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RESUMO

Martens AA. Caracterizacdo do gene cdk7 e analise de sua possivel atuagcédo nos
endociclos de Rhynchosciara americana. Dissertagcdo (Mestrado em Biologia
Celular e Tecidual) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo; 2011.

CDKs sédo proteinas responsaveis pela ativacdo e progressado do ciclo celular e
também apresentam funcdo na ativacdo e alongamento na transcricdo. Dentre
elas, CDK7 atua em ambas as funcdes, fosforilando as CDKs do ciclo celular e
fazendo parte do fator geral de transcricdo TFIIH como subunidade catalitica. A
partir de uma biblioteca de ESTs de glandula salivar, construido com mRNAs
presentes durante o periodo em que ocorre o inicio do ultimo ciclo replicativo da
politenizacdo e inicio da amplificacdo génica, foram encontradas poucas
mensagens relacionadas diretamente com o ciclo celular, correspondendo a
3.11% do ESTs. Dentre elas, foram encontradas as mensagens de cdc2-like e
cdk7; portanto, foi realizada a caracterizacdo do gene cdk7 e a andlise de sua
atuacao durante o desenvolvimento larval de Rhynchosciara americana. O gene
cdk7 apresenta 4 éxons, mais que em vertebrados. A sequéncia completa do
MRNA foi obtida a partir de RACE, apresentando 1230 bases e uma ORF de 1020
bases. Perfis de expressao foram determinados por RT-PCR e Western blots.
Modificagdes poés-traducionais foram analisadas por immunoblots em 2D. Seu
perfil de expressdo de mRNA e proteina apresentam variagcdes durante o ciclo
celular e entre os tecidos analisados; os immunoblots mostram a presenca de
uma fosforilagdo e possiveis modificacdes na cadeia lateral de alguns
aminoécidos. O estudo de proteinas relacionadas ao ciclo celular nesse modelo é
importante para um melhor entendimento dos ciclos celulares incomuns presentes

em diferentes tecidos de insetos.

Palavras-chave: Ciclo celular. Desenvolvimento larval. Biologia molecular.

Diptera. Sequenciamento genético.



ABSTRACT

Martens AA. cdk7 gene characterisation and analysis of its possible role in the
endocycles of Rhynchosciara americana. Masters thesis - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo; 2011.

CDKs are proteins responsible for activation and progression of cell cycle and also
work on the activation and elongation of transcription. Among them, CDK7 acts in
both functions, phosphorylating cell cycle CDKs and as a part of general
transcription factor TFIIH as its catalytic subunit. From an EST library of salivary
gland, constructed with mRNAs present during the period when the beginning of
the last polyteny replicative cycle occurs, it was found only few messages directly
related to cell cycle, corresponding to 3.11% of the ESTs. Among them, it was
found cdc2-like and cdk7; therefore, it was performed the characterisation of cdk7
gene and the analysis of its role during the larval development of Rhynchosciara
americana. cdk7 gene presents 4 exons, more than in vertebrates. Complete
MRNA sequence was obtained via RACE, presenting 1230 bases and an 1020
bases ORF. Expression profiles were determined by RT-PCR and Western blots.
Posttranslational modifications were analysed by 2D immunoblots. Its mRNA and
protein expression profiles presented variations during cell cycle and between the
studied tissues; immunoblots showed the presence of one phosphorylation and
possible modifications on the side chain of some amino acids. The study of
proteins related to cell cycle in this model is important for a better understanding of

uncommon cell cycles in different insect tissues.

Key Word: Cell cycle. Larval development. Molecular biology. Diptera. Gene

sequencing.
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1.1 Modelo: Rhynchosciara americana

