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RESUMO

Chaves JB. Caracterizacao dos ciclos replicativos nas células foliculares e nutridoras
no ovario de Rhynchosciara americana e perfil de expressdo de ciclinas A e B.
[Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2017.

O estudo do diptero Rhynchosciara americana forneceu informacdes importantes
sobre a biologia cromossOGmica, por apresentar cromossomos politénicos e
amplificacdo génica em diferentes o6rgdos. Dentre os 0Orgdos que apresentam
especializacées do ciclo celular, o ovario € um dos mais interessantes, possuindo
caracteristicas unicas, como o desenvolvimento sincronico dos foliculos ovarianos e
o fato de apresentar uma Unica e gigante célula nutridora conectada ao ovocito atraves
de um canal citoplasmatico. Une em si: meiose no ovdcito, célula nutridora com
poliploidia seguido de politenia e células foliculares com mitose. Células polipléides e
politénicas possuem copias extras de DNA gendmico através de repetidos ciclos de
fase S sem que ocorra a divisdo celular, um processo denominado endoreplicacéo.
Os ciclos celulares, séo dirigidos pela oscilagao da ativacdo de complexos ciclina/Cdk.
Estudos mostraram que a ciclina A atua em células endoreplicativas em Drosophila e
a ciclina B inibe ciclos endoreplicativos induzindo a divisao celular. Torna-se relevante
investigar a associacdo dessas moléculas reguladoras do ciclo celular com os ciclos
endoreplicativos que ocorrem na ovogénese de R. americana. Perfis de expresséo
das ciclinas A e B foram detectados nos ovarios por RT-PCR ao longo do
desenvolvimento. Ensaios de incorporacdo do nucleosideo timidina mostraram
elevada atividade proliferativa das células foliculares para formar o foliculo e o fim da
atividade endoreplicativa nas células nutridoras em pupas de 4 dias. Preparacfes de
imunolocalizacdo proteica em ovarios na fase de pupa revelaram acumulo de ciclina
A no citoplasma das células nutridoras e dos ovdcitos, e acimulo de ciclina B no
citoplasma e na vesicula germinal do ovdcito, atuando nos mecanismos meiéticos. O
estudo de proteinas relacionadas ao ciclo celular nesse modelo é importante para um
melhor entendimento dos ciclos celulares incomuns presentes em diferentes érgaos
de insetos.

Palavras-chave: Ciclinas. Endoreplicacdo. Ovario. Célula nutridora. Rhynchosciara
americana



ABSTRACT

Chaves JB. Characterization of replicative cycles in follicle and nurse cells in ovary of
Rhynchosciara americana and expression profile of cyclins A and B. [Master thesis
(Cell and Tissue Biology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo; 2017.

Study of the diptera Rhynchosciara americana has provided important information
about chromosome biology, for it displays polytene chromosomes and gene
amplification in different organs. Among the organs that possess cell cycle
specializations, the ovary is one of the most interesting ones, showing unique
characteristics, such as the synchronous development of follicles and the presence of
a single giant nurse cell connected to the oocyte through a cytoplasmic channel. This
organ gathers: meiosis in the oocyte, nurse cell with polyploidy followed by polyteny,
and follicle cells in mitosis. Polyploid and polytene cells have extra copies of genomic
DNA obtained via sequential cycles of S phase not followed by cell division, a process
called endoreplication. Cell cycles are driven by the oscilation in the activation of
different cyclin/CDK complexes. Studies have shown that Cyclin A acts in
endoreplicating cells in Drosophila and Cyclin B inhibits endoreplicative cycles,
inducing cell division. Thus, it is relevant to investigate the association between these
cell cycle-regulating proteins and the endoreplication cycles that occur during the
oogenesis of R. americana. Expression profiles of cyclins A and B were evaluated in
the ovary via RT-PCR throughout the development. Thymidine nucleoside
incorporation assays showed high proliferative activity in follicle cells to build the follicle
and the end of endoreplicative activity in nurse cells of 4-day-old pupae. Protein
immunolocalization in ovary at the stage of pupa has shown accumulation of Cyclin A
in the cytoplasm of nurse cells and oocytes, and accumulation of Cyclin B in the
cytoplasm and germinal vesicle of the oocyte, acting on meiosis mechanisms. The
study of proteins related to cell cycle in this model is important for a better
understanding of uncommon cell cycle in different insect organ.

Keywords: Cyclins. Endoreplication. Ovary. Nurse cell. Rhynchosciara americana
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1 INTRODUCAO

1.1 DIPTEROS COMO UM MODELO

Os insetos constituem um excelente material para o estudo da fisiologia e
genética, por possuirem grande diversidade durante seu desenvolvimento (Zhimulev
et al., 2004).

Uma grande variedade de 6rgaos e linhagens celulares de insetos tém sido
importantes modelos de pesquisa, a maioria dos quais representa espécies da ordem
Lepdoptera e Diptera. Os 6rgdos de insetos utilizados com sucesso em estudos
cientificos incluem: ovario, embrido, glandula salivar, corpo gorduroso, disco imaginal,
sistema enddcrino e nervoso, epitélio intestinal e cuticular, e neonato (Lynn, 2001).

Entre os insetos, os dipteros tém sido mais estudados e forneceram
informacdes importantes sobre processos biolégicos, como a organizacao nuclear,
biologia cromossomica, amplificacdo génica e transcricdo de genes amplificados,
determinacao do sexo, imunidade a insetos, manutencao de teldomeros, ovogénese e
desenvolvimento embrionario, remodelacédo de tecidos, morte celular programada e
identificacao de fatores que sdo necessarios para estabilizar e manter células-tronco
(Morrison, Spradling 2008; Brand&o et al., 2014; Simon et al., 2016).

Em particular, a espécie Rhynchosciara americana apresenta peculiaridades
que Ihes renderam notoriedade, como o fato de apresentarem em diferentes tecidos
cromossomos politénicos maiores do que os encontrados em outros dipteros, ter sido
0 primeiro organismo em que foi evidenciado o fendmeno de amplificagdo génica em
determinados periodos do desenvolvimento dando origem aos pufes de DNA,
apresentar uma associacdo mais evidente entre a biologia morfolégica e molecular, e
apresentar desenvolvimento sincronizado entre individuos irmaos (Breuer, Pavan,
1955; Guevara, Basile, 1973; Machado-Santelli, Basile, 1975).
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1.2 RHYNCHOSCIARA AMERICANA

R. americana pertence a familia Sciaridae e foi descrita pela primeira vez em
1821, por Christian Wiedemann (Wiedemann, 1821 apud Breuer, 1969). Em 1951,
Nonato e Pavan descreveram a mesma espécie como Rhynchosciara angelae
(Nonato, Pavan, 1951). Somente em 1969, a classificacdo do género Rhynchosciara
foi revisada por Martha Breuer e mostrou sinonimia entre as espécies R. americana e
R. angelae, prevalecendo entdo a nomenclatura mais antiga dada por Wiedemann
(Breuer, 1969).

1.3 CICLO DE VIDA

R. americana apresenta um ciclo de vida em torno de 70 dias e seu
desenvolvimento holometabolo & sincronico entre os individuos irméos, desde a
postura dos ovos, passando pela metamorfose na fase de pupa até a emersédo dos
adultos (Figura 1). E em cada grupo, todos os individuos irmaos estdo no mesmo
estagio do desenvolvimento e sdo todos do mesmo sexo (Pavan, Da Cunha, 1969).

A fémea copula somente uma vez e faz uma Unica ovoposicao de centenas de
0ovos, que apos cerca de treze dias eclodem larvas simultaneamente.

O desenvolvimento larval ocupa grande parte da vida do inseto, sendo dividido
em quatro estagios, e dos quatro estagios do ciclo de vida larval, o quarto (Ultimo
estagio) € o mais longo, sendo subdividido em seis periodos, de acordo com
modificacdes fisiologicas e comportamentais da larva (Terra et al., 1973).

No primeiro periodo, as larvas sdo pequenas e apresentam uma coloracao
clara. No segundo periodo, as crescem e adquirem uma coloracdo vermelha, devido
ao aparecimento da pigmentacdo da hemolinfa - nesses dois primeiros periodos as
larvas rastejam e se alimentam ativamente. No terceiro periodo, as larvas sdo menos
ativas, elas param de se alimentar e comecam a secretar proteinas do casulo
comunal, formando uma ténue rede delicada que progressivamente torna-se mais
compacta que recobre todos os individuos (razéo pela qual também chamamos esse
periodo de inicio de rede). No quarto periodo, nota se modificacdo do casulo, que
apresenta uma consisténcia mais firme, porém ainda maleavel e as larvas estédo
quietas em posicdo curva - esse periodo é caracterizado pelo inicio da amplificacao

do pufe de DNA na regidao 2 do cromossomo B (pufe B2) da glandula salivar. J4 no

1wiedemann CRM. Diptera exética, 1821.
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guinto periodo, ha a expansdo maxima do pufe B e inicio da expanséo do pufe de
DNA na regido 3 do cromossomo C (pufe C3) da glandula salivar. E no sexto periodo,
ha a expansdo maxima do pufe C3, e as larvas estédo individualizadas em celas na
posicéo ereta no casulo comunal, que apresenta uma consisténcia rigida. Os periodos
da construcdo do casulo comunal sdo bem definidos e também podem ser
correlacionados com mudancas na morfologia das larvas (Pavan, Da Cunha, 1969;
Terra et al., 1973).

No inicio da fase de pupa, os individuos permanecem imdéveis no casulo e
iniciam altera¢des morfolégicas durante a metamorfose, tais como a histolise completa
da glandula salivar e remodelacdo do corpo gorduroso através do processo de
autofagia (Brandéo et al., 2014). Apds um periodo de 8 a 10 dias de metamorfose, as
moscas emergem do casulo comunal sexualmente maduras, elas apresentam
proboscide, um aparelho bucal sugador e se alimentam de solugbes agucaradas. O

seu tempo de vida dura em média, somente cinco dias.

6° periodo 2 periodo

Cont oty

1° periodo

/ = e (& # ) s . ST, |
54 dias Marcadores Inicio da formagéo Pigmentacéo 21 dias
de idade Cromossomais do casulo da hemolinfa de idade

Figura 1- Ciclo de vida da R. americana, da postura dos ovos até a fase de mosca. A fase larval é
dividida em 4 estégios e 0 4° estagio € subdividido em 6 periodos. No 1° e 2° periodo as larvas sao
errantes e se alimentam. O 3° periodo caracteriza-se pelo inicio de rede, quando se inicia a secrecao
do casulo. O 4° e 5° periodo sdo marcados pela presenca dos pufes B2 e C3. E o0 6° periodo as larvas
estdo individualizadas no casulo e tornam-se pupa. Em seguida, a pupa metamorfoseia em mosca
adulta. Fonte: Neves, 2016.
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1.4 CROMOSSOMOS POLITENICOS E GLANDULA SALIVAR

Os cromossomos politénicos foram descritos pela primeira vez por Balbiani em
1881 nas células de glandulas salivares de larvas de uma espécie de diptero, o
Chironomus plumosus, como um corddo continuo espiralado que preenchia o nucleo
(Bauer, Beermann, 1952). Em 1993, grupos de pesquisadores, usando o método
“squashing”, evidenciaram sua estrutura multiflamentosa, o que originou a
denominacéo de cromossomos politénicos (Zhimulev et al., 2004).

Estudos de dipteros tiveram importante contribuicdo no desenvolvimento da
citogenética, depois da publicacdo de trabalhos descrevendo 0s cromossomos
politénicos das glandulas salivares de larvas de Bibio, Chironomus, Drosophila e
Rhynchosciara. Esses cromossomos eram pelo menos 100 vezes maiores do que 0s
cromossomos metafasicos e tornaram-se um dos mais importantes modelos para a
investigacao genética (Stormo, Fox, 2017).

Cromossomos politénicos sdo cromossomos longos e largos, permanecendo
intimamente pareados com seu homélogo, com pouca ou henhuma separacao visivel
entre as cromatides e apresentam um padrdo intercalado de bandas e interbandas
especifico para cada cromossomo da espécie (Lefevre, 1971).

Sé&o formados por meio de um processo chamado endociclo e ocorrem em
células que sofrem replicacdes sucessivas do genoma, alternando as fases G e S do
ciclo celular e suprindo a divisdo mitética. As multiplas copias das cromatides
permanecem unidas, formando assim 0s cromossomos politénicos, que se comportam
como um so6 elemento (Calvi et al., 2013).

Em R. americana os cromossomos politénicos séo encontrados em diferentes
orgaos, como nas glandulas salivares, tubulos de Malpighi, intestino, vesicula seminal
e ovarios, e o padrao de bandeamento permanece igual em quase todos os tecidos
permitindo estudos comparativos (Dreyfus et al., 1951; Pavan, Breuer, 1952; Guevara,
Basile, 1973).

As glandulas salivares apresentam 0s cromossomos politénicos maiores,
menos compactados e atingem o maximo tamanho durante o sexto periodo larval,
permitindo uma analise mais aprofundada e por isso, foram mais amplamente
estudados (Pavan, 1965). A dimensdo dos cromossomos politénicos nesta espécie,

proporciona condi¢cdes extremamente favoraveis para uma anélise morfolégica e
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citologica de qualidade, o que levou a descobertas importantes sobre ativacédo de
genes (Fiq, Pavan, 1957).

