTACTATTGTTTCAAACGGCTGAATTTATCACGTTTTATAATTCGTTTTTTCAGTT
TCCGGTCATTCATGGACTGGGAAGCCCATAGACTGCTTTATTGACAAAGAACGTAAAGCTTTTGCCGATGCAT
TATGTTGGGCGAATGGAACCTTCACAATTGAAAACACCCCAGAACGTGAGAAATCTGTCCTTGCATGGACGGC
ATGCCGATTGAATAAATTCATTTCGATTCCTTATTCCAGTGATGAACGGTCGACAAATATTTCGCCAGGCTTA
CCACTATCAGCGATACTACCAATGGATCGTTATTATATTAATGGTCGAGGCTGGATTGTTTTCTGTACCAGAG
CGTCTGTGGAAGGCTTGGGAACATGGACGAATTCAACAGTTGTCTTCTGATCTGAGTTTGTCATTTTGAAAAT
TCGTCAAAGTAATCGTAATCATCAGTGATTCCAACTATTACAGACGCCGATGTCATAACTTCARAATAGTGARA
ATTATGAAAAAGATAAGAAACGAGTCTTGAGATATTTGAAGATGAATAATAGTCACATACATGGGACTTACGT
TTTCCGATACGTGTGCTGCGAAGTTATGAATTTCCTGAACGTCGTAAGTATTTCTTTTTTCATGATTGAATAG
TATCTGAGACCGGTTTGTTAATTCATGTTCTTGAACCTCGAGAAATTGCAGTGCATCGCGGTCTCGATCTGTT
ACTTTCTCTGTTGAGTATTTTTATGAAATTTAAAGTTAAATTTTATCAGTCGCTCTGTCAATAAAAACACTAG
CTATAGTACTGAACGTGCTTGAACCATCGTAGATGGCTAACCTTTGCCGCTTCTTCCATTGATTATACTCTTA
AGTCCCTGATATCTTCGTTCCTAATATGATTATTCCATTGCTCTCTACGATTTTTCTTTGCTACGTTTCTTAG
AAACTTCATGTATCAGATACATGTTGGCCTAACCTAGGAATAGCTAATTTTGTGTTGTTGCTTTATTCCTTTT
TGTTGAACACGTGCGGCCTCAGTTGATTGATTATCACATTGCCCGTCCTTTCCTCAAACTAAGACAGCGAACG
TGACGTACCTCTAAAGGTTGGCCTATTTTGCCACCTATTCCAACCGCAACTGGACGCAGCCTTGATCCCAGAA
TAAATACTCTTAACCGCTTTCAGGAAACTTTCCTAGTGCCATACTCGCACCTCCAACTTTTTGCCTCGGCACT
CTGTCAAATACTTTTTCTAAGTCGACAAAACATGCGGAAACATCTATATTCTTCTCATATAGTTTCTCAATAG
TTCACTTAAGACAGAAAATCGGATCCTGACGACTACCCAAAGGCCTCAATCCAACGTGAGGTGTGATACATTC
GCATATATGAATTGAATAGATGTAGAACTTTCTCTTTTCCGCCTTATTTCACGTTAAGTGAATTCTAGCTCTC
AGGCTGTAATAGCGGCTCTAGATTAGCATAATCTGGCGATCATCAGTAGCTTCCATTACACTTTTTCGTAATG
CAGCAGTTTCATCTTGACATGAACTTCCTATATTGAGTAACTTAACAATAGTGTGAAAAACAGTTCATCTAGT
GACGTGTTAGAAACCGGCGTTCTTTAAAGTATGGATTGAAAAGAATTTGAAATTTAAAGATGAACCGAAGACA
TCAAAAGAGCAGCAGGTATAAAGTGACAATGGATAAAGAAGAATAGAAAACGTTAGGACAAGCCTACATTCAT
CGGTGAATATAAAAGGCTGAAGAAGATTTGACTTGCTTTAAACTGTTGATTTGCAACTAATAGGACTCTGTTG
ACAAAATAGTGTCTTTTTCGAATTGAGGTTCAAGAAGATCTCTTTACGAGTGAAAATGCTAAGGTTCGATAAT
AGATATTTTCTTTACATCCGGACAACGCTTCGAATAGTATGATTTAATATTTTAAAGTTTTACTGTCTTGCAA
TCGTGGAAAAGTGAAAACCGATACCTTTTTTCCTTTTTTTAATTTATTGGCTTTTTTTATTTCTCCAAAAATT
CACAAATTCAAGTAAAACACAAAAACAAAAGTGTGTCGGTTTTTCGCGATTGTATTTTGATTTATTGAATTGA
TTCTGTATCACGAGTTTGATTTATTTAACAAATTAAATTATGGCTTTATATGTAGCATATATTTTTAACAAAC
AAAAACTCAAAAACACTCAAACAATAATCTAAATTCATTCCAGGTTTTGAACATGTACATCTTCAACGTAATT
TTCGGTCGATTCTGGAGCCGTTATTTGCCAGCAGTTTTGTCATTATTTACAACAGAAGGTCCCACATTTTCCA
CCTTGGCATCGGTTATATTTCCGATTACAGCCAAATGTTCATACTCAGACGTTGGCCATTCTGGATCTGAGCA
GTATCATGATGCTCTCTGCTTGCTTACGCTAAATGTTGTCAATGAAAAAGTTTTTGCATTTCTGTACATTTGG
TACGTCTTGTTGTTGTTCACATCGGGATTGAATTTGATTTGGCGCAGTTTAATTCTGTTATCGTCAACACTTC
GTCTGAAAATCATTCAGTCGTCGACGAAATGGACAGAGCCACTAACGGAAAATGAGGTAAAAAAGATTTTACC
GAATGACAACATTGGTGACTGGTTCATTATGTTTTTGCTCGGACAAAATCTCAATCCGTATGCGTTCARAAGAA
ATTTTAGATGAGCTTTCCACAAGCAAAGAATTGTTGAATAACGATATTGTTTGATGGAACTTTCATTGGGCCC
AATGAAAATGCATTCATTAGCAACGCTAATTTCAGTTACAATTCTTCAAGTCTTATGTCCCGAATATTGGGAA
ACATTCTATTCGGCCTAATATTTATCCAGTTATGAAATTCGAGCATTAGCTATTCATGAAGTGAAAAGAAATA
AATCTGCGACTAAAATCTTGTAAATAATCAAAACAGTTGTTGTTGACTTCACAAAATAAGAAATCTAGTTACA
AAAAAARAAA
Figura 8 — Sequéncia de nucleotideos do gene Ra-Inx2. Em negrito mostrando o codon iniciador (ATG) e 0
altimo codon (TGA). As regides intronicas estdo destacadas em negrito e sublinhado. E a regiéo
promotora esta sublinhado no inicio da sequéncia.




Sequéncia
Exon-1
Intron-1
Exon-2
Intron-2
Exon-3
Intron-3
Exon-4
Intron-4
Exon-5
Total
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Pares de Base (bp)
127 bp
63 bp
120 bp
67 bp
162 bp
61 bp
146 bp
1606 bp
522 bp

2874 bp

Tabela 3 - NUmero de pares de base (bp) em cada regido da sequéncia gendmica de Ra-Inx2.

Sequéncia genémica— 2874 bp

5
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Sequéncia de mRNA — 1247 bp

JU\

COOH

Sequéncia proteica 358 aa

Figura 9 — Esquema mostrando a estrutura de Ra-Inx2. Primeiro a sequéncia gendmica de 2874 bp. Em seguida,
a sequéncia de mRNA de 1247 bp depois de ser transcrito e processado. Por Gltimo a sequéncia

traduzida de 358 aa.
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5.1.1 Analise da sequéncia de mRNA de Ra-Inx2

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento do mRNA de Ra-Inx2
identificamos uma ORF de 1077 nucleotideos que codifica uma proteina putativa de 358
aminoacidos (ver na Figura 10 e o esquema na Figura 11), confirmando com os resultados

obtidos da sequéncia genémica de Ra-Inx2.