O diptero Rhynchosciara americana, que pertence a familia dos sciarideos, foi
descrito pela primeira vez em 1821 pelo entomologista Christian R.W. Wiedemann
(Wiedemann, 1821" apud Breuer, 1969). Inicialmente, as espécies descritas por
Wiedemann, dentre as quais Rhynchosciara americana, foram colocadas sob o
género Sciara, somente acrescentadas ao género Rhynchosciara em 1919, por F.W.
Edwards (Edwards, 19197 apud Breuer, 1969). Em 1951, Nonato e Pavan
descreveram o mesmo organismo como Rhynchosciara angelae (Nonato e Pavan,
1951); sua alegacdo quanto a descoberta de uma nova espécie era fundada no fato
de que ndo havia sido descrita anteriormente nenhuma espécie encontrada ao nivel
do mar, somente em regi6es muito mais altas, como Caracas (Venezuela), Bogota
(Colébmbia), Oaxaca (México) e Sao Paulo (Brasil). JA a espécie descrita por eles
havia sido encontrada na Fazenda Santa Cruz, Vila Atlantica, préximo de Praia
Grande, litoral do estado de Sao Paulo. Um dos grandes empecilhos quanto a
caracterizacdo desse género em especifico foi a dificuldade em acompanhar toda a
vida do animal, pois muitos autores haviam descrito as espécies com base em
caracteristicas de insetos adultos, ou mesmo somente de machos ou fémeas,
desconsiderando ainda o estagio larval e as caracteristicas de pupacdo, entre
outras; o que levou a formacdo de grandes lacunas que dificultavam uma
caracterizagdo mais apurada. Somente em 1969, a classificacdo do género foi
revisitada por Martha E. Breuer e verificou-se a sinonimia entre R. americana e R.
angelae, prevalecendo a nomenclatura mais antiga (Breuer, 1969). Hoje,
conhecem-se 12 espécies no género Rhynchosciara, que passou a ser dividido em
trés grupos, com base na estrutura do hypoginium da fémea: americana (R.
americana, R. baschanti, R. villosa, R. argentiniensis, R. guimaraesi, R. hollanderi e
R. papaveroi), milleri (R. milleri e R. grilleti) e mathildae (R. brevicornis, R. busaccai e
R. mathildae) (Stocker et al., 1993).

" Wiedemann CRW. Diptera exética [Kiliae]. 1821;p.244.

' Edwards, FW. Diptéeres, Nematocéres, in Mission de L’Armée por la mésure d’'un arc meridian en
Amerique du Sud. Zoologie, 1919;p.143.
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Nesse género, a fémea faz a ovoposicdo somente uma vez, depositando
centenas a milhares de ovos que eclodem quase simultaneamente, com pouca
distancia de tempo entre a primeira e a Ultima larva a eclodirem. Seu
desenvolvimento larval é sincronico e ocupa grande parte de toda a vida do inseto,
sendo dividido em quatro estagios (Figura 1). Dos quatro estagios do ciclo de vida
de Rhynchosciara americana, o quarto é o mais longo, sendo subdividido em seis
periodos: o primeiro periodo inicia-se com a terceira ecdise larval e as larvas se
apresentam numa coloracao clara; no segundo periodo, as larvas adquirem uma
coloracdo vermelha, devido a pigmentagdo da hemolinfa; no terceiro periodo, as
larvas comecam a secretar as proteinas do casulo, formando uma ténue rede que
encobre todos os individuos (por essa razdo, chamamos esse periodo de Inicio de
Rede); no quarto periodo, ha o inicio da formacdo do pufe B2 nos cromossomos da
glandula salivar, além da formacdo do casulo comunal, que apresenta uma
cobertura mais firme, porém ainda maleavel; no quinto periodo, ha a expansao
maxima do pufe B2 (a esse periodo, denominamos B) e inicio da abertura do pufe
C3; e no sexto periodo, ha o desenvolvimento maximo do pufe C3 (por isso,
chamamos esse periodo de C) e as larvas ja estdo individualizadas no casulo
comunal (Terra et al., 1973). E interessante notar que esse modelo é o Gnico entre
0S insetos em que o desenvolvimento € acompanhado por caracteristicas
morfoldgicas e citologicas, usando os pufes de DNA B2 e C3 como marcadores de
desenvolvimento (Machado-Santelli e Basile, 1978); em outros modelos, usa-se
como marcadores a presenca de machas ocelares (Amabis e Janczur, 1978), o

estabelecimento dos ocelos (Perondini e Dessen, 1985), entre outros.
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Figura 1 — Ciclo de vida larval de Rhynchosciara americana.
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Notar o detalhamento do estagio mais longo (4° estagio), subdividido em seis periodos.
Fonte: Machado-Santelli, 2004.