A glandula salivar de R. americana € um 6rgédo de grandes proporc¢des na larva,
podendo atingir uma vez e meia o0 seu comprimento. Ela é ligada a parte inicial do
tubo digestivo por ductos salivares e pode-se distinguir morfologicamente e
citologicamente em trés regides: proximal ou S1, mediana ou S2 e a distal ou S3
(Figura 2), contendo respectivamente cerca de 50, 200 e 60 células (Dreyfus et al.,
1951; Pavan, 1965). Essas regides podem ser facilmente distintas uma das outras
pela distribuicdo das células: em S1, as células sédo grandes e cuboides, e estdo
alinhadas paralelamente com um Iimen regular no centro da glandula; em S2 as
células sdo menores e nao estdo alinhadas, e o lumen é irregular; e S3 as células

estdo distribuidas alternadamente (Brandao et al., 2014).

Figura 2- Glandula salivar de R. americana corada com orceina acética. Notar as divisbes da
glandula em trés secges, delimitadas pela organizacao das células.
Fonte: Machado-Santelli, 2011.

Nessas células pode-se observar além da politenizagcdo dos cromossomos, 0
processo de amplificacdo génica, em que algumas bandas cromossémicas
especificas sdo excessivamente replicadas. O momento em que as larvas comegam
a secretar o casulo coincide com o ultimo ciclo de replicacdo, que corresponde a fase

de grande atividade génica na glandula salivar como pode ser observado pelo
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aumento de determinadas bandas, originando os pufes de DNA nos seus
cromossomos. (Breuer, Pavan, 1955; Guevara, Basile, 1973).

Além dos pufes de RNA, ou de expressdo, que ocorrem normalmente em
cromossomos politénicos, observa-se em R. americana os chamados pufes de DNA,
em que ha sintese localizada de DNA e transcri¢cdo dessas regidées genémicas. E pela
primeira vez evidenciou-se que o conteido gendmico de uma célula poderia ser
modificada naturalmente em determinados periodos do desenvolvimento dessa
espécie (Breuer, Pavan, 1955; Pavan, 1965).

Essa sintese extra de DNA pode ser interpretada como uma adaptacéo para a
producdo de mais genes no local onde uma abundante sintese de RNA é requerida
(Pavan, Da Cunha, 1969).

Durante o periodo de constru¢cédo do casulo notam-se amplificacdo e expansao
dos pufes de DNA descritos em R. americana, os pufes da regido 2 do cromossomo
B (B2), da regidao 3 do cromossomo C (C3) e da regido 8 do cromossomo (C8) e
relacionam-se esses pufes a genes codificantes de peptideos estruturais secretados
para a construcdo do casulo comunal, importante para uma metamorfose bem-
sucedida (Winter et al., 1977; Penalva et al., 1997; Santelli et al., 2004). Ver figura 3 e
4.

Stocker e Pavan (1974), descreveram que o horménio ecdisona é responsavel
por alteracdes nos padroes de amplificacdo dos pufes A ocorréncia da amplificacao
génica que formam os pufes de DNA, coincide com as mudancas morfolégicas no
casulo comunal, alterando-o de uma ténue rede delicada a uma estrutura rigida. Essas
alteracbes sao reguladas de acordo com concentracdes do hormdénio ecdisona,
portanto, sdo regulados ao longo do desenvolvimento (Stocker et al., 1984).

E interessante notar que o desenvolvimento dessa espécie é acompanhado por
caracteristicas morfologicas e citolégicas, e a glandula salivar é usada como
parametro para a confirmacdo dos eventos, usando a progressado e regressao dos
pufes de DNA B2 e C3 que ocorrem em momentos especificos do desenvolvimento

larval, como marcadores desse desenvolvimento (Machado-Santelli, Basile, 1978).
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Figura 3 — Os 4 cromossomos politénicos de R. americana (A, B, C e X), com as suas respectivas
seccdes. A diferenciagdo entre os cromossomos € feita analisando o padrdo de bandeamento
caracteristicas das extremidades e padrdo de abertura dos pufes.

Fonte: Stocker et al., 1993.
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&

Cromossomo B

Figura 4 — Fotomicrografia dos 4 cromossomos politénicos de R. americana (A, B, C e X) corados com
orceina acética. Notar a presenca dos pufes de DNA. No cromossomo B a presenca do pufe B2 e no
cromossomo C, o pufe C3.

Fonte: Chaves, 2017.
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1.5 OVARIOS

Durante o desenvolvimento ovariano de R. americana, células germinativas
primordiais diferenciam-se em células-tronco germinativas e apos algumas divisbes
mitéticas tornam-se células germinativas (Rezende-Teixeira et al., 2012).

O dltimo ciclo mitético de células germinativas ocorre no inicio da vida larval
dando origem a duas células com destinos diferentes, que se mantém ligadas, mas
se diferenciam: uma torna-se o0 ovOcito I, que entra em meiose e permanece
estacionado em profase |, na subfase zigéteno, com quase nenhuma atividade
transcricional; enquanto a outra ira se diferenciar em célula nutridora (Basile, 1979).

A célula nutridora sofre varios ciclos de poliploidizagéo, em que h4 um aumento
expressivo em seu volume, e ap0s 0 termino deste processo seus CromosSSOmMos
sofrem o processo de politenia, passando a ser politénicos a partir do estagio de pupa
intermediaria (Figura 5). Durante este processo, 0 potencial transcricional da célula
nutridora é aumentado e promove intensa sintese de &cidos nucleicos que contribuem
para a homeostasia da célula (Casartelli, 1971; Basile, 1979).

Células foliculares primordiais inicialmente localizam-se na base de cada
ovariolo, junto ao ovocito. Posteriormente, elas sofrem consecutivas mitoses e
recobrem toda a superficie do conjunto “nutridora\ovécito”, formando o foliculo (Basile,
1969).

Como o ovacito esta praticamente inativo transcricionalmente, por estar parado
em meiose, a célula nutridora assume func¢des, como sintese do vitelo, enriquecendo
o citoplasma do ovécito com seu RNA mensageiro (Basile, 1979).

Existe comunicagéo entre elas, interligando estas duas células, através de um
canal citoplasmatico — ring canal - devendo contribuir para a transferéncia de material,
entre célula nutridora e ovocito (Machado-Santelli, Santelli, 2000).

O tamanho do ovario aumenta rapidamente no estagio intermediario de pupa
até o fim da pupacéo, e depois do aparecimento de cromossomos politénicos na célula
nutridora. Neste estagio, o tamanho da célula nutridora aumenta pouquissimo; a partir
de entdo, pode-se verificar muitos granulos de vitelo no citoplasma do ovdcito. O
ovario de uma mosca adulta ocupa aproximadamente 80% do volume de seu
abdomen (Basile, 1969).
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Larva —32 dias
(foliculo jovem/ inicio
da poliploidia)

19 dias

Pupa Jovem
(fim da poliploidia)

Pupa Intermedidria
(inicio da politenia)

10 dias

Pupa Tardia |
(fim da politenia) |

3 dias

Mosca j_

Figura 5 - Esquema da relacéo do tamanh:o entre células nutridora (NC) e ovécito (Oo) durante o
desenvolvimento ovariano de R. americana. Os tamanhos sdo dados em micrdmetros e correspondem
ao valor médio da medicao de 10 células durante cada fase (1 a 5). Notar o intenso crescimento do
foliculo apos a fase de pupa intermediaria, em que ha o inicio da politenia nas células nutridoras (NC).

Fonte: Basile, 1979.

Dentre os tecidos que apresentam especializacdes de ciclo celular, o ovario é
um dos mais interessantes, pois reine em si diferentes cenarios: meiose no ovocito,
célula nutridora com poliploidia e politenia; e células foliculares com mitose. Deste
modo, um mesmo tecido apresenta todas as condi¢cdes de ciclo celular comuns entre

o0s sciarideos, tornando-o um valioso objeto de estudo.
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1.6 ENDOREPLICACAO

O aumento da quantidade de DNA é uma estratégia usada durante o
desenvolvimento tanto em plantas como em animais e bactérias. E obtido através de
uma variacao do ciclo celular - processo denominado endoreplicacdo, que resulta em
células com copias extras de DNA por meio de repetidos ciclos replicativos, resultando
em poliploidia, politenia ou amplificacdo (Fox, Duronio, 2013).

Esse processo consiste em um desvio do ciclo celular candnico, com reinicio
da replicacdo do DNA mais de uma vez por ciclo celular. Sao periodos alternados de
fase S (Sintese), durante a qual, a replicacdo do DNA acontece, e de fase G (Gap),
guando as células estdo metabolicamente ativas e se preparam para a proxima
rodada de fase S, ndo completando ou até mesmo néo iniciando a mitose, o que
promove o acumulo de DNA na célula (Edgar, Orr-Weaver, 2001).

As duas principais formas de endoreplicagdo foram descritas como
endomitoses e endociclos. Células em endomitoses executam algumas
caracteristicas de mitoses, em que as células iniciam a mitose, promovendo a
separacdo das cromatides-irmads — gerando células poliploides com alteracéo
numeérica cromossdmica, em que o conteado gendmico é multiplo de N, mas as células
nao se dividem, seguido por subsequente reentrada na fase S. Células em endociclos
nao apresentam quaisquer caracteristicas de mitose, mantendo as cromatides-irmas
firmemente pareadas — gerando células politénicas, em que o numero de cépias do
DNA aumenta sem aumentar o nimero de cromossomos propriamente (Calvi, 2013;

Zielke et al., 2013). A figura 6 resume esses processos.

A Ciclo celular can6nico B Endoreplicacao
Gr} G r
M& @

Figura 6- Ciclo celular e variagbes do ciclo celular. (A) O ciclo de divisdo celular consiste em quatro
fases distintas. O DNA é replicado durante a fase S e segregado para as células filhas durante a fase
M. (B) A Endoreplicacdo pode ocorrer tanto por Endomitose, as células passam por Gi, S e G2 com
mitose parcial sem que ocorra citocinese, ou por Endociclo, em que ocorrem periodos alternados de
fases G e S, sem que ocorra a divisdo celular. Fonte: Adaptado de Fox, Duronio, 2013.
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Além dos ciclos endoreplicativos, outra variante comum do ciclo celular ocorre
em ciclos celulares embrionarios, que sao frequentemente muito rapidos e uma ou
ambas as fases G podem ser ignoradas, ocorrendo periodos alternados de fase S e
fase M (Edgar, Lehner, 1996).

Alguns tipos celulares de eucariotos promovem ciclos endoreplicativos em seu
desenvolvimento normal, como por exemplo, nos mamiferos, os megacariocitos
executam endomitoses, atingindo ploidia de até 128C, durante o processo de
producado de plagquetas (Ravid et al., 2002). Os trofoblastos gigantes de mamiferos
sédo encontrados na placenta, exploram seu tamanho para formar uma barreira entre
os tecidos materno e embrionario, tornam-se altamente poliploides atingindo 512C e
até 1000C in vivo (Barlow, Sherman, 1974; Lee et al., 2009). Em insetos, membros
da ordem diptera, como a Drosophila e a Rhynchosciara, apresentam politenia na
maioria dos tecidos, e poliploidia em alguns (Machado-Santelli, Santelli, 2000;
Nordman e Orr-Weaver, 2012). E os niveis de ploidia de células diferenciadas de
Drosophila variam de 16C para 1024C (Rodman, 1967). Graus variados de endociclos
e endomitoses podem ocorrer no mesmo tecido, como por exemplo, é visto no ovario
de Rhynchosciara (Basile, 1979).

Esses processos sao frequentemente encontrados em células que sao
constitutivamente grandes ou altamente ativas metabolicamente, e proporcionam um
suporte a fungdes celulares especificas, como uma maior eficiéncia na atividade dos
genes (Edgar e Orr-Weaver, 2001; Fox, Duronio, 2013).

Entretanto, devido ao rigido controle de replicacéo e divisao celular, o processo
de endoreplicagdo costuma estar relacionado a condi¢cdes anormais de proliferacao
celular, contribuindo para instabilidade genbémica, estresse oxidativo, contextos
patoldgicos, abortos e oncogénese (Davoli, De Lange, 2011).

Com relacdo da regulacdo da endoreplicacdo, uma das caracteristicas mais
interessantes, € que as mesmas proteinas reguladoras que conduzem um tipico ciclo
de divisdo celular, sdo usadas para gerar a progressdo e manutencdo dos ciclos
endoreplicativos. Deste modo, ao menos dois eventos importantes devem ocorrer
para converter um ciclo mitético em um ciclo endoreplicativo: (1) a divisao celular deve
ser suprimida; e (2) a atividade dos complexos ciclina/Cdk devem continuar a oscilar
entre niveis baixos e altos, para o material genético ser reduplicado na auséncia de

divisao celular (Fox, Duronio, 2013).
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1.7 CICLINAS

A progressao do ciclo celular pelas fases G1, S, G2 e M esta sob controle de
um complexo ciclina/Cdk, que apresenta uma associacao e ativacao especifica para
cada fase do ciclo.

As Cdks ou ciclina-dependente quinase sédo heterodimeros de uma familia de
proteinas serina/treonina quinases, que consistem de uma subunidade catalitica
desse complexo. Essas quinases dependem da associacdo da subunidade
reguladora, as ciclinas, necessaria para sua atividade, como efetuar a fosforilacédo de
diversos fatores que véao ativar mecanismos envolvidos com a progresséo e
manutencdo do ciclo celular (Murray, 2004).

A expressao de Cdks € constante, porém, a concentracdo de suas ciclinas
regulatdrias correspondentes oscilam durante o ciclo celular. O controle da entrada
em diferentes fases do ciclo é determinado pelo acumulo de complexos ciclina/Cdk
respeitando a finalizagao das fases anteriores (Schafer, 1998).

No ciclo celular canénico, a sinalizagdo em Go para inicio de G1 esta associada
com a expresséo das ciclinas D complexada com Cdk4 e a Cdk6. A entrada na fase
S é determinada por ciclinaE/Cdk2, e progride sob o controle de complexos ciclina
A/Cdk2, e a mitose é conduzida por Cdk1 e ciclinas mitéticas A e B (Murray, 2004).