A partir do sequenciamento desenhamos primers especificos (ver o esquema na
Figura 12) para cada exon com o0 objetivo de determinar se no momento do processamento
do mRNA ocorre splicing alternativo. Na Figura 13 (parte A) mostramos a amplificagdo por
PCR de cada regido de exon a partir do cDNA de diferentes tecidos de R. americana, como:
corpo gorduroso (terceiro periodo do quarto estagio larval); glandula salivar (terceiro
periodo); ovério (pupa); testiculo (segundo, terceiro e quarto periodo); e em embrido
(primeiro e o quinto dia do desenvolvimento). No entanto, os resultados que obtivemos de
Ra-Inx2 mostram que ndo ocorre splicing alternativo nos tecidos estudados, desta forma
todas as regides de exons sdo codificadas (ver o esquema na Figura 13, parte B). Como
controle, realizamos & amplificagdo por PCR utilizando primers mais externos da sequéncia
para confirmar se ndo tem a presenga de DNA gendmico na amplificacdo do cDNA de cada
tecido (Figura 14), também fizemos o PCR do cDNA em corpo gorduroso, glandula salivar

e embrido que apresentou 0 mesmo padrdo de amplificacéo.
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CGATGCGTCGAGCTCACAGTCTCCGGGCAGGCATGAACAGTCGCGCGAATGCAAATATAATATTACTTGATGA
GCCGGACTAAATTTTTTCTTATTAAAAATGATCGTAAATTCGCTAARAACCATTGGTTTATTACTTTAAATCGA
M I v N S L K P L V Y Y F K S K
AAAGTTTATGTATTTTCGATCCTATCTTCAAAATGCACACGAAGTTGACCGTTTACTTTTTGTTAATATTTTC
s L ¢ I F D P I F KMUHTI KL TV Y F L L I F S
CTTTATCATTTCCGGTCATTCATGGACTGGGAAGCCCATAGACTGCTTTATTGACAAAGAACGTAAAGCTTTT
F I I S G H S W T G K P I D C F I D K E R K A F
GCCGATGCATTATGTTGGGCGAATGGAACCTTCACAATTGAAAACACCCCAGAACTGATGAACGGTCGACAAA
A DAL CWA ANGTU FTTIENTPETLMMNGI R QI
TATTTCGCCAGGCTTACCACTATCAGCGATACTACCAATGGATCGTTATTATATTAATGGTCGAGGCTGGATT
F R Q A Y HY QR Y Y Q W I VI I L MV E A G L
GTTTTCTGTACCAGAGCGTCTGTGGAAGGCTTGGGAACATGGACGAATTCAACAGTTGTCTTCTGATCTGAAC
F s v P ERL WX A WEHG R I Q QL S S D L N
GCCGATGTCATAACTTCAAATAGTGAAAATTGTGAAAAAGATAAGAAACGAGTCTTGAGATATTTGAAGATGA
A DV I T s N S ENCEI KDI K XK RV L R Y L K M N
ATAATAGTCACATACATGGGACTTACGTTTTCCGATACGTGTGCTGCGAAGTTATGAATTTCCTGAACGTCGT
N S H I #H 6 T Y V F R Y V CCZEUVMNDNUF UL NV V
TTTGAACATGTACATCTTCAACGTAATTTTCGGTCGATTCTGGAGCCGTTATTTGCCAGCAGTTTTGTCATTA
L NM Y I F NV I F GRF W S R Y L P A V L S L
TTTACAACAGAAGGTCCCACATTTTCCACCTTGGCATCGGTTATATTTCCGATTACAGCCAAATGTTCATACT
F T T E G P T F S T L A S V I F P I T A K C S Y 8
CAGACGTTGGCCATTCTGAATCTGAGCAGTATCATGATGCTCTCTGCTTGCTTACGCTAAATGTTGTCAATGA
DV G H S ESE QY ®HDAULTCTULUL T L NV V N E
AAAAGTTITTTGCATTTCTGTACATTTGGTACGTCTTGTTGTTGTTCACATCGGGATTGAATTTGATTTGGCGC
K v F A F L Y I WYV L L L F T S G L N L I W R
AGTTTAATTCTGTTATCGTCAACACTTCGTCTGAAAATTATTCAGTCGTCGACGAAATGGACAGAGCCACTAA
S L I L L S s T LR UL K I I 9 S S T K W T E P L T
CGGAAAATGAGGTAAAAAAGATTTTACCGAATGACAACATTGGTGACTGGTTCATTATGTTTTTGCTCGGACA
E N EV K K I L P NDINTI GDWF I MU FTLUL G Q
AAATCTCAATCCGTATGCGTTCAAAGAAATTTTAGATGAGCTTTCCACAAGCAAAGAATTGTTGAATAACGAT
N L N P Y A F K E I L DE L S T S K E L L N N D
ATTGTTTGATGGAACTTTCATTGGGCCCAATGAAAATGCATTCATTAGCAACGCTAATTTCAGTTACAATTCT
I v *
TCAAGG
Figura 10 — Sequéncia transcrita de Ra-Inx2 com sua traducéo consensual. Em negrito mostrando o cddon
iniciador (ATG) e o Ultimo c6don (TGA).

[ ORF3 ML) 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1K 1,050 1,100 1,150 | 1.24i

Ds I > > >
ORF1-CDS I ORF2 CDS IS I ORF7- CDS
ORF5: CDS

Figura 11 — Esquema da ORF de Ra-Inx2. Fonte: NCBI, ORFfinder (2016).
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Figura 12 — Esquema mostrando a regido dos primers utilizados para amplificacéo de cada exon. A) Esquema
mostrando a sequéncia gendmica de Ra-Inx2 com os primers utilizados para amplificar cada exon
(em azul). B) Esquema mostrando a sequéncia de mRNA de Ra-Inx2 com os primers utilizados
para amplificar cada exon (em azul). Fonte: AcaClone, pPDRAW32 (2016).
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Figura 13 — PCR amplificacdo do cDNA de Ra-Inx2 A) PCR mostrando a amplificagdo dos exons presentes

na sequéncia de Ra-Inx2. B) Esquema mostrando a estrutura proposta da sequéncia mRNA de Ra-
Inx2.
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Figura 14 — PCR amplificacdo comparando a sequéncia gendmica com a sequéncia de mRNA de Ra-Inx2.

5.1.2 Analise da sequéncia putativa da proteina Ra-inx2

Com o sequenciamento do mMRNA de Ra-Inx2 foi possivel identificar uma ORF de
1077 nucleotideos codificando uma proteina de 358 aminoacidos. Na Figura 15 mostramos
que a sequéncia putativa da proteina Ra-Inx2 apresenta um dominio conservado de 320

nucleotideos entre a superfamilia das inexinas.

1 a0 100 150 200 250 F0n e

Query seq. e s —
Specific hits
Superfanilies Innexin superfamily

Figura 15 — Esquema representando o dominio conservado de Ra-Inx2. Fonte: NCBI, BLAST (2016).

Na Figura 16 identificamos as regides caracteristicas de uma proteina de juncao
comunicante: os quatro dominios de transmembrana em cinza; as duas cisteinas em
vermelho, que estdo localizadas nas duas alcas extracelulares e os residuos de aminoacidos
conservados em verde. A sequéncia de aminoécidos YYQWV destacado em rosa no inicio do
segundo dominio transmembrana (TM2) sdo altamente conservados, sendo considerada uma

assinatura entre as inexinas.

No entanto, para ter um estudo mais detalhado, realizamos um alinhamento de Ra-
Inx2 com as inexinas de diferentes espécies (Figura 17). Identificamos a regido intracelulares
amino-terminal (NT) e carboxi-terminal (CT) e a alca intracelular (CL); regides hidrofobicas
estdo destacadas em cinza que correspondem aos quatro dominios transmembrana (TM1,

TM2, TM3 e TM4, respectivamente); as duas alcas extracelulares (EL1 e EL2) com 0s dois
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pares de cisteinas destacados em vermelho; e os residuos de aminoacidos conservados entre

as inexinas estdo destacados em verde.