Na natureza, as larvas dessa espécie sdo encontradas em locais Umidos e
protegidos da luz, como embaixo de folhas e inflorescéncias de bananeira caidas,
gue promovem um nivel adequado de umidade. Além disso, acredita-se que a
inflorescéncia da bananeira, durante o apodrecimento, seja substrato para fungos
dos quais as larvas se alimentam. Em laboratoério, sob condicbes de temperatura
controladas (22 °C), o ciclo de vida larval desse inseto dura em torno de 60 dias.
Inicialmente, sua alimentacédo era baseada em folhas de batata doce (Lara et al.,
1965), porém esta foi modificada para erva mate (llex paraguariensis), conhecida
como erva de chimarrdo/tereré; a erva € umidificada e deixada proxima a uma estufa
de secagem, o que proporciona condicbes de temperaturas favoraveis ao
crescimento de fungos (Sauaia et al., 1971). Apds alguns dias, essa erva €
congelada para matar qualquer organismo que possa contaminar a cultura das
larvas (nematoides e pulgdes, por exemplo) e sua temperatura € restabelecida. Além
da erva, também sdo colocados na lata de cultura pedacos de inflorescéncias de

bananeiras, a fim de mimetizar as condi¢cdes encontradas na natureza (Figura 2).



17

Figura 2 — Latas de cultura das larvas de R. americana.

As latas sdo suplementadas com mate e folhas e ramagens para mimetizar 0 ambiente natural do
inseto. Em destaque, larvas de 2° periodo em cultura.
Fonte: Martens, 2011

Grande parte dos dipteros apresenta, em diferentes tecidos, alteracfes
cromossOmicas que lhes renderam notoriedade. A principal caracteristica que tornou
esse inseto um interessante modelo de estudo foi o fato de estes apresentarem em
seus tecidos cromossomos politénicos muito maiores do que o0s encontrados em
Drosophila, por exemplo (Dreyfus et al.,, 1951). O tamanho aumentado desses
cromossomos, principalmente em glandula salivar, permite uma analise morfologica
muito aprofundada, gerando preparacdes citoldégicas de alta qualidade. A glandula
salivar de Rhynchosciara americana, usada como parametro para a confirmacéo dos
eventos citolégicos, é dividida em trés regides: proximal (mais anterior), medial e
distal; S1, S2 e S3, respectivamente (Figura 3). Essas regifes podem ser facilmente
distintas umas das outras pela distribuicdo das células: em S1, as células séo
visualizadas em sec¢des cubodides e estdo orientadas paralelamente, formando uma
luz ampla; em S2, as células apresentam formato mais esférico e ndo apresentam
uma distribuicdo alinhada, com uma luz mais irregular; e S3 apresenta as células

distribuidas alternadamente (como um zigue-zague) (Brandéo, 2011).
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Figura 3 — Glandula salivar de R. americana corada com orceina.

Notar as divisdes da glandula em trés secg¢des, delimitadas pela estrutura das células e evidenciadas
por curvaturas nas transicoes.
Fonte: Machado-Santelli, 2011

Desde sua redescoberta, esse organismo vem sendo objeto de estudo devido
a caracteristicas muito peculiares, como amplificacdo génica observada em
diferentes tecidos, presenca de cromossomos politénicos e desenvolvimento
sincronico de individuos irméos (Breuer e Pavan, 1955). O desenvolvimento
sincronico dos individuos-irmaos se da durante quase todo o estagio larval, o que
permite avaliacdes muito precisas e confidveis das alteracdes que ocorrem a nivel
molecular durante o estagio larval do inseto (Pavan e Da Cunha, 1969). Além disso,
durante todo o desenvolvimento larval, todas as larvas estdo no mesmo estagio de
desenvolvimento, e sdo todas do mesmo sexo, ou seja, para analises citogenéticas
e moleculares, uma uUnica larva € representativa de todo o grupo (Pavan e da Cunha,
1969).
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1.2 Complexos ciclina/CDK

Quinases dependentes de ciclinas (CDKs) sédo a subunidade catalitica de uma
grande familia de proteinas serina/treonina quinases altamente conservadas, que
dependem da associagdo com ciclinas para sua atividade e estdo envolvidas no
ciclo celular e na maquinaria de transcricdo. Dentre as CDKs, dois conjuntos de
proteinas podem ser distintos por suas fun¢des: CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6 fazem
parte do controle do ciclo celular, enquanto CDK8, CDK9 e CDK11 est&o envolvidas

com a transcri¢cao (Malumbres e Barbacid, 2005).