A ativacdo dos complexos ciclinaD/Cdk4 e 6, promovem a transicédo de Go, e
as células iniciam a fosforilacdo da proteina do retinoblastoma (Rb) promovendo o
avancgo do ciclo celular. Em G tardio ocorre a ativagdo da Cdk2 pela ligagdo da
ciclinas do tipo E. A ativagdo das Cdks de G inativa as proteinas Rb através da
fosforilagdo, que por sua vez libera os fatores de transcricdo E2F. Este promove a
transcricdo de genes que codificam proteinas que irdo atuar na fase S, incluindo as
ciclinas E e A. Posteriormente, a Cdk2 controla a entrada e progressao da fase S, em
complexos com ciclina E e ciclina A, completando a fosforilacdo das proteinas Rb, e
levando aumentos transcricionais de E2F. O desencadeamento e progressao da
mitose depende das ciclinas A e B que ativam a Cdkl1. O término da mitose requer a
degradacdo das ciclinas mitdticas por APC/C (Anaphase promoting
complex/cyclosome) via ubiquitinizacéo e a ativagdo de proteinas Rb por fosfatases
(Zielke et al., 2008; Song, Rape, 2011; Henley e Dick, 2012; Harashima et al., 2013).
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As Cdks estdo sujeitas a um controle negativo por proteinas inibidoras (CKaI,
cyclin-dependent kinase inhibitors), que se ligam nos complexos ciclina/Cdk e
bloqueiam a atividade catalitica. Sdo divididas em duas classes principais: INK4
(inhibitor of kinase 4) e a CIP/KIP (Cdk interacting protein/kinase inhibitory protein).
Os membros da familia CIP/KIP ndo séo seletivos e podem bloquear qualquer Cdk.
Enquanto os membros do INK4 ligam-se apenas em Cdk4 e Cdk6 associadas com
ciclinas do tipo D (Henley, Dick, 2012).

A progresséao do ciclo celular é também controlada por checkpoints ou pontos
de checagem distintos, com a funcédo de impedir a progressao do ciclo celular sem
gue as etapas anteriores sejam concluidas adequadamente. Os principais checkpoints
estdo na entrada da fase S (G1-S), na entrada da mitose (G2-M), e o checkpoint
mitdtico que controla a progressao da anéfase (Tyson, 1999).

Os checkpoints sdo fundamentais para a manutencdo da integridade das
células, em particular do seu genoma, assegurando que o material genético tenha sido
duplicado de maneira correta e ndo contenha erros. S&o constituidos por sensores
moleculares que efetuam a ativacdo de moléculas, geralmente proteinas quinases ou
fatores de transcricdo que determinam o bloqueio da progressao do ciclo celular pelo
desencadeamento de sinais inibidores a progressdo do ciclo celular, até que estes
estejam reparados.

O primeiro checkpoint G1/S verifica condi¢ges favoraveis para a divisdo, como
o tamanho da célula, nutrientes suficientes, sinais moleculares positivos, como fatores
de crescimento e a integridade do DNA, podendo entrar em um estado quiescente
(Go) até obter sinais positivos para iniciar o ciclo celular. Em G2/M, € conferido o
término do processo de replicacédo e a integridade do contetdo de DNA, podendo inibir
a entrada em mitose e promover um retorno a fase S para restauracdo do DNA. Se o
dano for irreparavel, a célula pode sofrer apoptose ou morte celular programada,
assegurando que o DNA danificado ndo seja repassado para as células filhas. O
checkpoint mitotico detecta se houve ligacdo correta do fuso mitdtico aos cinetdcoros
dos cromossomos e alinhamento cromossémico na placa metafésica, podendo
bloguear a mitose na transicdo entre metafase e anéfase (Elledge, 1996).

Células com com dano no DNA ou replicacdo incompleta sdo impedidas de
iniciar a mitose, através da inativacdo da Cdk1 até o reparo ou o término da replicacéo.

Caso os erros encontrados nos checkpoints sejam irreparaveis, as células nao
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progridem no ciclo, sendo destinadas para apoptose, evitando assim a propagacao de
lesBes ou ainda de DNA incompletamente replicado as células filhas (Murray, 2004).

Entretanto em ciclos endoreplicativos, as células parecem resistir alguns
desses mecanismos de controle do ciclo celular sem serem direcionadas para a
apoptose. Existem mecanismos responsaveis para garantir que 0 genoma seja
replicado uma vez por ciclo celular (Elledge, 1996). Porém, de algum modo pouco
esclarecido, as células endoreplicativas simplificaram a maquinaria de regulacdo do
ciclo celular, sugerindo que o checkpoint que regula o numero de cépias apropriado
na célula, esteja inativo em células endoreplicativas (Lilly, Spradling, 1996).

Além disso, células endoreplicativas, sdo incapazes de induzir a apoptose,
devido a incapacidade de expressar genes apoptoéticos, que normalmente seriam
expressos em células mitéticas apos um efeito genotdxico sobre o material genético,
sugerindo que promotores de genes apoptéticos estariam silenciados nessas células
(Mehrotra et al., 2008).

Os ciclos endoreplicativos também estdo sob controle de complexos
ciclinas/Cdks. Em Drosophila, ciclina E/Cdk2 é o principal complexo necessario para
entrada na fase S e progressao dos ciclos endoreplicativos. Foi mostrado que a
oscilacéo da atividade de ciclina E/Cdk2 gera ciclos replicativos sucessivos, e que em
mutantes sem ciclina E a sintese de DNA € blogueada e ndo ha ciclos endoreplicativos
(Knoblich et al., 1994; Follette et al, 1998; Sallé et al., 2012). Similarmente, a remocao
especifica de Cdk2, bloqueia os endociclos em glandulas salivares e ovarios (Zielke
et al., 2013).

Em células endoreplicativas de Drosophila, foi constatada a participacdo de
ciclina E/Cdk2 na amplificacdo dos genes coridnicos (Lilly, Spradling, 1996). A
superexpresséo da ciclina E induziu a replicacdo do DNA em células endoreplicativas
e aumentou a ploidia dos megacariocitos de camundongos (Britton, Edgar, 1998;
Eliades et al., 2010). Esses dados mostram que ciclina E\Cdk2 é essencial em moscas
e mamiferos para a execucao das fases S em ciclos endoreplicativos.

Embora por muito tempo tenha sido dado um grande enfoque a participacao da
cicina E, até sido considerada a ciclina mais relevante para a progressdo da
endoreplicagao, pois os ciclos endoreplicativos sdo regulados primariamente por uma
oscilagdo do complexo ciclina E\Cdk2, necessaria para um correto licenciamento das
origens de replicacao (Lilly, Duronio, 2005), estudos mostram que a ciclina E ndo € a

Unica ciclina atuando em células endoreplicativas.
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Em Drosophila, a ciclina A forma complexo exclusivamente com Cdkl e
acreditava-se que esse complexo atuava exclusivamente na mitose (Knoblich et al.,
1994). Entretanto, a expressao ectopica de ciclina A induz a transicdo G1/S em varios
tipos de células (Sprenger et al., 1997), e sua superexpressao em discos imaginais de
olhos induz fase S em fotorreceptores em diferenciacao (Dong et al., 1997).

Sallé et al. (2012) demonstraram que embora a ciclina A ndo promova ciclos
endoreplicativos, ela participa do controle da dinamica da endoreplicacédo em células
de linhagem de 6rgéos sensoriais e glandula salivar de Drosophila. Foi mostrado que
a ciclina A é extremamente expressa e que seus niveis oscilam durante os ciclos
endoreplicativos. Mais precisamente, a ciclina A acumula principalmente no
citoplasma durante a fase S e esta envolvida no controle do tempo da fase S, atuando
na transicao entre as fases S precoce e tardia, uma vez que a duragéo das fases S
precoce e tardia € alterada quando hé perda ou ganho de fungéo de ciclina A, levando
a uma reducéo na ploidia da célula, indicando que a ciclina A é necessaria durante os
ciclos replicativos para que as células atinjam ploidia final adequada. Por fim, foi
demonstrado que a ciclina A pode regular o direcionamento da proteina ORC2,
membro do complexo pré-RC, e assim modular a replicacdo da heterocromatina.

A progressao de ciclos endoreplicativos requer uma expressao dos principais
reguladores do ciclo celular, como a ciclina E e ciclina A. Contudo a superexpressao
da ciclina A pode desencadear a fase S, mesmo em um mutante sem ciclina E
(Sprenger et al., 1997; Weiss et al., 1998).

Células podem inibir a mitose e desencadear a endoreplicacdo a partir de uma
downregulation de ciclinas mitéticas, através da ativacdo do complexo APC/C, e da
inducéo de inibidores de Cdks (CKIs) ao longo do ciclo (Lilly, Spradling, 1996; Zielke
et al., 2008). A ciclina B inibe ciclos endoreplicativos promovendo a divisao celular. A
eliminacdo do gene de ciclina B, é suficiente para que as células de leveduras sejam
submetidas a sucessivas rodadas de replicacdo do DNA (Fisher, Nurse, 1995).

Estes dados, dentre outros, levantam o questionamento sobre a participacao
das ciclinas em certos tipos de células que executam normalmente variacbes no
programa de replicagdo de DNA. Portanto, um foco importante surge em abordar a
presenca dos diferentes tipos de ciclinas, nos ciclos endoreplicativos que ocorrem
durante o desenvolvimento ovariano, 0s quais geram poliploidia e politenia nas células

nutridoras do ovario de R. americana.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral
Este trabalho teve como objetivo caracterizar os ciclos replicativos das células

foliculares e nutridoras no ovario de Rhynchosciara americana, e correlaciona-los com

a expressao das ciclinas A e B ao longo do seu desenvolvimento.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar os diferentes tipos celulares no ovario quanto a replicacdo de DNA.

2. Realizar a caracterizagdo molecular da ciclina A e ciclina B.

3. Auvaliar a expressao e localizacdo proteica das ciclinas A e B no ovario.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

As larvas de R. americana foram coletadas na regido de Ubatuba, estado de
S&do Paulo, Brasil. Na natureza, as larvas sdo encontradas em locais Umidos e
protegidos da luz, como na maioria das vezes, embaixo de folhas e inflorescéncia de
bananeiras caidas, as quais fornecem o material necessario para sua alimentacao e
promovem umidade.

No laboratério, as larvas foram mantidas protegidas da luz e sob condi¢des de
umidade e temperatura controladas (22 °C), com algumas modificacbes nas
condicdes estabelecidas por Lara et al. (1965).

As larvas alimentam-se de fungos, portanto, como fonte de nutricdo utilizou-se
erva-mate (llex paraguariensis) fermentada e inflorescéncias de bananeiras, que
durante o apodrecimento, torna-se substrato para fungos dos quais as larvas se

alimentam (Sauaia et al., 1971).

3.2 DISSECACAO DOS ORGAOS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados glandulas salivares e
ovarios.

No laboratorio, os insetos foram recolhidos individualmente e dissecados em
abundante PBSA (140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KHzPOgs; 6,5 mM Naz2HPO4)
utilizando pingas sob estereomicroscopio. As glandulas salivares foram transferidas
para um tubo estéril com solucdo de etanol:acido acético (3:1 v\v), e os ovarios foram

fixados de acordo com o protocolo de cada experimento.
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3.3 LAMINAS DE CROMOSSOMOS POLITENICOS

A confirmagéo dos periodos do desenvolvimento larval de R. americana foi
realizada de acordo com andlise de diferencas morfologicas e citologicas.

Foram feitas preparacdes citolégicas da glandula salivar, usando a morfologia
dos pufes de DNA (B2 e C3) nos cromossomos politénicos, como indicadores dos
estadios do desenvolvimento larval.

Apés a dissecacdo em PBSA, as regides S1 e S2 do par de glandula salivar
foram transferidas para um tubo estéril com solucéo de etanol:acido acético (3:1 v\v)
por no minimo 15 minutos. As glandulas foram transferidas para uma laminula e
coradas com orceina acética (2% de orceina em 45% de &cido acético) por 30
minutos. A solug&o corante foi retirada com um papel absorvente e foi adicionada uma
solucéo de &cido acético 60% por 15 minutos.

As glandulas posicionadas nas laminulas foram cobertas com uma lamina e
foram feitas pressfGes pontuais sobre a laminula para liberar os cromossomos
politénicos de dentro das células, processo denominado “squashing” ou
esmagamento. O excesso de acido acético foi retirado com um papel absorvente
através de uma pressao sobre a laminula e entdo, lamina e laminula foram seladas

com esmalte e a analise foi feita sob microscopio de luz.

3.4 ENSAIO DE REPLICACAO DE DNA

Para identificacdo de células na fase S, realizou-se a marcagdo com EdU (5-
ethynyl-2"-deoxyuridine) um analogo do nucleosidio timidina, incorporado no DNA
durante sua sintese, fornecido comercialmente no produto Click-IT® EdU Alexa
Fluor® 488 Imaging Kit (Invitrogen — Life Technologies Corporation, California, USA).

Os insetos foram dissecados em PBSA e os ovarios extraidos foram tratados
da seguinte forma: incubados com 20 uyM de Click-iT® EdU em meio de cultura
Schneider com penicilina e estreptomicina (Vitrocell — Campinas, SP), suplementado
com 10% de SFB durante 1 hora em temperatura ambiente. Apos incubacéo, os
ovarios foram lavados em PBSA, fixados em solucdo de formaldeido 3,7% por 30
minutos, lavados novamente com PBSA e estocados em PBSA a 2 - 8 °C.
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Posteriormente, para detec¢cdo do EdU incorporado nas células, os ovarios
foram permeabilizados com 1% Triton X-100 em PBSA por 30 minutos, lavados em
PBSA e incubados com Click-iT reaction Alexa Fluor® azide 488 por 30 minutos e
protegidos da luz, de acordo com as informacdes do fabricante.