CGATGCGTCGAGCTCACAGTCTCCGGGCAGGCATGAACAGTCGCGCGAATGCAAATATAATATTACTTGATGA
GCCGGACTAAATTTTTTCTTATTAAAAATGATCGTAAATTCGCTAAAACCATTGGTTTATTACTTTARATCGA
M I V NS L K P L V Y Y F K S K
AAAGTTTATGTATTTTCGATCCTATCTTCAAAATGCACACGAAGTTGACCGTTTACTTTTTGTTAATATTTTC
s L ¢ 1 F D &P I @K M HT KL TV Y F L L I F S
CTTTATCATTTCCGGTCATTCATGGACTGGGAAGCCCATAGACTGCTTTATTGACAAAGAACGTAAAGCTTTT
.F I I s G H s w T G ¢ @o EllF 1 p Kk E R K A F
GCCGATGCATTATGTTGGGCGAATGGAACCTTCACAATTGAAAACACCCCAGAACTGATGAACGGTCGACAAA
Apar1 @y 2N GTFTIENTUZPETLWMMTNGT R QI
TATTTCGCCAGGCTTACCACTATCAGCGATACTACCAATGGATCGTTATTATATTAATGGTCGAGGCTGGATT
F R OQAYHY OoRI/SE: v I I L MUVEAGL
GTTTTCTGTACCAGAGCGTCTGTGGAAGGCTTGGGAACATGGACGAATTCAACAGTTGTCTTCTGATCTGAAC
.F s v P ERL w X amw BlE 6 R I Q0L S S DTILN
GCCGATGTCATAACTTCAAATAGTGAAAATTGTGAAAAAGATAAGAAACGAGTCTTGAGATATTTGAAGATGA
A DV I TSN SENTZG CETZ KT DI KTI K RV ILURYUILKMNIN
ATAATAGTCACATACATGGGACTTACGTTTTCCGATACGTGTGCTGCGAAGTTATGAATTTCCTGAACGTCGT
N S HI HG T YV FRZYUVCCEUVMMNTEFETLNUV V
TTTGAACATGTACATCTTCAACGTAATTTTCGGTCGATTCTGGAGCCGTTATTTGCCAGCAGTTTTGTCATTA
L N M Y I F NV I F GRTFWSU R YL P AV L S L
TTTACAACAGAAGGTCCCACATTTTCCACCTTGGCATCGGTTATATTTCCGATTACAGCCAAATGTTCATACT

F T T E G P T F s T L A s v I EEN: v 2 KNGl ¥ s

CAGACGTTGGCCATTCTGAATCTGAGCAGTATCATGATGCTCTCTGCTTGCTTACGCTAAATGTTGTCAATGA
D v B s E s E 0 vy H B2 » i ¢ v v v NIES
AAAAGTTTTTGCATTTCTGTACATTTGGTACGTCTTGTTGTTGTTCACATCGGGATTGAATTTGATTTGGCGC
(v F A F L Y I W Y V L L L F T S G L N L I W R
AGTTTAATTCTGTTATCGTCAACACTTCGTCTGAAAATTATTCAGTCGTCGACGAAATGGACAGAGCCACTAA
s L I L L s s T L I K I I QS S T K WTE P L T
CGGAAAATGAGGTAAAAAAGATTTTACCGAATGACAACATTGGTGACTGGTTCATTATGTTTTTGCTCGGACA
E N E V K K I L P N DN I G DW F I M F L L G Q
AAATCTCAATCCGTATGCGTTCAAAGAAATTTTAGATGAGCTTTCCACAAGCAAAGAATTGTTGAATAACGAT
M. ~ P Y 2 F K E I L DETUL ST S KETLTLDNN D
ATTGTTTGATGGAACTTTCATTGGGCCCAATGAAAATGCATTCATTAGCAACGCTAATTTCAGTTACAATTCT
I v o~
TCAAGG
Figura 16 — Sequéncia de mRNA de Ra-Inx2 com a tradugdo consenso da proteina. Os quatro dominios
transmembrana (TM1, TM2, TM3 e TM4) estdo destacados em cinza. No inicio do segundo
dominio transmembrana a sequéncia de aminoacidos altamente conservados YYQW estdo
destacados em rosa. As duas cisteinas localizadas nas duas algas extracelulares (EL1 e EL2) estdo
destacadas em vermelho. Os residuos de aminoacidos conservados estéo destacados em verde. A
regido promotora esta sublinhada no inicio da sequéncia. E o codon iniciador (ATG) e o Gltimo
cédon (TGA) estdo destacados em negrito.
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Figura 17 — Imagem do alinhamento da sequéncia consenso da proteina Ra-Inx2 as inexinas de outras espécies.
Asigla NT representa a regido amino-terminal; em cinza destacam-se 0s quatro possiveis dominios
transmembrana (TM1, TM2, TM3 e TM4); a siglas EL1 e EL2 representam as regifes das al¢as
extracelulares, onde estdo localizadas as duas cisteinas em vermelho; a sigla CL representa a regido
da alca intracelular; e a sigla CT representa a regido carboxi-terminal. No inicio do segundo
dominio transmembrana a sequéncia de aminoécidos altamente conservados YYQW estéo
destacados em rosa. Os residuos de aminoécidos conservados estdo destacados em verde. Fonte:
Larkin et al., ClustalX (2007).
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Para obtencao dos valores de identidade e similaridade entre a sequéncia de Ra-Inx2
comparamos com a sequéncia de inexina-2 de outros organismos disponiveis no banco de
dados internacional NCBI. O termo identidade refere-se ao nimero de amino&cidos idénticos
e o termo similaridade refere-se ao nimero de aminoécidos com propriedades quimicas
semelhantes. Na Tabela 4 apresentamos os valores obtidos de cada organismo. Os valores
obtidos foram parecidos comparando diferentes organismos, mantendo uma média de
aproximadamente 34,1% de identidade e 55,1% de similaridade. Identificamos também que

0s organismos que tem uma sequéncia mais semelhante sdo da espécie Anopheles gambiae.

Nome das espécies Identidade Similaridade
Anopheles gambiae — Inx2 37% 58%
Musca domestica — Inx2 34% 56%
Anopheles sinensis — Inx2 34% 56%
Drosophila melanogaster- Inx2 34% 55%
Aedes aegypti — Inx2 34% 54%
Drosophila elegans — Inx2 34% 54%
Drosophila 45icrést — Inx2 33% 55%
Bombyx mori— Inx2 33% 53%

Tabela 4 — Valores em (%) de identidade e similaridade de Ra-Inx2 versus outros organismos. Os valores de
identidade e similaridade foram obtidos do GenBank no site no NCBI.

Com base na sequéncia de aminodcidos de Ra-Inx2 utilizamos o programa MEGA 6
para construir uma arvore filogenética (Figura 18) com o método de méaxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood). A histdria evolutiva foi inferida utilizando modelo de JTT (Jones et
al., 1992). Os dados obtidos foram gerados automaticamente com base nos algoritmos de
Neighbor-Join e BioNJ. A &rvore é desenhada & escala, com comprimentos dos ramos
medidos com base no nimero de substitui¢cdes por sitio. A andlise envolveu 21 sequéncias

de aminoéacidos disponiveis no banco de dados internacional NCBI.

Identificamos que Ra-Inx2 esta agrupado com os das inexinas de outros artrépodes e
principalmente com os dipteros da familia Culicidae, como A. gambiae e A. sinensis,
corroborando com os valores obtidos de identidade e similaridade. Para as analises utilizamos
principalmente a sequéncia de inexina-2 de diferentes invertebrados, sendo que nos
vertebrados utilizamos a sequéncia da proteina panexina-2. Os grupos externos foram
separados de duas formas: o primeiro grupo é de invertebrados que ndo pertencem ao filo

Arthropoda, como o nematoide Caenorhabditis elegans e os platelmintos Echinococcus
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granulosus e Hymenolepis 46icrostoma. O segundo grupo inclui os vertebrados como Homo

sapiens e os roedores Mus musculus e Rattus norvegicus.

Musca domestica Innexin 2

Drosophila miranda Innexin 2

Drosophila melanogaster Innexin 2

Drosophila elegans Innexin 2

Ceratitis capitate Innexin 2

Aedes aegypti Innexin Innexin Innexin 2
Cephus cinctus Innexin 2

Bombyx mori Innexin 2

Anoplophora glabripennis Innexin 2

Tribolium castaneum Innexin 2
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Figura 18 — Andlise filogenética comparando a sequéncia da proteina Ra-Inx2 com a sequéncia de inexinas de
outras espécies. Arvore obtida pelo método de maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood).
A histéria evolutiva foi inferida utilizando modelo de JTT (Jones et al., 1992). Os dados obtidos
foram gerados automaticamente com base nos algoritmos de Neighbor-Joining e BioNJ. A arvore
¢ desenhada a escala, com comprimentos dos ramos medidos com base no nimero de substituicoes
por sitio. A analise envolveu 21 sequéncias de aminodcidos. Fonte: Tamura et al., MEGA 6 (2013).
Data 21/10/2016.
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A partir da sequéncia putativa da proteina utilizamos o programa Topcons para
confirmar a estrutura de membrana de Ra-Inx2 (ver o grafico na Figura 19), sendo que o
valor de AG avalia a distancia de cada residuo de aminoacido em relagédo a membrana. No
grafico estdo destacadas as trés regiGes intracelulares em vermelho (inside), que
correspondem: a regido amino-terminal (NT); a al¢a intracelular (CL); e a extremidade
carboxi-terminal (CT). Em azul (outside) estdo destacadas as duas regides extracelulares que
correspondem as duas alcas extracelulares EL1 e EL2 respectivamente. Os quatro dominios
transmembrana também estdo destacados, sendo que TM1 e TM3 em cinza (TM-helix IN-
>0OUT) e TM2 e TM4 em branco (TM-helix OUT->IN). Na Figura 20 mostramos a topologia
de membrana da proteina Ra-Inx2, sendo que as TMs estdo destacadas humericamente em
azul, as cisteinas estdo localizadas nas duas alcas extracelulares em vermelho e a sequéncia
conservada YYQW estd destacado em rosa no inicio do segundo dominio transmembrana

(TM2).