O ciclo celular € uma opera finamente regida, em que somente a finalizacao
de um ato permite a entrada do préximo. O controle da entrada em diferentes fases
do ciclo celular é determinado pelo acumulo de complexos ciclina/CDK e a
finalizacdo das verificacdes de integridade e fidelidade do DNA e alinhamento dos
cromossomos na placa metafasica, conhecidos classicamente como checkpoints
(Morgan, 1997). A expressdo de CDKs durante o ciclo celular é constante durante o
ciclo celular, sendo que a concentracao de suas ciclinas regulatorias apresenta um
aspecto ciclico, em que ha um acumulo dessas proteinas a partir de um determinado
momento e ha a ativacdo do complexo ciclina/CDK da etapa especifica do ciclo,
levando a progressao do ciclo celular (Evans et al., 1983). Uma vez cumprido o
papel naquele ciclo, as ciclinas se dissociam de suas parceiras CDKs e sé&o
encaminhadas para a degradacgdo proteolitica (Murray, 1995). De modo geral, em
eucariotos, entrada na fase de sintese (fase S) € deteminada por CDK2/ciclina E,
enguanto a entrada na mitose (fase M) é determinada por CDK1 e ciclinas mitéticas
(ciclinas A, B e B3) e a progressdo do ciclo celular é direcionada pela destruicao
desses complexos por SCF (Skpl/Cullin/E-Box protein) e APC/C (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome), respectivamente (Lee e Orr-Weaver, 2003). Além
do acumulo de ciclinas, os complexos ciclina/CDK somente podem ser
completamente ativos depois da fosforilagcdo do dominio T-Loop das CDKs. Essa
funcdo é realizada por uma quinase ativadora de CDKs (CAK — CDK-activating
kinase), um complexo composto por CDK7/ciclina H e MAT1 (Ménage-a-trois 1)
responsavel por fosforilar T-Loops em outros complexos ciclina/CDK e, portanto,

dirigir o ciclo celular (Kaldis, 1999).
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Outra funcdo fundamental realizada por CDKs é o seu envolvimento na
transcricdo, autando como subunidade catalitica de fatores de transcricdo geral
(GTFs — General Transcription Factors) e fosforilando dominios carboxi-terminais
(CTDs - Carboxyl-Terminal Domains) da RNA polimerase 1l (RNA Pol 1).
CDKS8/Ciclina C fosforilam o CTD e as Ser-5 e Ser-304 da Ciclina H, mostrando um
efeito negativo na transcricdo. Entretanto, estudos genéticos tém mostrado que o
complexo CDK8/Ciclina C age tanto como repressor quanto como ativador da
transcricdo em S. cerevisiae (Tassan et al., 1995). CDK9 é a subunidade catalitica
do P-TEFb (Positive-Transcription Elongation Factor b) e é responsavel pela
liberagcdo da repressao transcricional e o inicio do elongamento transcricional
(Garriga e Grafia, 2004). CDK11 possui trés isoformas (CDK11P*, CDK11P® e
CDK11*%), que estéo envolvidas em diferentes processos: apoptose (Beyaert et al.,
1997), mitose (Cornelis et al., 2000) e producédo de mRNA (Trembley et al., 2002),
respectivamente. A funcéo detalhada das CDKs envolvidas na transcricdo é revisada

em Loyer et al., 2005.
1.3 CDK7

Interessantemente, uma proteina da familia CDK — CDK7 — tem uma funcéao
dupla, atuando como CAK, fosforilando o T-Loop de outras CDKs e permitindo a
progresséo do ciclo celular; e também como parte do complexo do fator geral de
transcricdo TFIIH, fosforilando o CTD da subunidade maior da RNA Polimerase |
(Fisher, 2005; Harper e Elledge, 1998). Em ambas as funcdes, a proteina CDK7 se
associa com sua ciclina regulatéria Ciclina H, além de se associar a uma proteina da
familia RING finger (MAT1), responsavel pela estabilizacdo do complexo CAK
(Devault et al., 1995). Entretanto, a atividade exercida pelo complexo CAK apresenta
uma especificidade de substrato: o complexo CAK livre ndo € capaz de fosforilar o
CTD da RNA Polimerase Il, e o complexo TFIIH é menos efetivo na ativacdo de
CDK2 do que no complexo CAK livre (Lolli e Johnson, 2005) e esta especificidade é
mediada pela proteina MAT1: complexos diméricos Ciclina H/CDK7 apresentam
menor atividade CAK que complexos triméricos ciclina H/CDK7/MAT1; além disso,
MAT1 promove a ligacdo do complexo CAK ao core do fator de transcricdo TFIIH
(Yankulov e Bentley, 1997).
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1.4 Transcricao