Para coloracédo do nucleo, os ovarios foram lavados em PBSA e tratados com
RNAse 10 mg/mL por 30 minutos a temperatura ambiente e depois foi adicionado 3
ML de iodeto de propideo por 20 minutos, e os ovarios foram lavados com PBSA.

As laminas foram montadas com 10 pyL Vecta Shield (Vector Laboratories -
Burlingame, CA, EUA).

O material foi observado no Microscopio Confocal de Varredura a Laser (ZEISS
- LSM510, Oberkdochen, Alemanha) e para analise das imagens foi utilizado o

programa LSM Image Browser (ZEISS).

3.5 IMUNOLOCALIZACAO PROTEICA

Para identificar a localizagéo das proteinas ciclina A, ciclina B e a e B-tubulina,
apos a dissecacao, os ovarios foram fixados em solucdo de formaldeido 3,7% por 20
minutos. Em seguida, foram lavados com PBSA, permeabilizados com 1% Triton X-
100 em PBSA por 1 hora e lavados em PBSA. Foram incubados com solucdo de
blogueio 1% de Albumina sérica bovina (BSA) em PBSA por 1 hora e lavados com
PBSA.

Foram tratados com RNAse 10 mg/mL por 30 minutos a temperatura ambiente,
em um volume suficiente para cobrir todo o material. E entdo, para corar a actina foi
adicionado 20 pL de faloidina (Alexa Fluor 633 — Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA)
por 2 horas a temperatura ambiente e protegido da luz. Os ovarios foram lavados em
PBSA e incubados com anticorpo primario produzidos em mouse (ver tabela 1),
overnight a temperatura ambiente e protegido da luz.

Apos esse periodo, os ovarios foram lavados com PBSA, incubados novamente
com solucéo de bloqueio 1% BSA por 1 hora e lavados com PBSA. Foi retirado o
PBSA e foi adicionado o anticorpo secundario anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen,
Eugene, Oregon, EUA), incubado por 2 horas a temperatura ambiente e protegido da

luz. Depois foi adicionado 3 pL de iodeto de propideo por 20 minutos. Os ovarios foram
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lavados com PBSA e as laminas foram montadas com Vecta Shield. O material foi
visualizado ao Microscopio Confocal de Varredura a Laser.

Os anticorpos monoclonais anti-ciclina A e B foram obtidos a partir do
Developmental Studies Hybridoma Bank, e o anti-a e B-tubulina foi obtido da Sigma-
Aldrich (St. Louis Missouri, EUA). Na tabela 1 encontra-se os anticorpos utilizados e

suas concentracdes finais.

Tabela 1 — Anticorpos e concentracdes utilizados para Imunofluorescéncia.

ANTICORPOS 1° CONCENTRACAO
anti-CycA (A12) 5 pg/mL
anti-CycB (F2F4) 5 pg/mL
anti-a e B-tubulina 3 ug/mL

3.6 RECONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL

As imagens obtidas através das preparacdes citologicas de imunolocalizacao
proteica descritas na secéo 3.5, foram utilizadas para reconstrucao tridimensional (3D)
no software Imaris 7.1 (Bitplane AG), segundo metodologia estabelecida pelo préprio

software.
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3.7 EXTRACAO DE RNA TOTAL DOS OVARIOS

Foram dissecados 12 ovarios de cada periodo do desenvolvimento analisado.
ApoOs a dissecacdo em PBSA, os ovérios foram transferidos para um tubo estéril com
uma solucdo de etanol 70% por 20 minutos e estocados em uma solucdo de
etanol:glicerol (1:1 v/v) a -20 °C até o momento da extracao.

Foi retirada a solucdo de etanol:glicerol e os ovérios foram lavados em PBSA.
Em seguida foi adicionado 300 pL do tampé&o de digestdo TMD (25 mM Tris- HCI pH
7,5; 20 mM EDTA pH 8; e 20 mM NacCl), com adicdo de 30 uL de Sulfato de Sédio
Dodecila (SDS 10%) e 5 pyL da enzima proteinaseK 10 mg/mL (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA). A solucao foi misturada por inverséo e incubada a 65 °C, a 900
rpm por 1 hora.

Apobs digestdo completa do tecido, foi adicionado 300 pL de fenol:cloroférmio
(1:1 v/iv — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), as amostras foram agitadas vigorosamente
e centrifugadas por 5 minutos a 14000 rpm. Em seguida, para a separacéo da fase
organica e inorganica, 300 uL do sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um
novo tubo estéril, no qual, foi acrescentado 600 uL de etanol 100%, homogeneizado
por inversao e estocado overnight a -20 °C.

ApoOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 4 °C e
14.000 rpm. Os sobrenadantes foram desprezados por inversédo do tubo e o pellet foi
lavado com 500 pL de etanol 70% gelado. Novamente as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos a 4 °C e 14.000 rpm e o sobrenadante desprezado. O
RNA foi seco a temperatura ambiente por 1 hora.

O pellet foi ressuspendido com 30 pL de H20 RNAse free (tratada com 0,1%
DEPC - Dietilpirocarbonato — sob agitacdo por 24 horas e autoclavada). E a
guantificacdo do RNA total foi realizada com 2 pL de cada amostra através do
espectrofotometro EON (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). As leituras de
absorbancia foram realizadas nos comprimentos de onda 260 e 280 nm e o resultado
apresentado em ng\pL. A relacédo A260/A280 deve apresentar valores entre 1,8 e 2.2
que representa bom grau de pureza.

Para obtencdo de RNA puro, o RNA extraido foi tratado com 1 uL de DNAse
para 1 ug de RNA extraido (Kit: DNAse 1, Amplification Grade — Sigma, Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), foi adicionado 2 yL de Reaction Buffer 10x completado com
H20 RNAse free para um volume final de 20 pL. Incubado por 30 minutos a
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temperatura ambiente. Para inativacao da enzima, foi adicionado 1 yL de Buffer Stop
Solution, incubado por 10 minutos a 70°C. O RNA foi quantificado por
espectrofotometria EON. O restante do RNA extraido foi armazenado a -20° C com

0,1 v/v de acetato de sddio 3 M e 2,5 o volume de etanol absoluto.

3.8 PCR CONVENCIONAL

Para checar se houve amplificacdo de DNA nas amostras de RNA, foi feita uma
reacdo de PCR com 1 pL de cada amostra tratada com DNAse (ver secao 3.8). As
reacdes foram realizadas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, California, EUA). Para cada amostra foi adicionado, 5 pL de buffer (5x Go
Taq Flexi — Promega), 2 uL Mg+2 (MgClI2, 25mM), 1 uL dNTP mix (20mM), 1 yL primer
ciclina B_left, 1 uL primer ciclina B_right, 1 uL templete (RNA tratado com DNAse),
0,5 pL da enzima (Go Taq polimerase — Promega) e 11,5 pL de RNAse H20 free para
um volume final de 25 pL.

As amostras foram levadas ao termociclador utilizando a programacgéao: 94 °C
por 10 minutos, 94 °C por 30 segundos, TM 56 °C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto, 72 °C por 7 minutos resfriado a 4 °C. As amostras foram verificadas em gel
de agarose 0,8% e brometo.

As sequéncias e Tm dos primers usados estao representadas na tabela 1.

Tabela 2 - Sequéncia e Tm dos primers utilizados para PCR
PRIMER SEQUENCIAS T™

LEFT: 5" GACAGCACC GTCAGT CATTC 3’ 55.9°C
qRaCiclB

RIGHT: 5" TCG CTG TCA GAC GGAGAT TT 3° 56.1°C
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3.9 SINTESE DE CDNA - REACAO DE TRANSCRIPTASE REVERSA (RT)

A sintese de DNA complementar (cDNA), foi realizada através da reagédo de
transcriptase reversa utilizando o kit IMPROM-II Reverse Transcriptase System
(Promega Corporation, Madison, USA) no termociclador Veriti Thermal Cycler.

O protocolo para a sintese de cDNA foi dividido em trés etapas; a primeira etapa
consiste na desnaturacdo, onde 1 pg de RNA total foi colocado em tubo estéril e
adicionado 1 pL de oligo deoxirribonucleotideo T (dT). Em seguida, foi completado
com agua RNAse free para o volume final de 11,6 pL, logo apds, os tubos foram
colocados em termociclador incubados a 70 °C por 5 minutos e rapidamente resfriados
a4 °C.

Para a segunda etapa, chamada de anelamento, foi preparada uma solugao
mix com: 4 pL de tampao de reacao Improm buffer 5X, 2,4 uL de MgClz (25 mM), 1 pL
dNTP mix (10mM), e 1 pL da enzima Improm RT. Em seguida, foram adicionados 8,4
pL da solucdo mix em cada reacdo a primeira fase, completando um volume final de
20 pL por reagdo. As amostras foram levadas ao termiciclador utilizando uma
programacéao de 25 °C por 5 minutos e depois 42 °C por 1 hora.

Na ultima fase ocorreu a inativacdo da enzima transcriptase reversa por
aguecimento a 72 °C por 15 minutos e resfriado a 4 °C no termociclador. E as

amostras foram armazenadas a -20 °C.

3.10 EXPRESSAO GENICA — REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL
(QPCR)

Para andlise do perfil de expressdo, os niveis de transcricdo de ciclina A e
ciclina B foram determinados por experimentos de PCR quantitativo (Real Time-
gPCR) utilizando o cDNA preparado como descrito anteriormente (ver secéo 3.10). As
reacdes foram realizadas em triplicatas de cada amostra que correspondia a um
periodo do desenvolvimento. E a normalizacao foi efetuada por massa de RNA total.

As sequéncias e Tm dos primers usados estao representadas na tabela 3.

Para cada reacéo foi adicionado 2,5 pL de buffer 10 X PCR, 2 yL de MgCl2 (50
mM), 1 yL de dNTP, 1 y L de SYBR Green, 1 pL dos primer_left, 1 yL dos primer_right
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1 uL de cDNA, 0,5 uL de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)
e foi completado com H20 RNase free para 25 pL.

As reacOes foram efetuadas no aparelho termociclador Corbett Research -
Rotor Gene 6000 real-time cycler (QIAGEN, Hilden, Alemanha) com marcador SYBR
Green, nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de 94 °C por 5 minutos e 35 ciclos de 94 °C
por 20 segundos, 53 °C por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos. Como calibrador,
foi utilizado o periodo mais jovem entre as amostras e as analises das reacdes foram

efetuadas pelo programa REST 2008.

Tabela 3 - Sequéncia e Tm dos primers utilizados para gPCR

PRIMERS SEQUENCIAS ™
) LEFT: 5" TGC CGT CCAAATATCAGC TG 3’ 55.3°C
gqRaCiclA
RIGHT: 5" TCT ACC GAT GCCATG TGT GT 3’ 56.3 °C
LEFT: 5" GACAGCACC GTCAGTCATTC 3 55.9 °C
qRaCiclB
RIGHT: 5" TCG CTGTCAGAC GGAGATTT 3’ 56.1 °C

3.11 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DOS OVARIOS

Os ovarios foram dissecados em PBSA, transferidos para um tubo estéril com
uma solugado de etanol 70% por 10 minutos e estocados em uma solugéo de
etanol:glicerol (1:1 v/v) a -20 °C até o momento da extracao.

Foi retirada a solucdo de etanol:glicerol e os ovarios foram lavados em PBSA.
Em seguida foi adicionado 300 pL do tampéo de digestdo TMD, com adi¢cao de 30 pL
de SDS 10% e 5 pL de proteinase K 10 mg/mL. A solucao foi misturada por inversao
e incubada a 65 °C, a 900 rpm por 1 hora.

Apos digestdo completa do tecido, foi adicionado 300 pL de fenol:cloroférmio
(1:1 v/v), as amostras foram misturadas por inversao (sem vortex) e centrifugadas por
5 minutos a 14000 rpm. Em seguida, para a separacdo da fase orgéanica e inorganica,
300 pL do sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo estéril, no
qual, foi acrescentado 600 pyL de etanol 100%, homogeneizado por inversédo e

estocado overnight a -20 °C.
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Apobs esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4 °C e
14.000 rpm. Os sobrenadantes foram desprezados por inverséao do tubo e o pellet foi
lavado com 500 pL de etanol 70% gelado. Novamente as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 4 °C e 14.000 rpm e o sobrenadante desprezado. O
DNA foi seco a temperatura ambiente por 1 hora.

O pellet foi ressuspendido com 30 pL de H20 RNAse free. E a quantificagao do
DNA foi realizada com 2 yL de cada amostra através do espectrofotometro EON. Para
obtencdo de DNA gendmico puro, as amostras foram tratadas com RNAse 10 mg/mL
por 1 hora a temperatura ambiente e depois foram estocadas a 2 - 8 °C.

3.12 TRANSFORMACAO POR CHOQUE TERMICO E ISOLAMENTO DE COLONIA

BACTERIANA

Os clones NOR65_FO05 (ciclina A) e OR6_EOL1 (ciclina B) foram transformados
por choque térmico. Foi utilizado bactérias competentes da espécie Escherichia coli
linhagem DH5a.

Foi transferido 50 uL de bactérias competentes e 1 pL do clone para um tubo
estéril, incubado por 5 minutos no gelo. A seguir, foram incubados a 42 °C por 2
minutos e transferéncia imediata para o gelo por 2 minutos. Para a recuperacao das
bactérias, foi acrescentado 200 pL de meio de cultura LB liquido (10 g/L NaCl, 5 g/L
extrato de levedura e 10 g/L triptona) e incubado a 37 °C por 30 minutos.

Apébs esse periodo as bactérias foram plaqueadas em meio de cultura LBA
sélido (2,5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L triptona, 5 g/L NaCl e 7,5 g/L agar),
contendo 100 mg/L de ampicilina. Foi transferido 40 pL de bactérias em cada placa
de meio LBA sdlido.