Na Figura 20 mostramos a predicdo da proteina Ra-Inx2 gerada a partir da sequéncia
putativa de aminoacidos, sendo que em vermelho destacamos os residuos de cisteinas
localizados nas alcas extracelulares e em rosa a sequéncia conservada YYQW. Na figura é
possivel observar também os dominios em alfa-hélice que correspondem aos dominios
transmembrana ™., A partir da predicdo da estrutura da proteina Ra-Inx2, fizemos um
alinhamento com a proteina Dm-Inx2 de D. melanogaster (ver na Figura 20, parte B). O
alinhamento apresentou identidade de 77,3% e Tmscore de 0.670 confirmando que as duas
proteinas tém dobras semelhantes. Para adquirir o valor de identidade (Structural ID)
calculamos com base no valor de Lali (Ilength of alignment) no qual mostra o nimero de

aminoacidos totalmente alinhados.
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Figura 19 — Gréfico mostrando a possivel estrutura de Ra-Inx2 em relacdo a membrana. As regides
intracelulares (inside) estdo destacadas em vermelho e as regies extracelulares (outside) estdo
destacadas em azul. Os quatro dominios transmembrana estdo destacados nas caixas de cor cinza
e branco respectivamente. Fonte: Bernsel et al., Topcons (2009).
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numericamente em azul, os dois pares de cisteinas localizados nas alcas extracelulares estdo
destacados em vermelho e a sequéncia conservada YYQW esta destacada em rosa no inicio do

segundo dominio transmembrana (TM2). Fonte: Omasits et al., Protter (2014).

Figura 20 — Estrutura topolégica de Ra-Inx2. Os quatro dom
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A)

P-value: 1.03e-04
uGDT(GDT): 62(17)
uSeqld(Seqld): 25(7)
Score: 131

Alinhamento

Dm-Inx2 Lali: 276 Ra-Inx2 Dm-Inx2
RMSD: 3.31

uGDT(GDT): 200(56)
TM-score: 0.670
Structural ID: 77,3%

Figura 21 — Predicdo da proteina Ra-Inx2 A) Predi¢do da proteina Ra-Inx2 de R. americana, mostrando a
regido conservada YYQW em rosa e os dois pares de cisteinas (Cys) localizados nas duas alcas
extracelulares em vermelho. B) Alinhamento de Ra-Inx2 com predicéo da proteina Dm-Inx2 de
D. melanogaster. Fonte: Kéllberg et al., RaptorX (2012).
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5.2 Perfil de expressao de Ra-Inx2

Com o objetivo de analisar quantitativamente a expressdo do mRNA de Ra-Inx2
realizamos gPCR durante o desenvolvimento de R. americana nos seguintes tecidos:
glandula salivar, corpo gorduroso, ovario, testiculo e durante o desenvolvimento
embrionario. Nés também realizamos uma analise comparativa entre 0s niveis de expressao
de Ra-Inx2 e Ra-Inx7. Para andlise Ra-Inx2 foi utilizado como calibrador. Os primers
quantitativos foram desenhados a partir da sequéncia de mRNA de Ra-Inx2 e Ra-Inx7
(Tabela 1).

5.2.1 Niveis de expressao em glandula salivar

A glandula salivar de R. americana € um 6rgdo usado como marcador cromossémico
e apresenta grandes proporcdes na larva (Machado-Santelli, Basile de 1975; Pavan, Breuer,
1952). Fisiologicamente tem um papel fundamental no desenvolvimento, participando
ativamente da construcdo do casulo comunitario (Winter et al., 1977). Estruturalmente o

orgéo é dividido em trés regides, sendo S1 proximal; S2 medial e S3 distal (Pavan, 1965).

Em glandula salivar realizamos a anélise do perfil de expressdo em relacdo ao
primeiro periodo do quarto estagio larval do desenvolvimento (Figura 22). No sexto periodo
de desenvolvimento ocorreu o maior nivel de expressdo de Ra-Inx2, chegando a 1,5 vezes
em relacdo ao primeiro periodo. Na Figura 23 mostramos a expressao comparativa em
glandula salivar de Ra-Inx2 e Ra-Inx7 durante o segundo e o terceiro periodo do quarto
estagio larval do desenvolvimento e pudemos observar que no segundo periodo ocorre uma
expressao significativa de Ra-Inx2 em comparacdo com Ra-Inx7. No segundo periodo as
larvas adquirem uma coloragdo avermelhada devido a pigmentacéo da hemolinfa. No terceiro

periodo a expressdo entre estas duas inexinas manteve-se praticamente equivalente.



52

Expressdoem Glandula Salivar

2.0
1.8
Q 1.6
£ 14
= 12
Wy
Q 10
'g 0.8
E .
% 0.6
w 04
0.2
0.0
1 2 3 4 5 6
Periodos
1 1.342 0.964 0.517 0.559 1.541

Figura 22 — Gréfico de gPCR mostrando a expressao de Ra-Inx2 em glandula salivar ao longo do quarto estagio
larval de desenvolvimento de R. americana.
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Figura 23 — Grafico de gPCR mostrando a expressao comparativa entre Ra-Inx2 e Ra-Inx7 em glandula salivar

durante o segundo periodo e o terceiro periodo respectivamente do quarto estagio larval do
desenvolvimento de R. americana.
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5.2.2 Niveis de expressdao em corpo gorduroso

O corpo gorduroso é um o6rgdo que faz parte do metabolismo intermediario em
insetos, participando da nutricdo. Morfologicamente, € um 6rgdo com aspecto de “folha de
papel” apresentando uma unica camada de células. No periodo larval, as células apresentam
uma forma achatada e estdo intimamente ligadas entre si. Durante os estagios larvais este
0rgdo passa por diversas modificacdes morfoldgicas. No inicio, ele possui uma Unica camada
de células e ocupa a maior parte da extensao da larva; no final da fase larval, ele torna-se
quebradico e em pupa de quatro dias as células estdo sendo remodeladas (Brandéo et al.,
2014).

No corpo gorduroso o segundo periodo do desenvolvimento foi utilizado como
calibrador (Figura 24). No sexto periodo, também conhecido como pré-pupa, a expressao de
Ra-Inx2 comeca a aumentar e tem uma maxima expressao em pupa de 2,5 vezes em relacao
ao segundo periodo. Na Figura 25 observamos que a expressao comparativa durante o
terceiro periodo do desenvolvimento de R. americana manteve-se equivalente nas duas
inexinas, sendo que no quinto periodo do desenvolvimento a expressdo de Ra-Inx7 teve um
aumento significativo de 5,8 vezes em relacdo a Ra-Inx2. No quinto periodo ocorre o

aparecimento do pufe C3.
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Figura 24 — Gréfico de gPCR mostrando a expressdo de Ra-Inx2 em corpo gorduroso ao longo do quarto
estagio larval de desenvolvimento e estagio de pupa de R. americana.
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Figura 25 — Gréfico de gPCR mostrando a expressdo comparativa entre Ra-1nx2 e Ra-Inx7 em corpo gorduroso
durante o terceiro periodo e o0 quinto periodo respectivamente do quarto estagio larval do
desenvolvimento de R. americana.
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5.2.3 Niveis de expressdo em ovario

O ovério de R. americana apresenta caracteristicas proprias, diferente de Drosophila
em que o ovdcito é nutrido por 15 células nutridoras (Home-Badovinac e Bilder, 2005). Em
R. americana cada foliculo ovariano se desenvolve sincronicamente e apresenta apenas uma
gigante célula nutridora junto ao ovoécito. O foliculo ovariano se desenvolve a partir das
células germinativas primordiais que vao se diferenciar em células-tronco germinativas,
depois de algumas divisbes mitdticas tornam-se células germinativas (Basile, 1979). A Gltima
divisdo mitotica das células germinativas ocorre logo no inicio da vida larval dando origem
a duas células com diferentes destinos: o ovocito, entra em meiose e para em zigdteno,

enguanto que a célula nutridora, sofre processos de poliploidia e politenia (Basile, 1979).