A transcricdo é um dos processos mais importantes em qualquer organismo,
seja ele eucarioto ou procarioto, e sua regulagdo € uma etapa crucial na expressao
génica e sua regulacdo. Enquanto em procariotos, h4 uma Unica enzima RNA
polimerase composta por trés subunidades responsaveis por todas as transcricoes,
0s eucariotos apresentam enzimas especificas que, com o auxilio de fatores
adicionais, reconhecem os promotores de diferentes substratos: a RNA polimerase |
sintetiza apenas o precursor dos rRNAs 18S, 5.8S e 28S , a RNA polimerase Il
sintetiza todos os pré-mRNAs das células e a RNA polimerase Il sintetiza os tRNAs,
rRNA 5S e outros pequenos RNAs (Young, 1991). Estruturalmente, as RNA
polimerases apresentam um canal interno que pode acomodar um hibrido DNA/RNA
de 8 a 9 pb, um canal ou poro secundario menor que parece servir como um canal
de entrada para nucleotideos trifosfatados (NTPs) e um canal de saida de RNA. O
sitio ativo esta localizado na juncéo entre o canal principal e o secundario e contém
pelo menos um sitio de ligagéo de nucleotideo e um fon Mg?* firmemente ligado (Bai
et al., 2006).

As trés principais fases do ciclo transcricional sdo iniciagdo, elongamento e
terminacdo. Durante o processo de iniciagdo, um complexo de RNA polimerase
competente se forma na regido promotora e o DNA molde é alinhado no sitio ativo
da enzima, que corresponde a regido em que o0s nucleotideos sdo pareados com o
DNA molde para o elongamento do transcrito de RNA. O processo de terminacgao
envolve a liberacéo do transcrito e a dissociacdo do complexo transcricional do DNA
molde (Saunders et al., 2006). Entretanto, a RNA polimerase Il ndo reconhece os
promotores de seus alvos diretamente, sofrendo regulacédo de fatores de transcricéo.
O inicio da transcricio de mRNAs depende da construcdo de um complexo
contendo a enzima RNA polimerase |1l e fatores gerais de transcricdo (GTFs),
chamado de Complexo Pré-Iniciacdo (Nikolov e Burley, 1997); apés a ligacdo da
RNA polimerase ao DNA molde, ha a formacdo do chamado complexo fechado e,
uma vez que todos estejam ligados a regido promotora, hd uma alteracdo na
conformacao na fita de DNA molde por volta de 11-15 pb de distancia do sitio de

inicio de transcricdo, que leva a formacdo do complexo aberto. Apés a sintese de
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aproximadamente 30 bases de RNA, a RNA polimerase Il perde seu contato com o
core do complexo e o restante da maquinaria de transcricdo e entra na fase de
elongamento (Hahn, 2004). Nessa fase, a RNA polimerase, o DNA e o0 RNA
nascente formam um complexo terciario estavel e a RNA polimerase se move pela
fita de DNA molde enquanto incorpora NTPs complementares na extremidade 3’ do
RNA. Durante a terminacdo, a RNA polimerase se dissocia do DNA e libera o
transcrito; este processo pode ser determinado por sequéncias especificas de DNA
(terminacéo intrinseca) ou mediada por fatores proteicos (Bai et al., 2006).

Os fatores gerais de transcricdo (GTFs) foram descobertos a partir de
fracionamentos cromatograficos em que uma fracdo purificada de RNA polimerase |l
era suplementada com fracdes subcelulares e verificava-se a fidelidade da
transcricdo. Por essa razdo, os fatores gerais de transcricAo sdo nomeados de
acordo com a fracdo de que foram isolados, sendo eles: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF e TFIIH, sendo que cada um deles apresenta uma funcédo especifica e uma
ordem determinada na construcdo do complexo transcricional (Figura 4) (Thomas e
Chiang, 2006). Uma vez estabelecido o complexo, a atividade da RNA polimerase s6
€ ativada no momento em que ha a fosforilacdo do dominio C-terminal (CTD) de sua
subunidade maior; esse dominio, exclusivo da RNA polimerase Il, é caracterizado
pela repeticdo do heptapeptideo YSPTSPS e sofre alteracdes reversiveis de varias
enzimas (Akhtar et al., 2009). Os dois principais residuos fosfoaceptores desse
dominio sé@o Ser-2 e Ser-5, e sofrem acao de CTD quinases, membros da familia de
Ciclina/CDK, que consistem nas subunidades cataliticas de fatores gerais de

transcricao.
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Figura 4 — Proteinas componentes do complexo transcricional.
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Embaixo, a ordem de montagem do complexo transcricional sobre o DNA alvo.
Fonte: Siviero, 2011; Adaptado de Thomas, 2006.