Para selecdo de recombinantes (que continham os insertos) foi adicionado 4
pL de IPTG 1M e 40 uL de X-gal 20 mg/ml; a placa foi incubada overnight a 37 °C.

Apos esse periodo, foram escolhidas colénias isoladas e as bactérias contendo
o inserto foram crescidas overnight em tubo estéril contendo 5 mL de meio LB liquido

e 5 pL de ampicilina (proporcéo de 1:1000) a 37 °C e sob agitacdo de 137 rpm.
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3.13 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

Apds o crescimento, a extragcdo do DNA plasmidial foi realizada de acordo com
o protocolo de Fast MiniPrep. A suspensao de bactérias foi transferida para um tubo
estéril e centrifugada por 5 minutos a 14.000 rpm. Formou-se um pellet de bactérias e
0 meio foi desprezado por inversao.

Foi adicionado ao tubo contendo as bactérias, 100 pL da solugdo de
ressuspensédo, chamada de solucéao | (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCI pH 8.0 e 10
mM EDTA) e 1 uL de RNase 10 mg/mL. Em seguida, foi homogeneizado no agitador
vortex até dissolver o pellet.

Em seguida, foi adicionado 200 L da solugéo de lise, ou solugéo Il (1% SDS e
0,2 M NaOH). Foi homogeneizado por inverséo e, apés 5 minutos foi adicionado 200
ML da solucédo de neutralizacdo ou chamada solucao Il (3 M acetato de potassio e
11,5% de acido acético). Foi entdo, homogeneizado por inversao e incubado no gelo
por 15 minutos.

Apés esse periodo, foi centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm. Foi retirado
400 pL do sobrenadante e transferido para um tubo estéril, foi adicionado 300 pL de
isopropanol e homogeneizado por inversao.

A sequir, foi centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e foi adicionado 500 pL de etanol 70% gelado,
homogeneizado por inversao, centrifugado novamente por 5 minutos a 14.000 rpm e
0 sobrenadante foi descartado.

O DNA plasmidial extraido foi secado a vacuo por 10 minutos a 65°C no
Concentrador 5301 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e ressuspendido em 30 uL de
H20 Milli-Q sob agitag&o vigorosa no vortex. Por fim, foi estocado a -20 °C.

O DNA plasmidial obtido foi quantificado no espectrofotdbmetro EON e depois
foi realizado uma digestédo dupla com as enzimas de restricdo EcoR | e Hind Il e buffer
E (Promega Corporation, Madison, USA).

Para a reacdo de digestdo foi adicionado em um tubo estéril: 3 yL do DNA
plasmidial, 2 pyL do buffer E, 0,5 uL EcoR |, 0,5 uL Hind Il e 14 yL H20 Milli-Q, para
um volume final de 20 pL Foi incubado por 1 hora e 30 minutos a 37 °C e depois 65
°C por 15 minutos. Em seguida foi checado em gel de agarose 0,8% para verificar o

tamanho do inserto.
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3.14 SEQUENCIAMENTO

Para o sequenciamento dos clones, foi utilizado o kit de sequenciamento Big
Dye Terminator (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA) e para cada reacao de
PCR de sequenciamento foi adicionado: 1 pyL BigDye, 3 yL Tampéo SM, 3,5 pL H20
RNase free, 1,5 yL DNA, 1 uL primer e depois transferido para o termociclador, nas
seguintes condi¢cdes: 1 ciclo de 96 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 96 °C por 20
segundos, 50 °C por 1 minuto, 60 °C por 4 minutos. Apdés o fim da reacdo de
amplificacdo o material foi mantido a 4°C.

O produto de PCR foi precipitado adicionando a cada amostra 25 L de solucdo
gelada de precipitacédo contendo 23 uL de etanol 100%, 1 uL de acetato de sddio 3 M
pH 5.0 e 1 pL de glicogénio (1 g/L). Em seguida, foi realizado breve agitacdo no vortex
e as amostras permaneceram no gelo por 40 minutos. Foram centrifugadas por 40
minutos a 4.000 rpm e refrigeradas a 4 °C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, foi adicionado 50 yL de etanol 70%
gelado e centrifugado nas mesmas condi¢gdes. Depois o0 sobrenadante foi descartado
e seco por 1 hora a temperatura ambiente e protegido da luz. Finalmente, foi
adicionado 10 uL de tampao de corrida (formamida 10%). O aparelho utilizado foi um
sequenciador de 16 capilares modelo ABI-3130 (Applied Biosystem, Carlsbad, CA,
EUA).

3.15 ANALISE

As sequéncias foram analisadas pelo banco de dados BlastX — Basic Local
Alignment Search Tool, uma ferramenta de biologia molecular de software oferecido
pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information). Os alinhamentos dos
nucleotideos foram realizados no programa ClustalX — Multiple Alignment of Nucleic
Acid and Protein Sequences, separando as sequéncias que se sobrepdem em cotings
e as sequéncias isoladas em singlets. Para edicéo, foi utilizado o programa BioEdit —

Sequence Alignment Editor.
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4 RESULTADOS

4.1 MORFOLOGIA GERAL DO FOLICULO

Os ovarios de R. americana sofrem modificaces morfologicas significativas no
decorrer do seu desenvolvimento. Durante a fase larval, o par de ovario é pequeno
em relacdo ao tamanho da larva, atingindo grandes propor¢cdes durante a fase de
pupa e mosca.

Para uma melhor compreensdo da organizacao dos trés tipos de células que
compde um foliculo ovariano e devido as modificacdes que ocorrem nos ovarios
durante o desenvolvimento, foram selecionadas trés idades representativas: uma para
a fase larval (4° periodo), uma para a fase de pupa jovem (3° dia de pupa) e outra
para a fase de pupa intermediaria (5° dia de pupa). Essas idades apresentam
diferencas morfologicas mais relevantes. Foram feitas imagens com preparacdes de
imunofluorescéncia, em que as estruturas relevantes como microfilamentos,
microtubulos e DNA estédo evidenciados (Figuras 7-9).

Na fase larval, as células nutridoras e o0s ovOcitos sdo pequenos e estao
localizados na por¢cao mais externa do ovario. As células foliculares primordiais estéo
localizadas na base de cada ovariolo, na por¢do mais interna do 6rgéo (Figura 7).

Ao longo do desenvolvimento, as células foliculares se dividem e recobrem a
superficie do ovécito e de sua respectiva célula nutridora, formando o foliculo. Durante
a fase de pupa jovem, as células nutridoras aumentam de tamanho e o ovdécito ainda
permanece pequeno (Figura 8).

O ovario continua crescendo, e na fase de pupa intermediaria, o foliculo
aumenta significativamente em volume, devido ao aumento do ovécito, pois seu
citoplasma € enriquecido com vitelo (Figura 9).

Na figura 9, observa-se com mais detalhe a localizac&o dos trés tipos de células
situadas no foliculo. A célula nutridora esta sempre associada ao ovocito ao longo do
desenvolvimento. Células foliculares achatadas envolvem cada conjunto de célula
nutridora\ovocito. Nota-se no ovécito a regidao da vesicula germinal com cromossomos

meiodticos e matriz nuclear e citoplasma com vitelo.
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Actina

Figura 7- Imagem de imunofluorescéncia dos ovariolos de R. americana no 4° periodo da fase larval.
Tubulina evidenciada com anticorpos anti-a e anti-- tubulina (anticorpo secundario mouse-Alexa 488
— verde), DNA nuclear corado com iodeto de propideo em vermelho e actina marcada com faloidina
Alexa 633 — azul. F: nucleo das células foliculares ; N: ntcleo da célula nutridora; Seta branca: ovacito.
As imagens correspondem uma proje¢do de véarias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano,
obtidas em microscopio confocal de varredura a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais

juntos.



48

Actina

Figura 8- Imagem de imunofluorescéncia dos foliculos no ovario de R. americana no 3° dia de pupa.
Tubulina evidenciada com anticorpos anti-a e anti-B- tubulina (anticorpo secundério mouse-Alexa 488
— verde), DNA nuclear corado com iodeto de propideo em vermelho e actina marcada com faloidina
Alexa 633 — azul. F: nicleo das células foliculares; N: nucleo da célula nutridora; Ov: ovécito. As
imagens correspondem uma projecdo de varias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano,
obtidas em microscépio confocal de varredura a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais

juntos.
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Figura 9- Imagem de fluorescéncia. Detalhe de um foliculo no ovério de R. americana no 5° dia de
pupa. Actina marcada com faloidina Alexa 633 - azul, fotomicrografia de fase, DNA nuclear corado com
iodeto de propideo em vermelho. F: nacleo das células foliculares ; N: nacleo da célula nutridora; Cn:
citoplasma da célula nutridora; Seta branca longa: cromossomos poliploides\politénicos da célula
nutridora; Ov: ovocito; Seta preta: vesicula germinal do ovdcito; Seta branca: cromossomos meiéticos
do ovdcito; Notar a presenca de vitelo (*) no citoplasma do ovécito. As imagens correspondem uma
projecdo de varias fatias do eixo Z organizadas em um unico plano, obtidas em microscépio confocal
de varredura a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais juntos.
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4.2 ATIVIDADE REPLICATIVA DE DNA

Um dos objetivos desse trabalho foi detectar atividade replicativa do DNA nas
células foliculares e nutridoras do ovario de R. americana ao longo do seu
desenvolvimento, através de ensaios de incorporacdo de EdU (5 - etinil - 2' -
desoxiuridina), um analogo do nucleosideo de timidina incorporado no DNA durante a
sintese, evidenciando as células que passaram pela fase S.

Os ensaios foram feitos em duas fases do desenvolvimento:

1. Fase larval: 3°, 4°, 5° e 6° periodos do quarto estagio larval.

2. Fase de pupa: 1° ao 8° dia de pupa.

Observou-se uma intensa incorporacéao de EdU nas células foliculares durante
a fase larval (4° ao 6° periodo), mostrado na figura 10; durante a fase de pupa jovem
(1° dia ao 3° dia de pupa), figura 11; e durante a fase de pupa intermediaria (4° ao 6°
dia de pupa), figura 12; identificando uma intensa atividade proliferativa nessas
células.

Na fase de pupa tardia (7° ao 8° dia de pupa), néo foi observado incorporacao
de EdU no nucleo das células foliculares, sugerindo o encerramento da sintese de
DNA e atividade proliferativa dessas células nos dias finais da fase de pupa (Figura
13).

Do mesmo modo, foram observadas células nutridoras positivas para
incorporacao de EdU, principalmente no 6° periodo larval (Figura 10: D1-D3), periodo
que precede a fase de pupa e nos dias iniciais da fase de pupa (1° ao 3° dia) mostrado
na figura 11.

Durante a fase de pupa intermediaria (Figura 12) e fase de pupa tardia (Figura
13), ndo foram observados ndcleos marcados, de forma que se sugere o
encerramento da sintese de DNA nessas células no 4° dia de pupa (Figura 12: H1-
H3).



Figura 10 — Atividade replicativa das células foliculares e nutridoras do ovario de R. americana durante
a fase larval (3° ao 6° periodo larval). (A1-A3) Ovario no 3° periodo larval (3P); (B1-B3) Ovario no 4°
pes‘odo larval (4P); (C1-C2) Ovario no 5° periodo larval (5P); e (D1-D2) Ovério no 6° periodo larval
(6P). A deteccéo da sintese de DNA nas células foliculares (F) e nutridoras (N) € mostrada em verde
(EdU) e o nucleo em vermelho é marcado com iodeto de propideo. As imagens correspondem uma
projecao de varias fatias do eixo Z organizadas em um anico plano, obtidas em microscépio confocal
de varredura a laser. Terceiro quadro exibe os dois canais juntos.
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Figura 11 — Atividade replicativa das células foliculares e nutridoras do ovario de R. americana durante
a fase de pupa jovem (1° ao 3° dia de pupa). (E1-E3) Ovario de pupa 1° dia (pl); (F1-F3) Ovario de
pupa 2° dia (p2); e (G1-G2) Ovario de pupa 3° dia (p3); A deteccdo da sintese de DNA nas células
foliculares (F) e nutridoras (N) € mostrada em verde (EdU) e o nucleo em vermelho é marcado com
iodeto de propideo. As imagens correspondem uma projecao de varias fatias do eixo Z organizadas em
um dnico plano, obtidas em microscépio confocal de varredura a laser. Terceiro quadro exibe os dois
canais juntos.
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Figura 12 — Atividade replicativa das células foliculares e nutridoras do ovario de R. americana durante
a fase de pupa intermediaria (4° ao 6° dia de pupa). (H1-H3) Ovario de pupa 4° dia (p4); (I11-13) Ovario
de pupa 5° dia (p5); e (J1-J2) Ovério de pupa 6° dia (p6); A deteccdo da sintese de DNA nas células
foliculares (F) e nutridoras (N) € mostrada em verde (EdU) e o nucleo em vermelho é marcado com
iodeto de propideo. As imagens correspondem uma projecdo de vérias fatias do eixo Z organizadas em
um dnico plano, obtidas em microscépio confocal de varredura a laser. Terceiro quadro exibe os dois
canais juntos.
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Figura 13 — Atividade replicativa das células foliculares e nutridoras do ovario de R. americana durante
a fase de pupa tardia (7° ao 8° dia de pupa). (K1-K3) Ovario de pupa 7° dia (p7); e (L1-L3) Ovario de
pupa 8° dia (p8). A deteccdo da sintese de DNA nas células foliculares (F) e nutridoras (N) é mostrada
em verde (EdU) e o nucleo em vermelho é marcado com iodeto de propideo. As imagens correspondem
uma projecdo de varias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano, obtidas em microscépio
confocal de varredura a laser. Terceiro quadro exibe os dois canais juntos.