Em ovério observamos que a que a expressdo aumenta gradativamente durante os
periodos de desenvolvimento larval (Figura 26). No quinto periodo a expressao chega a estar
aumentada 3,3 vezes em relacdo ao segundo periodo. No entanto, em pupa é onde ocorre um
aumento significativo da expressdo, sendo que em pupa de oito dias de desenvolvimento
ocorre maxima expressao de 83,8 vezes em relacdo ao segundo periodo do desenvolvimento.
Na expressdo comparativa em ovario observamos que Ra-Inx2 teve maior nivel de expressdo

durante o quinto periodo de desenvolvimento em relacdo a Ra-Inx7 (Figura 27).
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Figura 26 — Grafico de gPCR mostrando a expressao de Ra-Inx2 em ovério ao longo do quarto estagio larval
de desenvolvimento, estagio de pupa e adultos de R. americana.
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Figura 27 — Gréfico de gPCR mostrando a expressdo comparativa entre Ra-Inx2 e Ra-Inx7 em ovario durante
0 quinto periodo do quarto estagio larval do desenvolvimento de R. americana.
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5.2.4 Niveis de expressdo em testiculo

Diferente do ovario de R. americana em que 0S cromossomos do ovocito estdo
parados em meiose e sdo funcionalmente pouco ativos, pois a sintese do RNA ocorre na
célula nutridora e nas células foliculares, no testiculo o processo é mais dinamico, a fase de
crescimento da Ultima espermatogonia até o espermatdcito-l é bastante longa e se inicia em
larvas de aproximadamente 30 dias de idade. No estagio pré-meiodtico que 0S Cromossomos
se duplicam, sendo que neste estagio 0s cromossomos estdo muito ativos na sintese de RNA.
Depois da duplicacdo do DNA cromossémico na fase pré-meiotica, a meiose se inicia em
préfase- com a condensacdo dos cromossomos, as demais fases sdo bastante rapidas

ocorrendo de 2 a 3 dias no terceiro periodo do desenvolvimento larval (Basile et al, 1974).

A expressdo génica de Ra-Inx2 em testiculo observamos um aumento gradativo
durante o desenvolvimento de R. americana (Figura 28). O quinto periodo apresentou maior
nivel de expressdo estando 4,9 vezes maior em relacdo ao segundo periodo. Logo apds, no
sexto periodo ocorre uma diminuicdo significativa da expressdo. Os resultados comparativos
que obtivemos em testiculo mostram que os niveis de Ra-Inx2 sdo significativamente maiores
nos dois periodos estudados (Figura 29). No terceiro periodo de desenvolvimento larval de
R. americana ndo ocorre expressao de Ra-Inx7, neste periodo as larvas estdo formando a rede
que dara origem ao casulo comunitario. No quinto periodo, a expressao de Ra-Inx2 esteve 5

vezes maior do que Ra-Inx7.
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Figura 28 — Grafico de qPCR mostrando a expressdo de Ra-Inx2 em testiculo ao longo do quarto estagio
larval de desenvolvimento de R. americana.
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Figura 29 — Gréfico de gPCR mostrando a expressdo comparativa entre Ra-Inx2 e Ra-Inx7 em testiculo durante

0 terceiro periodo e o quinto periodo respectivamente do quarto estagio larval do desenvolvimento
de R. americana.
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5.2.5 Niveis de expressdao em embrido

O desenvolvimento embrionario é caracterizado por ser constituido por células jovens
de linhagem somatica e germinativa. Na Figura 30 observamos que a expressdo de Ra-Inx2
durante o desenvolvimento embrionario, sendo que ocorreu em maiores niveis de expressao
nos quatro primeiros dias de desenvolvimento, sendo que no segundo dia observamos maior
nivel de expressdo, estando 1,6 vezes maior em relagdo ao primeiro dia de desenvolvimento.
Na analise comparativa do desenvolvimento embrionario de R. americana observamos que
Ra-Inx7 foi significativamente mais expressa do que Ra-Inx2 durante o primeiro dia de
desenvolvimento, sendo considerado 4,2 vezes mais expresso que Ra-Inx2 (Figura 31). No
quarto dia de desenvolvimento a expressao entre as duas inexinas tiveram niveis de expressao

semelhantes.
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Figura 30 — Gréfico de gPCR mostrando a expressdo de Ra-Inx2 durante o desenvolvimento embrionéario de

R. americana.
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Figura 31 — Grafico de gPCR mostrando a expressao comparativa entre Ra-Inx2 e Ra-Inx7 durante o primeiro
e quarto dia de desenvolvimento embrionario de R. americana.
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5.3 Localizagdo celular de Ra-Inx2

Com o objetivo de identificar a localizacdo celular da proteina Ra-Inx2 realizamos
ensaio de imunolocalizacdo nos seguintes tecidos: corpo gorduroso, ovario e testiculo. O
corpo gorduroso coletamos no terceiro periodo do quarto estagio larval do desenvolvimento
e provavel marcacdo da proteina Ra-Inx2 (em verde) esta principalmente localizada entre as

células do corpo gorduroso, sendo que o nucleo esta marcado em azul (Figura 32).

Coletamos o ovario no quinto periodo do desenvolvimento e na fase de pupa. No
quinto periodo do desenvolvimento e em pupa a proteina Ra-Inx2 (em verde) estd
prosivelvemente localizada nas células de linhagem somaticas entre os foliculos (Figura 33
e 34), sendo que em pupa é possivel observar também a marcagdo de Ra-Inx2 nos hemacitos
localizados ao redor do ovario (Figura 35). Os hemdcitos estdo presentes na hemolinfa e

aderem a superficie do ovario no momento da preparacao.

Por fim, coletamos o testiculo no terceiro periodo e no quinto periodo do quarto
estagio do desenvolvimento. Durante o terceiro periodo o processo de espermatogénese esta
em uma fase critica, pois neste periodo as células de linhagem germinativa estdo passando
pelo processo de meiose e ocorre sequencialmente as etapas: metafase I; anafase | e
eliminacdo cromossdmica para formacdo do corpdsculo polar; metéfase Il; anafase Il e
eliminacdo cromossémica para formacdo de outro corpusculo polar; e formacdo da
espermatide (Basile et al., 1974). Nos dois periodos estudados em testiculo observamos a
provavel marcacdo de Ra-Inx2 (em verde) entre os espermatdcitos (células de linhagem

germinativa), sendo que o nucleo esta marcado em azul (ver nas Figuras 36 e 37).

Como controle realizamos o ensaio de imunolocaliza¢cdo com a marcacdo de actina e
o-B tubulina em ovario na fase de pupa de R. americana. E possivel observar a margio da
actina (em verde) delimitando as células do foliculo ovariano e a marcagdo da a-p tubulina
principalmente na regido citoplasmatica das celulas (Figura 38). Como controle negativo
realizamos o ensaio de imunolocalizagdo com a auséncia do anticorpo priméario de a-f
tubulina (Figura 39). No entanto, outros experimentos precisam ser realizados para confirmar

a localizacéo celular da proteina Ra-Inx2 em tecidos de R. americana.
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Figura 32 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizagéo
de Ra-inx2 em corpo gorduroso (terceiro periodo) de R. americana. DNA marcado com iodeto de
propidio (em azul) e Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais
separados e a sobreposicdo da mesma marcacao do painel superior.
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Figura 33 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizacgéo
de Ra-inx2 em ovério (quinto periodo) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio
(em azul) e Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais
separados e a sobreposicdo da mesma marcacao do painel superior.
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Figura 34 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizagéo
de Ra-inx2 em ovario (pupa) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio (em azul) e
Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais separados e a
sobreposicdo da mesma marcacdo do painel superior.
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Figura 35 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizagéo
de Ra-inx2 em ovario (pupa) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio (em azul) e
Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais separados e a
sobreposicdo da mesma marcacdo do painel superior.
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Figura 36 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizacéo
de Ra-inx2 em testiculo (terceiro periodo) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio
(em azul) e Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais
separados e a sobreposicdo da mesma marcacao do painel superior.
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Figura 37 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. No painel superior corte ortogonal: imunolocalizagéo
de Ra-inx2 em testiculo (quinto periodo) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio
(em azul) e Ra-Inx2 marcado com FITC (em verde). No painel inferior os cortes em canais
separados e a sobreposicdo da mesma marcacao do painel superior.
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Figura 38 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Cortes em canais separados: imunolocalizagdo do
controle positivo em ovario (pupa) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio (em
azul), actina marcado com FITC (em verde) e ap-tubulina marcado com Cy-5 (em lilas). A dltima
imagem do canto inferior direito a sobreposicdo dos trés canais.
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Figura 39 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Cortes em canais separados: imunolocalizagdo do
controle negativo em ovario (pupa) de R. americana. DNA marcado com iodeto de propidio (em
azul), actina marcado com FITC (em verde) e auséncia do anticorpo primério anti-o- tubulina,
sendo que o anticorpo secundario utilizado foi Cy-5. A Ultima imagem do canto inferior direito a
sobreposicao dos trés canais.
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5.3.2 Localizacao cromossémica