O TFIIH é um fator geral de transcricAo essencial composto por 10
subunidades que apresenta atividades helicase e quinase, sendo que sua
subunidade catalitica € composta pelo complexo CAK (CDK7/Ciclina H/MAT1),
responsével pela progressdo do ciclo celular. Entretanto, quando em associagado
com o core TFIIH, esse complexo apresenta uma especificidade de substrato
direcionada pela subunidade Xpd do core (Li et al, 2010), fosforilando
preferencialmente o CTD da RNA polimerase Il (Kobor e Greenblatt, 2002), que
facilita a iniciagdo da transcricdo. Além disso, outros dois complexos Ciclina/CDK
estdo associados com a transcricdo: Ciclina C/CDK8 fazem parte da holoenzima
RNA polimerase Il e Ciclina T/CDK9 fazem parte do fator positivo de alongamento
transcricional b (P-TEFb), e ambos fosforilam, durante a fase de alongamento
transcricional, o CTD da RNA polimerase Il que j& havia sido fosforilado pelo
complexo Ciclina H/CDK7 durante a fase de iniciagao (Doonan e Kitsios, 2009).
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15 Endociclos

O conteudo gendmico aumentado, presente em mamiferos, plantas e insetos,
€ obtido através de endociclos, ou endoreplicacdo. Esse processo é um desvio do
ciclo celular canbnico em gue as células alternam fases S (Sintese) e G (Gaps), nédo
completando ou até mesmo néao iniciando a mitose, o que promove o0 acumulo de
DNA na célula. Esse processo representa uma grande inovacao evolucionaria e esta
normalmente relacionado com o crescimento celular. O endociclo estd amplamente
distribuido entre protistas, plantas e muitos animais, como insetos, moluscos e
vertebrados; e é frequentemente encontrado em células que séo constitutivamente

grandes ou altamente ativas metabolicamente (Edgar e Orr-Weaver, 2001).

No ciclo celular candnico, as células passam por fases S, em que ha a sintese
e consequente duplicacdo do conteudo genémico, e fases M (Mitose), em que ha a
divisdo simétrica do conteudo de DNA entre duas células filhas. Essas duas fases
séo interpoladas por fases G (Gap), em que as células se recuperam e se preparam
para a fase conseguinte. O progresso durante o ciclo celular é regulado por
complexos Ciclina/CDK que apresentam uma associacao e ativacao fase-especifica.
Os complexos Ciclina/CDK promovem a fosforilagdo das proteinas da familia Rb,
gue mantém um complexo inibitério sobre os fatores de transcricdo E2F; uma vez
liberados os fatores de transcricdo, hd a ativacdo de genes responsivos a E2F,
levando a progressao do ciclo celular (Figura 5) (Sherr e McCormick, 2002). As
proteinas CDKs sdo a subunidade catalitica desse complexo, possuindo um dominio
serina/treonina quinase caracteristico; e sua concentracdo durante o ciclo celular
ndo varia substancialmente, uma vez que elas s6 sdo ativadas em associa¢cdo com
as ciclinas correspondentes. Estas apresentam um padrdo de flutuagdo em sua
concentracdo durante o ciclo celular, ocorrendo o acumulo dessas proteinas nos
momentos que antecedem a entrada nas fases especificas (Figura 6). Para
mamiferos, o complexo Ciclina/CDK de mitose é Ciclina B/CDK1 e o complexo de
fase S é Ciclina A/ICDK2. Além desses complexos, ha outros que estdo presentes
em G1 (Ciclina D/CDK4 e Ciclina D/CDK6) e na transicdo G1/S (Ciclina E/CDK2)
(Giacinti e Giordano, 2006; Nurse, 1994). Apos as fases em que devem atuar, as
ciclinas sao degradadas pelo complexo ubiquitina-proteassomo e ha o acumulo das

mesmas no proximo ciclo (Murray, 2004).