55

4.3 PERFIS DE EXPRESSAO GENICA

Experimentos de RT-PCR quantitativo (Real Time-PCR) foram realizados com
a finalidade de analisar quantitativamente os niveis de expresséo das ciclinas A e B
identificadas em R. americana, e comparar com o perfil da atividade replicativa das
células foliculares e nutridoras identificadas durante a ovogénese, através da
incorporacao de EdU.

A normalizacdo dos Ct's foi efetuada por massa de RNA total jA que a
expresséo de alguns genes de referéncia (GAPDH, actina e tubulina) presentes na
biblioteca de cDNA de R. americana apresentaram grande variacdo durante o
desenvolvimento, fato também descrito por Rezende-Teixeira et al. (2008).

Para os experimentos, foram utilizados ovarios de individuos-irméos do mesmo
grupo. E os niveis de expressao relativa foram determinados em duas fases do
desenvolvimento:

1. Fase larval: 3°, 4°, 5° e 6° periodos do quarto estagio larval.

2. Fase de pupa: 1° ao 5° dia de pupa.

Durante a fase larval, os niveis de expressao de ciclina A tiveram um aumento
ao longo do desenvolvimento ovariano, atingindo um pico da expressao do transcrito
no 6° periodo, com aumento de 2,5 vezes em relagcéo ao 6° periodo larval usado como
calibrador (Figura 14A). Os niveis de expressao de ciclina B também tiveram um
aumento, porém atingiram um pico no 4° periodo, com reducéo da quantidade de
mensageiros nos periodos seguintes, 5° e 6° periodo (Figura 14B).

Durante a fase de pupa, observou-se aumentos gradativos da quantidade de
mensagens de ambas ciclinas nos ovarios, atingindo uma diferenga significativa entre
o 1° dia de pupa, usado como calibrador e o 5° dia de pupa (Figuras 15A e 15B).

Interessante destacar, que os niveis do mensageiro de ciclina A nos ovarios
aumentaram aproximadamente 10 vezes, enquanto os niveis do mensageiro de ciclina
B, aumentaram aproximadamente 30 vezes. Claramente, as duas ciclinas foram co-
expressadas, poréem o perfil de expressdo do RNA mensageiro de ciclina B, foi mais
expresso ao longo do desenvolvimento ovariano.

N&o foram observadas diferengcas nas curvas de melting obtidas nos
experimentos, fato que indica que os transcritos estariam de fato sendo amplificados

nos experimentos de RT-PCR.
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Figura 14A — Grafico da expressao relativa da Ciclina A por RT-PCR quantitativo no ovéario de R.
americana durante a fase larval.
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Figura 14B — Gréfico da expresséo relativa da Ciclina B por RT-PCR quantitativo no ovério de R.
americana durante a fase larval.
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Figura 15A — Grafico da expressao relativa da Ciclina A por RT-PCR quantitativo no ovario de R.
americana durante a fase de pupa.
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Figura 15B — Gréfico da expressao relativa da Ciclina B por RT-PCR quantitativo no ovério de R.
americana durante a fase de pupa.
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4.4 IMUNOLOCALIZACAO DAS CICLINAS AEB

Para identificar a localizacao celular das proteinas ciclina A e B nos ovarios de
R. americana, foram feitos ensaios de imunolocalizacdo em ovarios obtidos na fase
de pupa (5° dia de pupa). Nessa fase, os ovarios apresentam um tamanho
consideravelmente maior do que em fases mais jovens do desenvolvimento, fato que
facilita a observacédo da marcacéo e analise dos experimentos.

Utilizando o anticorpo dirigido contra a ciclina A, foi possivel observar a
presenca de uma marcacao difusa e homogénea no citoplasma da célula nutridora e
no citoplasma do ovacito, presente em todos os foliculos ovarianos (Figura 16 e 17).

Inesperadamente, observou-se que ndo houve marcacdo para ciclina A na
regido da vesicula germinal do ovdcito. Na figura 17, é possivel observar com mais
detalhe auséncia proteica de ciclina A apenas nessa regido de todo o foliculo.

Surpreendentemente, utilizando o anticorpo dirigido contra a ciclina B,
constatou-se uma marcacao forte e consistente situada na regido da vesicula germinal
do ovécito e também uma marcacao difusa no citoplasma das células nutridoras em
todos os foliculos do ovario (Figura 18).

Na figura 19, observa-se com mais detalhe um aglomerado proteico de ciclina
B, juntamente com os cromossomos meidticos corados em vermelho, na regido da
vesicula germinal do ovdcito, a qual ndo apresentou ciclina A.

No citoplasma do ovdcito, a marcacao para ciclina B foi fraca, de forma que
para confirmar a localizagcdo das ciclinas nas diferentes células do ovario, foram feitas

recontrucdes tridimensionais, mostrada na secao seguinte.
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Figura 16- Imagem de imunofluorescéncia no ovario de R. americana no 5° dia de pupa. Ciclina A
evidenciada com anti-CycA (anticorpo secundario Alexa 488 — verde), DNA nuclear corado com iodeto
de propideo em vermelho, actina marcada com faloidina Alexa 633 — azul. F: nlcleo das células
foliculares ; N: nicleo da célula nutridora; Ov: ovdcito; Seta branca: indica a auséncia de marcacao
para ciclina A na regido da vesicula germinal do ovécito. As imagens correspondem uma projecéo de
vérias fatias do eixo Z organizadas em um nico plano, obtidas em microscépio confocal de varredura
a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais juntos.
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Figura 17- Imagem de imunofluorescéncia. Detalhe dos foliculos no ovario de R. americana no 5° dia
de pupa. Ciclina A evidenciada com anti-CycA (anticorpo secundario Alexa 488 — verde), DNA nuclear
corado com iodeto de propideo em vermelho, actina marcada com faloidina Alexa 633 - azul. F: nlcleo
das células foliculares ; N: nicleo da célula nutridora; Ov: ovécito; Seta branca: indica a auséncia de
marcacao para ciclina A na regido da vesicula germinal do ovdcito. As imagens correspondem uma
projecédo de varias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano, obtidas em microscépio confocal
de varredura a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais juntos.
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Figura 18- Imagem de imunofluorescéncia no ovéario de R. americana no 5° dia de pupa. Ciclina B
evidenciada com anti-CycB (anticorpo secundério Alexa 488 — verde), DNA nuclear corado com iodeto
de propideo em vermelho, actina marcada com faloidina Alexa 633 - azul. F: ndcleo das células
foliculares ; N: nucleo da célula nutridora; Ov: ovocito. As imagens correspondem uma projecao de varias
fatias do eixo Z organizadas em um unico plano, obtidas em microscépio confocal de varredura a laser.
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Figura 19- Imagem de imunofluorescéncia no ovario de R. americana. Detalhe de um foliculo no 5° dia
de pupa. Ciclina B evidenciada com anti-CycB (anticorpo secundario Alexa 488 — verde), DNA nuclear
corado com iodeto de propideo em vermelho, actina marcada com faloidina Alexa 633 - azul. F: nlcleo
das células foliculares; N: nucleo da célula nutridora; Ov: ovécito. As imagens correspondem uma
projecao de varias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano, obtidas em microscopio confocal
de varredura a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais juntos.
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Em confirmacdo dos resultados, os experimentos de controle negativo
realizados sem a incubacdo dos anticorpos primarios ndo apresentaram marcacao,
mostrando apenas precipitados residuais, de modo que néo foi observada marcacéo

inespecifica entre o0 anticorpo secundario, confirmando sua especificidade (Figura 20).

Figura 20- Controle negativo. Imagem de imunofluorescéncia no ovéario de pupa de 5 dias de R.
americana. Anticorpo secundario anti-mouse Alexa 488 em verde, DNA nuclear corado com iodeto de
propideo em vermelho, actina marcada com faloidina Alexa 633 - azul. F: nlcleo das células
foliculares; N: nlcleo da célula nutridora; Ov: ovdcito. As imagens correspondem uma projecdo de
varias fatias do eixo Z organizadas em um Unico plano, obtidas em microscopio confocal de varredura
a laser. Quadro inferior direito exibe os trés canais juntos.
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4.5 RECONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL

A série de imagens fluorescentes obtidas em seccbes Opticas consecutivas
através do microscopio confocal de varredura a laser, foram agrupadas em uma
imagem em trés dimensoes.

Nas imagens fluorescentes originais, a proteina ciclina A estava presente como
forma difusa no citoplasma das células nutridoras e no citoplasma dos ovocitos, porém
ausente na vesicula germinal do ovécito (ver figura 17 da secéo 4.4). Contrariamente,
a proteina ciclina B estava excessivamente presente na vesicula germinal do ovdcito,
e de forma escassa e difusa no citoplasma das células nutridoras (ver figura 19 da
secao 4.4).

Apobs a aplicacdo da reconstrucao tridimensional a essas imagens através do
software Imaris 7.1, a organizacdo e a localizacdo das ciclinas e das estruturas
celulares se tornaram prontamente mais visiveis e puderam ser identificadas com
maior preciséo.

Nas reconstrucdes, a ciclina A foi positiva no citoplasma das células nutridoras
e dos ovocitos e negativa para a regiao da vesicula germinal do ovdcito (Figura 21),
confirmando o que foi visto anteriormente nos ensaios de imunofluorescéncia. A
ciclina B foi positiva no citoplasma das células nutridoras, de forma predominante na

vesicula germinal do ovécito e de forma escassa no citoplasma do ovacito (Figura 22).
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Figura 21- Reconstrucao tridimensional dos foliculos do ovéario de pupa de 5 dias de R. americana.
Evidenciando a rede de microfilamentos de actina em azul, o DNA nuclear em vermelho e a ciclina A
em verde. Imagem obtida através do software Imaris 7.1.
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Figura 22- Reconstrugéo tridimensional dos foliculos do ovéario de pupa de 5 dias de R. americana.
Evidenciando a rede de microfilamentos de actina em azul, o DNA nuclear em vermelho e a ciclina B
em verde. Imagem obtida através do software Imaris 7.1.
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4.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CICLINAS AEB

Sequéncias com homologia a ciclinas foram identificadas a partir de
sequéncias identificadas em uma biblioteca de cDNA construida com RNA poliA + de
ovario de Rhynchosciara americana em diferentes fases do desenvolvimento larval e
na fase de pupa jovem. Foram encontradas mensagens para 4 ciclinas: A, B, G e H.

Para o presente estudo, foram selecionadas duas ciclinas, a ciclina A e a ciclina
B, para realizar o isolamento, sequenciamento e analise da unidade transcricional dos
genes.

A analise da sequéncia nucleotidica do clone da ciclina A identificou um
fragmento de RNA mensageiro de 784 pb, e da ciclina B foi identificado com 552 pb.
Ressaltando que as duas ciclinas apresentaram o0 dominio conservado da
Superfamilia das Ciclinas e se alinha na regido amino terminal (N-terminal) da cadeia
polipeptidica.

Andlises feitas das sequéncias, mostraram que as ciclinas identificadas
apresentam o dominio conservado da superfamilia das ciclinas. Este dominio

completo tem um tamanho de 88 aminoacidos (Figura 23 e 24).
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Figura 23- Esquema representando o dominio conservado da ciclina A.
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Figura 24- Esquema representando o dominio conservado da ciclina B.
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Para um estudo mais detalhado, foi feito alinhamento da sequéncia de

aminoéacidos das ciclinas A e B identificadas em R. americana, com as sequéncias de

outras espécies (Figura 25, 26 e 27).
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Figura 25- Imagem do alinhamento da sequéncia consenso da proteina ciclina A as ciclinas de

outras espécies.
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Figura 26- Imagem do alinhamento da sequéncia consenso da proteina ciclina A as ciclinas de

outras espécies.
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Para obtencao dos valores de identidade e similaridade entre as sequéncias de
ciclina A de R. americana com a sequéncia da ciclina A de outros organismos
disponiveis no banco de dados internacional NCBI. Da mesma forma, foi feita com a
ciclina B. O termo identidade refere-se ao niUmero de aminoacidos idénticos e o termo
de similaridade refere-se ao nimero de aminoacidos com propriedades quimicas
semelhantes. A tabela 4 exibe os valores obtidos de cada organismo referente a ciclina
A.

Os valores obtidos foram pouco variaveis comparando diferentes organismos,
mantendo uma média de aproximadamente 64,5% de identidade e 78,7% de
similaridade. Foi constatado entre 0s organismos comparados, que a espécie
Anopheles gambiae possui a sequéncia mais semelhante de ciclina A com a de R.

americana.

Tabela 4- Valores em (%) de identidade e similaridade de ciclina A de R. americana versus outros
organismos. Os valores de identidade e similaridade foram obtidos do GenBank no site NCBI.

NOME DAS ESPECIES IDENTIDADE SIMILARIDADE
Aedes aegypti 68% 79%
Culex quinquefasciatus 65% 75%
Anopheles gambiae 71% 80%
Drosophila virilis 60% 79%
Drosophila grimshawi 59% 7%
Drosophila willistoni 63% 81%

Musca domestica 66% 80%
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5 DISCUSSAO

As caracteristicas biologicas do diptero Rhynchosciara americana tem
contribuido amplamente para o estudo da biologia do desenvolvimento, por apresentar
caracteristicas Unicas, como o desenvolvimento sincrdnico entre os individuos irmaos,
de modo que todos se encontram no mesmo estagio de desenvolvimento e por todos
serem do mesmo sexo (Pavan, Da Cunha, 1969).

O desenvolvimento sincrénico permite a obtencdo de grande quantidade de
material com fidelidade temporal em relagéo aos eventos moleculares que cercam as
alteracdes que ocorrem durante o desenvolvimento, permitindo avaliagbes mais
confiaveis e precisas das alteracdes, ou seja, para analises citogenéticas e
moleculares, um unico individuo €é representativo de todo o grupo.