A localizagdo cromossomica de Ra-Inx2 foi feita por hibridizacao in situ utilizando
cromossomos politénicos de glandula salivar de R. americana. A sonda foi sintetizada a partir
da sequéncia genémica (ver na secdo 4.14 do Material e Métodos). As imagens foram

adquiridas por meio de microscopia confocal de varredura a laser.

Na Figura 40 mostramos o corte ortogonal da regido com a marcacdo do gene Ra-
Inx2 (em verde) através do cromossomo polétenico (em azul) de R. americana. E na Figura
41 indicamos na seta a localizacéo do gene Ra-Inx2 (em verde) na regido 17 do cromossomo
A (em azul) de glandulas salivar de R. americana. As glandulas foram coletadas no quinto
periodo do desenvolvimento, que pode ser confirmado com a presenca do pufe C3 (cabeca
de seta). Na figura destacamos também os cromossomos politénicos A, C e X de R.

americana.
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Figura 40 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Corte ortogonal: hibridizagdo in situ do gene Ra-Inx2
(em verde) nos cromossomos politénicos (em azul) de glandula salivar de R. americana.
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Figura 41 — Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Hibridizacéo in situ do gene Ra-Inx2 (em verde) nos
cromossomos politénicos (em azul) de glandula salivar de R. americana. A marcacdo de Ra-Inx2 é
identificada na seta. Os cromossomos A, C e X sdo identificados e na cabeca de seta mostrando
pufe na regido 3 do cromossomo C (pufe C3).
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6 DISCUSSAQ

6.1 Caracterizagdo molecular

Pela analise dos dados do sequenciamento do DNA gendmico de Ra-Inx2
identificamos uma sequéncia de 2874 pares de base, sendo que dentro desta sequéncia
confirmamos a presenca de quatro regides intrénicas que correspondem a 1797 pares de base,
ou 62,5% da sequéncia (ver nas Figuras 8 e 9Figura 9). Com o0 objetivo de identificar se ocorre
splicing alternativo realizamos a amplificacdo por PCR das cinco regides de exons e pela
analise dos dados concluimos que nos tecidos estudados de R. americana ndo ocorre splicing
alternativo (Figura 13). Stebbings et al. (2000) mostram que ocorre splicing em Dm-Inx2 em
um unico intron localizado fora da ORF, desta forma o splicing ndo causa alteracdo na
sequéncia polipeptidica prevista. No entanto, Crompton et al. (1995) mostraram que em Dm-
Inx8 o splicing afeta a ORF e consequentemente ha alteracdes na sequéncia polipeptidica,
sendo que estas varia¢des ocorrem de forma diferente em cada tecido. Recentemente Calkins
et al. (2015) mostraram que em A. aegypt ocorre splicing alternativo em Ae-Inx1 e Ae-Inx3
afetando a extremidade carboxi-terminal destas duas inexinas. Mostraram também que Ae-
Inx2 tem dois exons codificando uma proteina de 359 e Ae-Inx7 quatro exons codificando
uma proteina de 407 aminodcidos, sendo que nestas duas inexinas nao identificaram splicing

alternativo.

A partir do sequenciamento do mRNA de Ra-Inx2 nossos resultados mostram que a
ORFtem 1077 nucleotideos contando a partir do codon iniciador (ATG) até o cddon de parada
(ATG), sendo que a partir desta sequéncia conseguimos determinar a sequéncia consenso da
proteina inexina-2 de R. americana (Figura 10). As analises que fizemos mostram que a
sequéncia putativa da proteina tem 358 aminodacidos, este tamanho estd de acordo com a
sequéncia de inexinas caracterizadas em outros organismos. A identidade de Ra-Inx2
confirmamos com base nos residuos de aminoécidos conservados, as duas cisteinas
localizadas nas alcas extracelulares e as sequéncias que correspondem aos quatro dominios

transmembrana (Figura 16). Os residuos de cisteinas localizados nas al¢as extracelulares sdo
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essenciais para ancoragem do canal em células adjacente (Bao et al., 2004). Nos vertebrados
cada alca extracelular tem trés residuos de cisteinas altamente conservados, sendo que nos
invertebrados as inexinas tém até dois residuos de cisteinas, a exce¢do é a inexina-4 que

possui o terceiro residuo de cisteina nas algas EL1 e EL2 (Stebbings et al., 2002).

Outra caracteristica que também encontramos € a sequéncia de cinco aminoacidos
YYOQW localizados especificamente no inicio do segundo dominio transmembrana (TM2), a
funcdo desta sequéncia ainda é desconhecida, no entanto é considerada uma assinatura entre
as inexinas (Barnes, 1994; Phelan, Starich, 2001). No segundo dominio transmembrana
também encontramos o aminoacido prolina (P) que também faz parte da identidade das
inexinas. Curiosamente este aminoacido também é conservado no segundo dominio
transmembrana das conexinas e esta associado a ativagdo das mudancas conformacionais da

proteina (Sanson, Weinstein, 2000; Suchnya et al., 1993).

O alinhamento mostrou que os dominios transmembrana tem um tamanho idéntico
entre os diferentes organismos, sendo que TM1, TM2, TM3 e TM4 tém respectivamente 20,
22, 25 e 21 aminoacidos (Figura 17). As duas alcas extracelulares EL1 e EL2 tém um
tamanho de 52 e 66 aminoacidos respectivamente. De acordo com Bauer et al., (2005) em D.
melanogaster as algas EL1 e EL2 de Dm-Inx2 tém um tamanho de 62 e 63 aminoacidos
respectivamente. Os resultados que obtivemos das analises da sequéncia estdo de acordo com
os resultados adquiridos do programa Topcons (ver na Figura 19), sendo que no grafico o
valor de AG representa a distancia de cada residuo de aminoacido em relacdo a membrana
(Bernsel et al., 2009). Confirmando que as extremidades amino-terminal (NT) e caboxi-
terminal (CL) estdo voltadas para a regido citoplasmatica. Estudos tém associado que as
regides NT e CL tém funcéo reguladora do canal e também atuam na formacéo de placas de
juncdo comunicante (Martinez et al., 2003; Oshima et al., 2007). Com ajuda do programa
RaptorX identificamos os dominios em alfa-hélice de Ra-Inx2 (Figura 21). Como encontrado
em outras proteinas de jungdo, como as claudinas e ocludinas, os dominios em alfa-hélice
das conexinas e inexinas correspondem as regides onde estdo presente os dominios
transmembrana (Hua et al., 2003). Os resultados mostram que a sequéncia consenso de Ra-
Inx2 tém 34% de identidade e 55% de similaridade com a proteina Dm-Inx2 (ver na Tabela

4) e a predicdo da estrutura tridimensional da proteina mostra uma identidade de 77% em
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relacdo a Dm-Inx2 e uma Tmscore de 0.670 confirmando que as duas proteinas tém dobras

semelhantes (Figura 21).