Figura 5 — Esquema do ciclo celular candnico
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Verificar os complexos Ciclina/CDK de cada etapa do ciclo celular, bem como as proteinas pRb e
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Fonte: Siviero, 2011; Modificado de Elledge, 1996 e Giacinti e Giordano 2006
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Figura 6 — Flutuacéo na concentracéo de ciclinas durante o ciclo celular
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Usualmente as ciclinas sdo fase-especificas e regulam a ativacdo de CDKs, sendo encaminhadas
para degradacédo proteolitica ap6s a passagem da fase correspondente
Fonte: Modificado de Alberts et al., 2008.
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Conforme mencionado anteriormente, o ciclo celular apresenta fases G em
gue as células se preparam para a fase conseguinte do ciclo: em G1, a célula se
prepara para entrar na fase S; e em G2, a célula se prepara para entrar em mitose.
Nessas fases G, h& pontos de checagem (chamados de checkpoints), em que ha
uma verificagcdo celular que permite ou ndo a progressao unidirecional do ciclo
celular, ou seja, quando uma determinada fase é iniciada, ndo ha retorno ou
regressao. O Checkpoint de Dano de DNA detecta danos de DNA e gera um sinal
gue para as células em G1, diminui a fase S e para as células em G2, induzindo a
transcricdo de genes de reparo e esta presente nas fases G1, S e G2M. Ja o
Checkpoint de Replicacdo de DNA verifica se o DNA duplicado na fase S foi
completamente e fielmente replicado, inibindo a entrada em mitose e promovendo
um retorno a fase S para a restauracdo do DNA (Elledge, 1996). Além disso, durante
a mitose ha um terceiro mecanismo de checkpoint, chamado de Checkpoint do Fuso
Mitotico, que avalia a fidelidade do alinhamento do fuso na placa metafasica e a
ligacdo das proteinas do fuso com os cromossomos, bloqueando a mitose na
transicdo entre metafase e anafase. Se 0s cromossomos nao se encontram
alinhados na placa metafasica ou se as cromatides-irmds ndo estdo ligadas a
microtubulos originarios de dois centrossomos opostos, a mitose é bloqueada e ha a
tentativa de correcdo do alinhamento dos cromossomos (Figura 5) (Tyson, 1999).
Caso os erros encontrados nos checkpoints ndo sejam corrigidos, as células ndo

progridem no ciclo celular, sendo destinadas para apoptose.

Ja no endociclo, as células parecem escapar de alguns desses mecanismos
de controle do ciclo celular sem serem direcionadas para apoptose. De algum modo,
as células endoreplicativas simplificaram a maquinaria de regulagéo do ciclo celular,
eliminando a expressdo de componentes ndo mais necessarios. Entretanto, para as
fases G1 e S, bem como a transicdo G1/S, o endociclo usa praticamente a mesma
maquinaria que o ciclo celular canénico (Edgar e Orr-Weaver, 2001). A transicao do
ciclo celular canbnico para o endociclo ocorre através da inibicdo de CDK1 através
da ativacdo de um complexo APC/C independente de CDK1, inducao de inibidores
de CDKs (CKIs) e downregulation de ciclinas mitéticas; e a progressao do endociclo
é direcionada por oscilacdes de APC/C, CKls e CycE/CDK2 (Campsteijn, 2011; Lilly
e Spradling, 1996). Células em endociclo podem reter algumas caracteristicas de

mitose, promovendo a separacdo das crométides irmas, ou escapar completamente
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da mitose, mantendo as cromatides irmas firmemente atadas. No primeiro caso, sao
geradas células poliploides, em que o conteudo genémico € multiplo de N e esse
processo é chamado de endomitose; j& no segundo caso, ha a formacédo de células
politénicas, em que o numero de copias do cromossomo aumenta sem aumentar o

namero de cromossomos propriamente (Figura 7) (Edgar e Orr-Weaver, 2001).

Figura 7 — Endociclo em diferentes tipos celulares.
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Os desvios do ciclo celular candnico podem ocorrer em diferentes etapas, desde uma mitose
incompleta até uma duplicacdo gendmica parcial. Em vermelho, o tipo de endociclo presente nos
tecidos estudados de Rhynchosciara americana.