Da mesma forma, o desenvolvimento dos foliculos ovarianos de R. americana
também é sincrénico e apresenta uma interessante particularidade, como o fato de
apresentar uma Unica e gigante célula nutridora conectada ao ovdcito | envolvidos por
células somaticas denominadas foliculares (Basile, 1979). Contrariamente, no ovario
de Drosophila, os foliculos ovarianos amadurecem sequencialmente a partir do
germario, ovos imaturos estédo localizados na regido proximal do abdémen e ovos
maduros na regido mais distal, e cada foliculo ovariano € constituido por quinze
células nutridoras e um ovacito (Lynch, Roth, 2011).

De acordo com os ensaios de incorporacdo de EdU, as células foliculares,
localizadas inicialmente na por¢do mais interna do ovario durante o desenvolvimento
larval, apresentaram elevada atividade proliferativa quando se multiplicaram até
popular toda a periferia das células nutridoras e ovdcito, visto que essa atividade
replicativa se encerrou apenas na fase de pupa tardia, quando o foliculo esta
completamente formado.

Conforme descrito por Basile (1969), as células sométicas foliculares sofrem
consecutivas mitoses para recobrir o conjunto de célula nutridora e ovdcito e formar o
foliculo, e também para acompanhar o crescimento do foliculo em volume ao longo
do desenvolvimento. Além dessas funcdes, no ovario de Drosophila, as células
foliculares produzem e secretam proteinas para construcao da casa do ovo (Wu et al.,
2008).
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A célula nutridora ndo se divide e a passagem pela fase S constatada nessas
células durante a fase larval e durante a fase de pupa jovem, esta correlacionada com
0S seus cromossomos, que sdo funcionalmente ativos e sofrem processos
endoreplicativos distintos ao longo do desenvolvimento (Basile, et al., 1975).

Nesses cromossomos ocorrem o processo de poliploidia, seguido de politenia,
0 que determina um tipo de amplificacdo génica total dessa célula, o que faz a mesma
transcrever intensamente e enviar RNA para o ovécito, causando crescimento do
foliculo a partir da fase de pupa (Casartelli, 1971; Basile, et al., 1979).

A atividade endoreplicativa nas células nutridoras se encerrou durante a fase
de pupa intermediéria, especificamente no 4° dia da fase de pupa. Curiosamente, 0
fim desse processo ocorreu no mesmo dia da fase de pupa em que ocorre o ultimo
pico do horménio ecdisona (20-hidroxi ecdisona) durante o desenvolvimento de R.
americana, e apos esse ultimo pico, ha um declinio subsequente da concentracdo do
ecdisona na hemolinfa, para se tornar uma mosca (Brandéo et al., 2014).

O hormonio 20-hidroxi ecdisona é um ecdisterdide fundamental na biologia dos
insetos, regulando a ecdise (muda) nesses organismos. Participa de eventos
importantes durante a metamorfose, como a remodelacdo de tecidos, através da
morte celular programada, incluindo a histélise da glandula salivar e do corpo
gorduroso (Brandéao et al., 2014; Nicolson et al., 2015).

Essa correlacdo temporal pode indicar que o0s ecditerdides também
desempenham um papel importante no processo de sincronizacado dos eventos da
ovogénese em R. americana.

Obviamente, no ovécito ndo houve incorporacdo de EdU. Como descrito por
Basile et al. (1975) os cromossomos do ovOcito permanecem inativos
transcricionalmente, estacionado na subfase zigéteno da meiose, enquanto a célula
anexa nutridora se encarrega de realizar as tarefas nutricionais, como a producéo de
vitelo, contendo RNA mensageiro e proteinas importantes para o futuro
desenvolvimento embrionario.

De fato, foi possivel observar o citoplasma do ovocito enriquecido com granulos
de vitelo durante a fase de pupa. Foi descrito a presenca de um canal citoplasméatico
interligando estas duas células, devendo contribuir para a transferéncia de material da
célula nutridora para o ovacito (Machado-Santelli, Santelli, 2000).

Esta caracteristica do ovario, de conter ovocitos funcionalmente inativos e

células nutridoras e células foliculares funcionalmente ativas, ndo &€ uma caracteristica
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prépria do género Rhynchosciara, vista também em outros dipteros, como em
Drosophila (He et al., 2011), e Calliphora (Anan’ina et al., 2014).

Em Drosophila, as ciclinas A e ciclina B foram identificadas sendo diferentes,
porém altamente homdlogas e ensaios de hibridizag&o in situ indicaram diferencas na
expressao dos dois tipos de ciclina especificas, entre estagio de desenvolvimento e
entre orgaos (Whitfield et al., 1990).

O perfil de expressdo do RNA mensageiro de ciclina A e ciclina B em R.
americana foi determinado por meio de experimentos de RT-PCR quantitativo, com a
finalidade de comparar com o perfil da atividade replicativa das células foliculares e
nutridoras. Nossos resultados mostraram que as ciclinas foram co-expressas,
aumentando gradualmente a expressdo ao longo do desenvolvimento ovariano e a
ciclina B foi mais expressa em relacéo a expressao da ciclina A, com um aumento de
30 vezes.

Era esperado observar um perfil variavel da quantificacdo das ciclinas, como é
observado durante o ciclo celular canénico. Para a correta progressao do ciclo celular,
faz-se necessario que existam momentos de alta atividade e momentos de inibicdo
das atividades das ciclinas (Harashima et al., 2013). Como ndo foram observadas
oscilagdes das ciclinas A e B, néo foi possivel correlacionar uma provavel atuacao
dessas ciclinas com a atividade replicativa de DNA das células foliculares e nutridoras
do ovario. Esses resultados sdo sugestivos de que as duas ciclinas estivessem sendo
acumuladas ao longo do desenvolvimento.

Sabendo que os experimentos de RT-PCR foram realizados com RNA extraido
dos ovarios em sua totalidade, ndo foi possivel determinar qual evento do
desenvolvimento do ovario ou quais células estariam atreladas ao aumento
progressivo observado nos niveis relativos de mensageiros de ciclina A e de ciclina B.

Na tentativa de esclarecer melhor as células responsaveis pela expressao
génica progressiva de ambas ciclinas nos ovarios, optamos por realizar ensaios de
imunolocalizacdo proteica. Os resultados mostraram presenca da proteina ciclina A
por todo o citoplasma das células nutridoras e do ovocito. Um achado que mereca
destaque, foi a constatacdo proteica da ciclina B presente no citoplasma das células
nutridoras e excessivamente acumulada na regido da vesicula germinal do ovdcito, e
auséncia total da ciclina A nessa regiao.

Além dos ensaios de imunolocalizacdo, foram usadas ferramentas de

reconstrucao tridimensional que permitiram uma melhor identificacdo da localizagao
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proteica das ciclinas nas diferentes células que compdem o ovario, constatando
também presenca de ciclina B intranuclear na célula nutridora.

Conjuntamente, os resultados do presente estudo indicam acumulo das duas
ciclinas durante a ovogénese de R. americana.

Lehner e O’Farrell (1990), demonstraram que as ciclinas A e B sao co-
expressadas em células com atividade replicativas durante o desenvolvimento de
Drosophila. E os niveis de RNA mensageiro da ciclina B refletem diretamente nos
niveis de acumulacao de ciclina B.

Dalby e Glover (1992), através de hibridizagc&o in situ em ovarios inteiros de
Drosophila, descreveram a distribuigdo dos transcritos de ciclina A e B durante os 14
estagios designados a ovogénese. Ambas ciclinas s&do transcritas no germario e em
comparagao com os niveis de transcritos da ciclina A, os niveis de transcritos da ciclina
B sdo mais elevados. Nos estagios 9 e 10, os transcritos de ciclina A e ciclina B sédo
sintetizados pelas células nutridoras e vao se acumulando. Posteriormente, esses
transcritos sao distribuidos uniformemente por todo o citoplasma do ovdcito durante
os estagios 11 e 12. E somente os transcritos de ciclina B sdo concentrados no poélo
posterior do ovécito nos estagios 13 e 14. O polo posterior € uma regido especializada,
que contém um citoplasma rico em RNAs mensageiros maternos, e apdés a
fecundacao, essa regido desencadeia o desenvolvimento inicial de embrides de
insetos (Kobayashi et al., 1996).

Nossos resultados, mostram-se coerentes sobre o acumulo de ciclinas, visto
que durante o desenvolvimento do foliculo ovariano, a célula nutridora aumenta o seu
potencial transcricional promovendo uma grande sintese de RNA mensageiro, os
quais sao direcionados para o ovocito que esta transcricionalmente inativo, fazendo
com o que seu citoplasma esteja rico em RNA. Desta forma, observarmos o aumento
gradual da expressdo do RNA mensageiro de ciclina A e B no ovario de R. americana,
dado que reflete a alta atividade transcricional gerada pela célula nutridora durante o
desenvolvimento.

Em ovos nao fertilizados de Drosophila, foram detectados abundante
suprimento materno de ambas ciclinas A e B, com niveis mais elevados de ciclina B
em relacdo aos niveis de ciclina A (Whitfield et al., 1990).

Utilizando anticorpos dirigidos, devido alta abundancia de RNA mensageiro
maternal da ciclina B, um sinal imunofluorescente intenso foi detectado em embrides

precoces de Drosophila (Lehner, O’Farrel, 1990). E revelou que a ciclina A maternal
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se acumula no citoplasma interfasico de embrides, se desloca para o nlcleo durante
a profase e € completamente degradada durante a metafase (Lehner, O’Farrell, 1989).

Westendorf et al. (1989) descreveu que as ciclinas A e B atuam de forma
independente e que a ciclina B materna é a Unica ciclina necessaria para a concluséo
da primeira divisdo meiética. Em vertebrados, ciclina B € essencial para maturagado
meiotica (Gui, Homer 2013). E a ciclina A desempenha um papel relativamente menor
(Touati et al., 2012).

Embora elas paregam funcionar independentemente, ciclina A e ciclina B sao
juntamente necessarias para obter uma metafase adequada. Bourouh et al. (2016),
mostraram que ovocitos de Drosophila com knockdown da ciclina A, apresentaram
uma falha na orientacdo do cromossomo X, ndo devidamente orientado para lados
opostos. E knockdown da ciclina B, pareciam ter sido submetidos a uma anéafase
precoce, mostrando uma cromatina dividida em duas massas e morfologia dos fusos
anormais. Os resultados desse estudo indicam que a ciclina A é necessaria para a
orientacdo dos cromossomos homologos e a ciclina B seria necessaria para
estabelecer e manter a meiose em ovécitos maduros, mantendo a organizagéo dos
fusos estacionados em metafase | e a progressao através da segunda divisdo
meiotica.

Poucos estudos se concentram nos diferentes papéis das ciclinas durante a
ovogénese. E muito ainda ha a ser entendido sobre o controle dos ciclos celulares
diferenciados que ocorrem em um mesmo 0rgdo, como 0 ovario, que reine em Si
células foliculares com ciclo celular mitético, células nutridoras com endomitoses,
seguido de endociclos e ovocito estacionado em meiose; bem como a atuacédo das
proteinas reguladoras do ciclo celular, as ciclinas, através de abordagens funcionais,
como silenciamento por RNA de interferéncia. Os resultados deste estudo
representam o principio para o entendimento da presenca de ciclinas A e B em R.
americana, e sua participacdo na regulacdo de processos relacionados a ovogénese.
Esses dados completam e acrescentam informacdes a escassa literatura a respeito

do estudo nos estagios mais tardios do desenvolvimento em dipteros.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo dos diferentes tipos celulares no ovario quanto a replicacéo
de DNA, evidenciaram uma intensa atividade proliferativa das células foliculares para
envolver cada ovocito com sua respectiva célula nutridora e formar o foliculo,
acompanhando seu crescimento durante o desenvolvimento, até a fase de pupa
tardia. A atividade endoreplicativa nas células nutridoras, evidencia sintese de DNA
associada a politenizagcdo cromossdmica que ocorre Como um processo grandemente
sincrénico com inicio na fase de pupa intermediaria e término na fase de pupa tardia.

Andlises dos perfis de expressdo dos RNAs mensageiros das ciclinas A e B
nao mostraram oscilagdes dos niveis dos transcritos, mas sim um aumento progresso
a partir do 4° periodo larval até o 5° dia de pupa. Portanto, ndo foi possivel
correlacionar a expressdo das duas ciclinas com os ciclos replicativos das células
foliculares e com os ciclos endoreplicativos das células nutridoras.

Dados de imunolocalizacdo das ciclinas mostraram um perfil de localizagao
proteica de ciclina A citoplasmatica, sem evidéncia nuclear, enquanto a ciclina B é
localizada preferencialmente em uma regido denominada de vesicula germinal do
ovaQcito, associada aos cromossomos meiéticos.

As reconstrucdes tridimensionais foram relevantes para uma identificagdo com
maior precisdo das estruturas celulares e da localizacdo proteica das ciclinas no
ovario, compensando a complexidade de estudar o desenvolvimento desse 6rgao que
possui trés diferentes tipos celulares indissociaveis.

Conjuntamente, as metodologias aplicadas no presente estudo permitem
afirmar que as ciclinas séo sintetizadas e acumuladas progressivamente durante a
ovogénese em R. americana e sugerem que as funcdes das ciclinas A e B estariam
relacionadas a transcricéo e controle do ciclo celular logo apés a fecundacéao e durante

a embriogénese.



REFERENCIAS



79

REFERENCIAS*

Anan’ina TV, Kokhanenko AA, Stegniv VN. Cyst geometry in the egg chambers of
Calliphora erythocephala Mg. (Diptera: Calliphoridae) ovaries. Protoplasma.
2014;251:913-9.