Com base na sequéncia de aminodacidos, construimos uma arvore filogenética
comparando com a sequéncia de inexina-2 de outros organismos disponiveis no GenBank
(Figura 18). A érvore foi construida no programa MEGA 6 usando o método de mé&xima
verossimilhanga com um bootstrap de 1000 replicagdes, o qual calcula em porcentagem a
confiabilidade da ocorréncia para um determinado né na arvore. Como esperado
identificamos que Ra-Inx2 estd agrupado com o grupo de inexinas de outros artropodes,
principalmente com os dipteros da familia Culicidae, como A. gambiae e A. sinensis,
comprovando os valores obtidos de identidade e similaridade. Os artropodes representam o
maior filo do reino Animal, representando aproximadamente 85% dos animais descritos. O
subfilo Crustacea é representado na arvore por Homarus 75ignaling75 e Cancer borealis
estdo posicionados no mesmo grupo que os insetos, confirmando o nivel de conservacéo entre
os artropodes. Estudos recentes tém confirmado que os insetos estdo posicionados
filogeneticamente no mesmo grupo dos crustaceos (Ducret et al., 2016; Shrut et al., 2014;
Wang et al., 2015). No geral, os resultados que adquirimos estdo de acordo com 0 mesmo

padréo filogenético apresentado na literatura (Hasegawa, Turnbull, 2014; Phelan, 2005).

6.1 Perfil de expressao

Nossos resultados indicam gque em glandula salivar ocorre maior expressdo de Ra-
Inx2 no sexto periodo do desenvolvimento de R. americana (Figura 22) e paralelamente neste
periodo ocorre 0 processo apoptose nas células da glandula salivar, ocorrendo histélise deste
tecido (Brandao et al., 2014). No entanto, a super-expressao de Sl-Inx2 e SI-Inx3 em células
de Spodoptera litura e a expressdo ectdpica em células de Spodoptera frugiperda promove
apoptose das células (Liu et al., 2013). As conexinas também tém sido associadas com o
processo de morte celular. Por exemplo, o silenciamento da conexina-32 retarda o processo

de morte celular (Decrock et al., 2009).
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No corpo gorduroso ocorre maxima expressdo em pupa (Figura 24), e como
observamos no sexto periodo de glandula salivar, também ocorre morte celular programada
nesta fase. De acordo com Brandao et al. (2014) os niveis do hormdnio 20-hidroxiecdisona
tem um pico na fase de pupa e paralelamente as células do corpo gorduroso passam por um
processo de remodelacdo. O processo de remodelacdo do corpo gorduroso de R. americana
compreende na fragmentacdo do DNA caracteristico de apoptose e ocorre processo de
autofagia. De acordo com Wang et al. (2015) os hemicanais ativos podem estar envolvidos
com as vias de sinalizacao de morte celular ou estar inibindo vias de sobrevivéncia da célula.
Outra explicacdo, seria que a ativacdo do canal poderia aumentar a quantidade de Ca?
intracelular aumentando a permeabilizacdo da membrana externa das mitocondrias (MOMP
— Mitochondrial Quter Membrane Permeabilization). MOMP € um fator que induz a apoptose

causando a liberagéo do citocromo C e a ativagdo da via das caspases (Wang et al., 2015).

A analise da expressdo comparativa entre Ra-Inx2 e Ra-Inx7 em tecidos somaticos
mostrou que em glandula salivar de R. americana a inexina Ra-Inx2 foi mais expressa no
segundo periodo do desenvolvimento em relagdo a Ra-Inx7 (Figura 23). Em A. aegypti as
inexinas Ae-Inx1, Ae-Inx2, Ae-Inx3 e Ae-Inx7 sdo fortemente expressas de em machos e
fémeas em todas as fases da vida (Calkins et al., 2015). No corpo gorduroso a expressao de
Ra-Inx7 foi maior no quinto periodo em relagdo a Ra-Inx2 (Figura 25). Nos insetos o corpo
gorduroso é um orgédo importante participando da nutri¢éo, principalmente da reserva dos
nutrientes no periodo de ndo alimentacao (Aguila et al., 2007). Em A. aegypti a inexina Ae-
Inx7 foi mais expressa em orgaos do canal alimentar, como intestino e excretor como 0s
tibulos de Malpighi (Calkins et al., 2015).

O fato da expressdo ter aumentado no ovario ao longo do quarto estagio do
desenvolvimento (Figura 26), pode estar associado com o fato do foliculo ovariano aumentar
consideravelmente de tamanho a partir do terceiro periodo, neste periodo a célula nutridora
passa por ciclos endoreplicativos ocorrendo o processo de poliploidia (Machado-Santelli,
Basile, 1975). No entanto, em pupa é onde ocorre 0s maiores niveis de expressdo e
paralelamente ocorre o processo de politenia e a célula nutridora tem seu potencial
transcricional aumentado, nesta fase o ovdcito encontra-se parado em meiose e 0S

cromossomos tém sua transcricdo pouco ativa. No entanto, a célula nutridora e as células
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foliculares sdo responsaveis pela intensa sintese de mRNA. Stebbings et al., (2002)
mostraram que no ovario de D. melanogaster a expressao de Dm-Inx1, Dm-Inx2, Dm-Inx3,
Dm-Inx4 e Dm-Inx7. Outros estudos mostram que Dm-Inx2 estava co-localizada com Dm-
Inx3 em células somaticas e co-localizada com Dm-Inx4 em células de linhagem germinativa
(Lauteman, Bohrmann, 2016). O fato de Dm-Inx2 estar presente em células somaticas e

germinativas é uma caracteristica que também encontramos em Ra-Inx2.

No testiculo de R. americana identificamos que Ra-Inx2 apresentou um padrdo de
expressao semelhante ao encontrado em ovario (Figura 28), sendo que este padrdo também
foi identificado por Hong et al. (2008) em B. mori. A expressao de Bm-Inx2, Bm-Inx3 e Bm-
Inx4 em testiculo foi muito parecida com a expressdo encontrada em ovario durante a fase
de larva, pré-pupa e pupa, sendo que Bm-Inx4 foi a inexina mais expressa (Hong et al., 2008,
2009). Em A. aegypti a expressdo de Ae-Inx2 foi considerada forte no testiculo (Calkin et al.,
2015).

Em tecidos constituidos predominantemente por células germinativas, nossos
resultados mostram que Ra-Inx2 foi mais expressa do que Ra-Inx7 em ovéario de R.
americana (Figura 27). Stebbings et al. (2002) identificaram o mesmo padrdo de expressdo
em D. melanogaster, sendo que Dm-Inx7 teve os menores niveis de expressdo em relagao as
outras inexinas. Calkins et al. (2015) mostraram a co-expressao das inexinas Ae-Inx1, Ae-
Inx2, Ae-Inx3 e Ae-Inx4 em ovarios de A. aegypti, sendo que 0 mesmo padrdo também foi
descrito em ovarios de D. melanogaster (Bohrmann, Zimmermann, 2008). No testiculo a
expressdo de Ra-Inx2 foi maior no terceiro e no quinto periodo do desenvolvimento em
relacdo a Ra-Inx7 (Figura 29). Em A. aegypti a expressdo em testiculo de Ae-Inx2 foi
considerada forte, enquanto a expressao de Ae-Inx7 foi considerada fraca (Calkins et al.,
2015).

Em embrido observamos que a expressdo de Ra-Inx2 se manteve constante ao longo
dos quatro primeiros dias de desenvolvimento (Figura 30), este perfil de expressao também
foi observado por Hong et al. (2008) em B. mori, sendo que a expressao de Bm-Inx2 e Bm-
Inx3 manteve o0 mesmo perfil de expressdo ao longo do desenvolvimento embrionario,
diferente de Bm-Inx4 que foi expressa apenas no primeiro dia do desenvolvimento (Hong et

al., 2008, 2009). Em D. melanogaster as inexinas Dm-Inx1, Dm-Inx2 e Dm-Inx3 participam
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do desenvolvimento dorsal do embrido (Giuliani et al., 2013). Holcroft et al. (2013)
demonstraram que a Dm-Inx1 e Dm-Inx2 participa do desenvolvimento do Sistema Nervoso
Central em células gliais. Foi demonstrado também que Dm-Inx2 participa da organizacédo
do tecido epitelial durante a embriogénese (Bauer et al., 2004; Lehmann et al., 2006).
Recentemente, Dm-Inx2 foi associada como reguladora do desenvolvimento dos olhos de D.
melanogaster (Richard, Hoch et al., 2015).

A expressdo comparativa em embrido de R. americana mostrou que Ra-Inx7 foi mais
expresso no primeiro dia de desenvolvimento (Figura 31). Ostrowski et al. (2008)
demonstraram que o knock down por RNAi de Dm-Inx7 resultam em severos distirbios
durante a embriogénese. Em A. aegypti a inexina Ae-Inx7 foi preferencialmente mais
expressa em intestino, tbulos de Malpighi e na cabeca, o que indica que esta inexina pode
participar da digestdo e também do desenvolvimento do sistema nervoso (Calkins et al.,
2015). Em D. melanogaster foi identificado que Dm-Inx7 participa da formacdo do sistema

nervoso e da memoria (Ostrowski et al., 2008; Wu et al., 2011).

