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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.



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 identificagéo 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 transposicédo (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 sincronico entre as larvas irmas do mesmo sexo (Pavan, Cunha, 1969). Os
cromossomos politénicos deste Sciarideo sdo grandes e com morfologia favoravel para
preparac0es citoldgicas, presenca de cromossomos politénicos em diferentes tecidos junto ao
fendmeno de amplificagdo 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 varias vezes a largura dos cromossomos mitoticos, sendo
longos e largos, permanecem intimamente pareados com os seus homologos, desta forma
estdo acompanhados pelo aumento do conteddo de DNA. Variagdes 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.



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.
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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.



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.



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



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.
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Figura 2 — 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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