Barlow PW, Sherman MI. Cytological studies on the organization of DNA in giant
trophoblast nuclei of the mouse and the rat. Chromosoma.1974; 47:119-31.

Basile R. Nucleic acid synthesis in nurse cells of Rhynchosciara angelae Nonato and
Pavan, 1951. Genetics. 1969;61:261-273.

Basile R. Aspects of ovary development in Rhynchosciara. Revista Brasileira de
Genetica Il. 1979; 2: 145-160.

Basile R, Casartelli C, Benozzati ML. Desenvolvimento dos Testiculos e Ovarios de
“‘Rhynchosciara*. Ciéncia e Cultura. 1975;27:151-158.

Bauer H, Beermann W. Polytenia of giant chromosomes. 1952;4: 830-48.

Bourouh M, Dhaliwal R, Rana K, Sinha S, Guo Z, Swan A. Distinct and overlapping
requirements for cyclins A, B, and B3 in Drosophila female meiosis. G3 Genes
Genomes Genetics. 2016;6:3711-24.

Brandao AS, De Amaral JB, Rezende-Teixeira P, Hartfelder K, Sivieiro F, Machado-
Santelli G. Cell death and tissue reorganization in Rhynchosciara americana
(Sciaridae: Diptera) metamorfosis and their relation to molting hormone titers.
Arthropod Structure & Development. 2014;43:511-22.

Breuer ME. Revision of the Rhynchosciara Rubsaamen (Diptera, Sciaridae) in the
Neotropical Region. Arq Zool. 1969;17:167-98.

Breuer ME, Pavan C. Behavior of polytene chromosomes of Rhynchosciara angelae
at different stages of larval development. Chromossoma. 1955;7:371-86.

Britton JS, Edgar BA. Environmental control of the cell cycle in Drosophila: nutrition
activates mitotic and endoreplicative cells by distinct mechanisms. Development.
1998;125:2149-158.

Calvi BR. Making big cells: one size does not fit all. Proceeding of National Academy
of Sciences of the USA 2013;110: 9621-2.

Casartelli C. Alguns aspectos de diferenciacéo entre linhagem somatica e
germinativa determinados por mudancas no niamero e forma dos cromossomos.
Ciéncia e Cultura. 1971;23:213-19.

*De acordo com:

International Committee of Medical Journal Editors. [Internet]. Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. [2011 Jul 15]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.htim



79

Dalby B, Glover M. 3"non-translated sequences in Drosophila cyclin B transcripts direct
posterior pole accumulation late in oogenesis and peri-nuclear association in syncytial
embryos. Development. 1992;115:989-97

Davioli T, De Lange T. The causes and consequences of polyploidy in normal
development and cancer. Annual Review Cell and Developmental Biology. 2011;27:
585-610.

Dong X, Zavitz KH, Thomas BJ, Lin M, Campbell S, Zipursky SL. Control of G1 in the
developing Drosophila eye: rcal regulates Cyclin A. Genes Development. 1997;
11:94-105.

Dreyfus A, Nonato E, Breuer ME, Pavan C. Cromosomas politénicos em varios
orgaos de Rhynchosciara angelae (Dipterae). Revista Brasileira de Biologia.
1951;11:439-50.

Edgar BA, Lehner CF. Developmental control of cell cycle regulators: a fly’'s
perspective. Science. 1996;274:1646-52.

Edgar BA, Orr-Weaver TL. Endoreplication cell cycles: more for less. Cell. 2001;105:
297-306.

Elledge SJ, Cell cycle checkpoints: preventing an identity crisis. Science. 1996; 274:
1664-72.

Eliades A, Papadantonakis N, Ravid K. New roles for cyclin E in megakaryocytic
polyploidization. Jornal Biological Chemistry. 2010;285:18909-17.

Ficqg A, Pavan C. Autoradiography of polytene chromosomes of Rhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Nature. 1957;180:983-84.

Fisher DL, Nurse P. A single fission yeast mitotic cyclin B p34cdc2 kinase promotes
both S-phase and mitosis in the absence of Gi cyclins. The EMBO Journal.
1996;15:850-60.

Follette, P.J. et al. (1998) Fluctuations in cyclin E levels are required for multiple
rounds of endocycle S phase in Drosophila. Current Biology. 1998;8:235-238.

Fox DT, Duronio R J. Endoreplication and polyploidy: insights into development and
disease. Development. 2013;140: 3-12.

Guevara M, Basile R. DNA and RNA puffs in Rhynchosciara. Caryologia. 1973;
26:275-95.

Gui L, Homer H. Hecl-dependent cyclin B2 stabilization regulates the G2-M
transition and early prometaphase in mouse oocytes. Dev. Cell. 2013;25:43-54.

Harashima H, Dissmeyer N, Schnittger A. Cell cycle control across the eukaryotic
kingdom. Trends in Cell Biology. 2013; 7: 345-56.



80

He L, Wang X, Montell DJ. Shining light on Drosophila oogenesis: live imaging of egg
development. Current Opinion in Genetics Development. 2011;21:612-19.

Henley SA, Dick FA. The retinoblastoma family of proteins and their regulatory
functions in the mammalian cell division cycle. Cell Division. 2012;7:10-24.

Knoblich JA, Sauer K, Jones L, Richardson H, Saint R, Lehner CF. Cyclin E controls
S phase progression and its down-regulation during Drosophila embryogenesis is
required for the arrest of cell proliferation. Cell.1994;77:107-120.

Kobayashi S, Yamada M, Asaoka M, Kitamura T. Essential role of the posterior
morphogen nanos for germline developmentin Drosophila. Nature. 1996;380:708-11.

Lara FJS, Tamaki H, Pavan C. Laboratory culture of Rhynchosciara angelae. Am
Nature. 1965; 99:189-91.

Lee HO, Davidson JM, Duronio RJ. Endoreplication: polyploidy with purpose. Genes
Development. 2009;23:2461-2477.

Lefevre G Jr. Salivary chromosome bands and the frequency of crossing over in
Drosophila melanogaster. Genetics. 1971;67:497-513.

Lehner CF, OFarrell PH. Expression and function of Drosophila cyclin A during
embryonic cell cycle progression. Cell. 1989;56:957-68.

Lehner CF, OFarrell PH. The roles of Drosophila cyclins A and B in mitotic control.
Cell . 1990;61: 535-47.

Lilly MA, Duronio RJ. New insights into cell cycle control from the Drosophila
endocycle. Oncogene. 2005;24:2765-75.

Lilly MA, Spradling AC. The Drosophila endocycle is controlled by cyclin E and lacks
a checkpoint ensuring S-phase completion. Genes Development. 1996;10:2514-26.

Lynch JA, Roth S. The evolution of dorsal-ventral patterning mechanisms in insects.
Genes Development. 2011;25:107-18.

Lynn DE. Novel techniques to establish new insect cell lines. In Vitro Cell
Development Biology Animal. 2001; 37:319-21.

Machado-Santelli GM, Basile R. Action of hydroxyurea on chromosome physiology in
Rhynchosciara angelae. Genetica. 1978; 48: 131-135.

Machado-Santelli GM, Basile R. DNA replication and DNA puffs in salivary
chromosomes of Rhynchosciara. Ciéncia e Cultura. 1975;27:167-74.

Machado-Santelli GM, Santelli RV. Oocyte Differentiation in Rhynchosciara
americana. Cellular and Molecular Biology. 2000;46:145-50.


http://lattes.cnpq.br/7123629609785737

81

Mehrotra S, Magbool SB, Kolpakas A, Murnen K, Calvi BR. Endocycling cells do not
apoptose in response to DNA rereplication genotoxic stress. Genes Development.
2008;22:3158-71.

Morrison SJ, Spradling AC. Stem cells and niches: mechanisms that promote stem
cell maintenance throughout life. Cell. 2008;132:598—-611.

Murray AW. Recycling the cell cycle: cyclins revisited. Cell. 2004;116:221-34.

Nicolson S, Donna D, Kumar S. Ecdysone-mediated programmed cell death in
Drosophila. The international journal of developmental biology. 2015;59:23-32.

Nonato E, Pavan C. A new species of Rhynchosciara Rubsaamen, 1894 (Diptera,
Mycetophilidae). Revista Brasileira de Biologia. 1951;11:435-37.

Nordman J, Orr-Weaver TL, Regulation of DNA replication during development.
Development. 2012;139:455-64.

Pavan C. Nucleic acid metabolism in polytene chromosome and problem of
differentiation. Brookhaven Symposia in Biology. 1965;18:222-41.

Pavan C, Breuer ME. Polytene chromosomes in different tissues of Rhynchosciara.
Journal of Heredity. 1952;63:151-7.

Pavan C, Da Cunha AB. Chromosomal activities in Rhynchosciara and other
Sciridae. Annual Review of Genetics. 1969; 3:425-49.

Penalva LO, Yokosawa J, Stocker AJ, Soares MA, Graessmann M, Orlando TC,
Winter CE, Botella LM, Graessmann A, Lara FJ. Molecular characterization of the C-
3 DNA puff gene of Rhynchosciara americana. Gene. 1997;193:163—72.

Ravid K, Lu J, Zimmet JM, Jones MR. Roads to polyploidy: The megakaryocyte
example. Journal of Cellular Physiology. 2002;190: 7-20.

Rezende-Teixeira P, Palomino NB, Machado-Santelli GM. Rananos expression
pattern during oogenesis and early embryonic development in Rhynchosciara
americana. Development Genes Evolution. 2012; 222:153-64.

Rodman TC. DNA replication in salivary gland nuclei of Drosophila melanogaster at
successive larval and prepupal stages. Genetics. 1967;55:375-86.

Santelli RV, Siviero F, Machado-Santelli GM, Lara FJS, Stocker AJ. Molecular
characterization of the B2 DNA puff gene of Rhynchosciara americana.
Chromosoma. 2004;113:167-76.

Sallé J, Campbell SD, Gho M, Audibert A. Cyc A is involved in the control of
endoreplication dynamics in the Drosophila bristle lineage. Development. 2012;
139:547-57.



82

Sauaia AM, Laicine EM, Alves MA, Hydroxiurea-induced inhibition of DNA puff
development in the salivary gland chromosomes of Bradysia hygida. Chromosoma.
1971; 34:129-51.

Schafer KA. The cell cycle: a review. Vet Pathol.1998;35:461-78.

Simon CR, Siviero F, Monesi N. Beyond DNA puffs: what can we learn from studying
sciarids?. Genesis. 2016;54:361-78.

Song L, Rape M. Substrate-specific regulation of ubiquitination by the anaphase-
promoting complex. Cell Cycle. 2011;10:52-6.

Sprenger F, Yakubovich N, O’Farrel, PH. S-phase function of Drosophila cyclin A and
its downregulation in G1 phase. Current Biology. 1997;7:488-99.

Stocker AJ, Gorab E, Amabis JM, Lara FJS. A molecular cytogenetic comparison
between Rhynchosciara americana and Rhynchosciara hollanderi (Diptera:
Sciaridae). Genome. 1993;36:831-43.

Stocker AJ, Pavan C. The influence of ecdysone on gene amplification, DNA
synthesis, and formation in the salivary gland chromosomes of hynchosciara
hollanderi. Chromosoma.1974;45:295-319.

Stocker AJ, Pueyo MT, Pereira SD, Lara FJS. Ecdysteroid titers and changes in
chromosomal activity in the salivary glands of Rhynchosciara americana.
Chromosoma. 1984; 90: 26-38.

Stormo BM, Fox DT. Polyteny: still a giant player in chromosome research.
Chromosome Research. 2017;25:201-14.

Terra WR, De Bianch AG, Gambarini AG, Lara FJS. Haemolimph amino acids and
related compounds during cocoon production by the larvae of fly Rhynchosciara
americana. J. Insect Physiology. 1973;19:2097-106.

Touati SA, Cladiere D, Lister LM, Leontiou I, Chambon JP et al. Cyclin A2 is required
for sister chromatid segregation, but not separase control, in mouse oocyte meiosis.
Cell Reports 2012;2:1077-87.

Tyson JJ. Models of cell cycle control in eucaryotes. Journal Biotechnology. 1999;
71:239-44.

Weiss A. et al. Continuous Cyclin E expression inhibits progression through
endoreduplication cycles in Drosophila. Current Biology. 1998;8:239-42.

Westendorf JM, Swenson Kl, Ruderman JV. The role of cyclin B in meiosis I. J Cell
Biol. 1989;108:1431-44.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2522454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2522454

83

Whitfield WGF, Cayetano G, Maldonado-Codina G, Glover DM. The A- and B-type
cyclins of Drosophila are accumulated and destroyed in temporally distinct events
that define separable phases of the G2-M transition. The EMBO Journal. 1990;
9:2563-72.

Winter CE, De Bianchi AG, Terra WR, Lara FJS. Relationships between newly
synthesized proteins and puff patterns in salivar glands of Rhynchosciara americana.
Chromosoma; 1977;61:193-206.

Wu X, Tanwar OS, Raftery LA. Drosophila follicle cells: morphogenesis in an
eggshell. Seminars in Cell and Developmental Biology. 2008;19:271-82.

Zielke N, Edgar BA, De Pamphilis ML. Endoreplication.Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology. 2013;5:129-48.

Zielke N, Querings S, Rottig C, Lehner C, Sprenger F. The anaphase-promoting
complex/cyclosome (APC/C) is required for rereplication control in endoreplication
cycles. Genes Development. 2008; 22:1690-703.

Zhimulev IF, Belyaeva ES, Semeshin VF, Koryakov DE, Demakov SA, Demakova
OV, Pokholkova GV, Andreyeva EN. Polytene Chromosomes: 70 years of genetic
research. International Review of Cytology. 2004;241:203-75.