6.2 Localizacao celular

Os resultados que obtivemos de gPCR mostrou a expressao de mMRNA de Ra-Inx2 em
todos os tecidos estudados de R. americana. Para mostrar a presenca da proteina Ra-Inx2
realizamos ensaios de imunolocalizacdo em corpo gorduroso durante o terceiro periodo do
quarto estagio larval do desenvolvimento e observamos que a localiza¢do da proteina Ra-
Inx2 esteve circundando cada célula deste érgao (Figura 32). Em D. melanogaster a inexina
Dm-Inx2 também foi localizada em tecidos de linhagem somatica. Bauer et al. (2004)
mostram que no embrido a Dm-Inx2 esteve localizada na regido apico-lateral do intestino

posterior e na regido baso-lateral da glandula salivar.

Os resultados que obtivemos em ovario durante o quinto periodo do desenvolvimento
mostra que Ra-Inx2 esta localizada nas células entre os foliculos de linhagem somaticas
(Figura 33). Desta forma podemos indicar que Ra-Inx2 esta preferencialmente localizada nas
celulas de linhagem somaéticas do ovario. No ovario de D. melanogaster a localizacdo de Dm-
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Inx2 também esteve preferencialmente localizada nas células de linhagem somatica. De
acordo com Bohrmann e Zimmermann (2008) a inexina Dm-Inx2 esta localizada na regido
apico-lateral das células foliculares, sendo que pode interagir com Dm-Inx4 nas células de
linhagem germinativas do oolema. Stebbings et al. (2000) mostram que Dm-Inx2 pode
formar canais homotipicos ou pode se co-localizar com Dm-Inx3 formando canais
heterotipicos. Outros estudos sugerem que Dm-Inx2 é dependente da expressdo de Dm-Inx3.
O knockdown de Dm-Inx3 por RNAI resulta no acumulo citoplasméatico de Dm-Inx2
(Lehmann et al., 2006). De acordo com Lehmann et al. (2006) por meio da técnica de
ressonancia plasménica de superficie mostraram que Dm-Inx2 interage com Dm-Inx3 através

da regido carboxi-terminal formando canais heteroméricos.

Como observamos no quinto periodo da fase larval, no ovario na fase de pupa
observamos a marcacdo de Ra-Inx2 nas células entre os foliculos (Figura 34). No entanto, na
fase de pupa também encontramos a marcacgdo da proteina Ra-Inx2 nos hemacitos (Figura
35), que sdo células que se localizam na hemolinfa da cavidade abdominal com fungéo
imunoldgica, sendo que no momento da preparacdo aderem a superficie do ovario. Li et al.
(2014) mostram que a expressdo da inexina AGAP001476 aumenta em hemacitos de A.
gambiae apoOs a infeccdo por Plasmodium. Wang et al. (2015) identificaram em S.
paramamosain a localizacdo e a maior expressao Sp-Inx2 em hemacitos quando comparado
com outras inexinas, sugerindo que esta inexina pode desempenhar fungdo imunoldgica nos

crustaceos.

No testiculo realizamos ensaio de imunolocalizagdo no terceiro periodo e no quinto
periodo do quarto estagio larval de R. americana e pudemos observar que a localizacdo de
Ra-Inx2 esta entre os espermatocitos, que sdo células de linhagem germinativa (ver nas
Figuras 36 e 37). De acordo com Basile et al. (1974) em R. americana durante o processo de
espermatogénese as células de linhagem germinativa apresentam um citoplasma rico em

mitocdndrias, sendo rodeado por células nutridoras.

No entanto, de forma geral, nossos resultados de imunolocalizagdo precisam ser

confirmados com novos experimentos.
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Por meio da técnica de hibridizacdo in situ em cromossomos politénicos da glandula
salivar de R. americana identificamos que o gene Ra-Inx2 esta localizado na regido 17 do
cromossomo A (ver nas Figuras 40 e 41). Em D. melanogater o gene da Dm-Inx2 esta
localizado no cromossomo X na regido 6E4 que incluem um cluster de genes de inexinas,
como Dm-Inx1 e Dm-Inx7 (Stebbings et al., 2002).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos de caracterizagdo molecular podemos inferir que a sequéncia
com homologia a inexina-2 codifica uma proteina de juncdo comunicante. Desta forma
podemos concluir que a sequéncia consenso da proteina Ra-Inx2 tem todas as caracteristicas
presentes em uma proteina da superfamilia das inexinas, entre estas caracteristicas
encontramos principalmente os quatro dominios transmembrana, os dois pares de cisteinas
localizados nas alcas extracelular e a sequéncia YYQW presente especificamente no segundo
dominio transmembrana e que é considerada uma assinatura entre as inexinas. Os resultados
obtidos por meio de analise filogenética e construcdo da estrutura terciaria de Ra-Inx2

confirmam os resultados.

As andlises dos niveis de expressao génica de Ra-Inx2 sugerem gue esta inexina pode
estar envolvida durante a metamorfose em R. americana, possivelmente participando na
remodelacgdo do tecido gorduroso e na histolise da glandula salivar. Desta forma, em 6rgéos
de linhagem somatica a proteina Ra-Inx2 pode participar do processo de morte celular
programada, sendo que no corpo gorduroso ocorre autofagia e nas células da glandula salivar

ocorre apoptose.

Nas gonadas a expressdo de Ra-Inx2 também foi significativa, sendo expressa ao
longo do desenvolvimento do ovario e do testiculo, indicando que esta inexina pode
participar da ovogénese e espermatogénese. Durante a embriogénese também ocorreu a
expressdo de Ra-Inx2, sendo que durante o desenvolvimento embrionario a comunicacao
celular € fundamental. Desta forma podemos concluir que Ra-Inx2 foi expressa de forma
consistente em todos os 6rgdos estudados ao longo do desenvolvimento de R. americana. A
expressao comparativa com Ra-Inx7 indica que as inexinas estdo presentes em todas as
células e desta forma pode participar de diversos processos celulares e consequentemente da

homeostase dos tecidos e desenvolvimento de R. americana.

Em corpo gorduroso mostramos que a proteina Ra-Inx2 estd localizada entre as
células deste tecido. Nos 6rgdos de linhagem germinativa Ra-Inx2 identificamos que no

ovario esta proteina pode estar envolvida com a comunicacao entre as células de linhagem
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somatica como as células entre os foliculos e os hemdcitos localizados ao redor do ovario,
indicando que esta inexina pode participar da imunidade. No testiculo observamos que Ra-
Inx2 esté localizado entre as células de linhagem germinativa e possivelmente pode participar
da comunicacédo entre os espermatdcitos durante o processo de espermatogénese. De forma

geral os ensaios de imunolocalizagdo precisam ser confirmados com novos experimentos.

Na Figura 42 mostramos um esquema resumindo os resultados que obtivemos e
sugerindo o possivel papel da proteina Ra-Inx2 durante o desenvolvimento e homeostase de
R. americana. No entanto, a muito para ser estudado sobre o papel da proteina Ra-Inx2 e de
outras inexinas nesta espécie, por se tratar de proteinas dindmicas atuando em um organismo

com caracteristicas Unicas este trabalho se torna desafiador e instigante.

Caracterizagdo molecular
v' 4 dominios transmembrana Localizacdo cromossmica
v’ 2 pares de cisteinas Regido 17 do cromossomo A

v YYQW
Localizagdo \
Niveis de expressao génica ==~ Desenvolvimento Localizagdo celular
3 \ —_—
_// \\_ ‘\“» Embriogénese
Roas ‘\\ Ovogénese
¥ ] Espermatogénese
Histolise da Remodelagdo do Ovario Testiculo Corpo gorduroso
Glandula Salivar Corpo Gorduroso I
1 1
1 1 ;.
! ! Hemocitos
v v localizados na Linhagem
Apoptose Autofagia hemolinfa germinativa
\\ __________ ’/ :
T ¥ Células Linhagem
. —— san
Morte celular programada Fungdo imunoldgica entre os foliculos somatica

| t

Figura 42 — Esquema mostrando o resumo dos resultados obtidos. Nas setas pontilhadas indicam os processos
que Ra-Inx2 pode estar participando durante o desenvolvimento e homeostase de R. americana.
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