Fonte: Siviero, 2011; Modificado de Edgar e Orr-Weaver, 2001

Devido ao rigido controle de replicacao e divisdo celular, a poliploidia costuma
estar relacionada a condigdes anormais de proliferagdo celular, como o cancer
(Holland e Cleveland, 2009). Entretanto, alguns tipos celulares de eucariotos
promovem poliploidia em seu desenvolvimento normal, como é o caso dos
megacariécitos, que passam por um processo chamado mitose abortiva (ou
endomitose), em que as células podem passar por anafase e tel6fase, mas falham
no cumprimento da citocinese, resultando em células com ploidia de até 128N

(Davoli e De Lange, 2011). Outra forma de inducdo de poliploidia é a fusdo de
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precursores mononucleados para a formacédo de uma célula gigante multinucleada,
como é o caso de células gigantes trofoblasticas (GTCs) da placenta e osteoclastos,
gerados a partir da fusdo de células macrofagociticas (Vignery, 2000). Acredita-se
gue esse aumento no conteldo gendmico faca parte de um suporte a funcdes
celulares especificas, sendo restrito a células altamente especializadas; e ndo como

estratégia para o aumento celular somente (Lee et al., 2009).

J4 a politenia € uma especializagdo cromatinica presente em diferentes
organismos e amplamente distribuida entre os dipteros, ocorrendo em tecidos,
orgaos e em estagios do desenvolvimento em que determinada funcdo € necessaria,
esta normalmente envolvendo intensas fungdes secretérias em um curto periodo de
tempo, frente a um panorama de r4pido desenvolvimento (Zhimulev et al., 2004).
Neste processo, ndo h4 separacdo das crométides irmas apoés a fase S, mantendo-
se firmemente atadas umas as outras. Devido a orientacdo paralela destas copias
na cromatide e a distribuicdo da cromatina em heterocromatina e eucromatina,
verifica-se um padrdo de bandeamento nos cromossomos caracteristico de cada
espécie. As células podem atingir altos niveis de politenia, gerando cromossomos
contendo até 8192C, em Sciara coprophila (Wu et al., 1993), e pelo menos 512C em
Rhynchosciara americana (Machado-Santelli, comunicacdo pessoal’). Em
Rhyncosciara, o ultimo ciclo endoreplicativo coincide com o periodo de secrecao do
casulo (Machado-Santelli e Basile, 1973), fase de alta atividade génica, evidenciada
pela ocorréncia de pufes de DNA e RNA.

1.6 Cromossomos politénicos

Os cromossomos politénicos sdo encontrados em varios tecidos de dipteras,
como glandula salivar, tabulos de Malpighi, intestino e vesicula seminal, sendo que,
em Rhynchosciara, o padrdo de bandeamento dos cromossomos permanece igual
em quase todos os tecidos encontrados (Pavan e Breuer, 1952), sendo que as
alteracdes tecido-especificas parecem estar diretamente relacionadas com
atividades exclusivas do tecido (Guevara e Basile, 1973). Em Rhynchosciara

americana, esses cromossomos sdo mais amplamente estudados em glandula

* Machado-Santelli GM. S3o Paulo, 2011.
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salivar (Figura 8), devido ao tamanho que atingem (maior numero de amplificagcfes)
e também por se apresentarem menos compactados, quando comparados com 0s
cromossomos encontrados em outros tecidos. Além da politenizacdo amplamente
disseminada entre os dipteros, entre os sciarideos ha um processo de amplificacédo
génica, em que h& uma replicacdo de regides especificas do cromossomo de uma
maneira finamente regulada espago-temporalmente, chamados pufes de DNA (Pufe
B2, C3 e C8, por exemplo) (Ficq e Pavan, 1957; Rudkin e Corlette, 1957)
evidenciados na figura 9; relacionam-se esses pufes a genes codificantes para
proteinas estruturais do casulo comunal (Claycomb e Orr-Weaver, 2005; Santelli et
al., 2004; Winter et al., 1977). A ocorréncia da amplificacdo génica e, portanto, dos
pufes de DNA é concomitante com mudancas morfolégicas abruptas no casulo
comunal, levando-o de uma ténue rede a uma estrutura rigida, e essas alteracfes
estruturais dos cromossomos séo responsivas ao estimulo com o horménio ecdisona
e, portanto, rigidamente reguladas ao longo do desenvolvimento larval (Amabis et
al., 1977; Stocker et al., 1984; Foulk et al., 2006).

Figura 8 — Fotomicrografia dos 4 cromossomos politénicos de R. americana (A, B C e X).

A diferenciacéo entre os cromossomos € feita analisando o padrdo de bandeamento, caracteristicas
das extremidades e padrao de abertura de pufes. Um pufe € evidenciado na cabeca de seta.
Fonte: Martens, 2011
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Figura 9 — Pufes mais estudados de Rhynchosciara americana.

Cromossomo C

Cromossomo B

Notar no cromossomo C a presenca dos dois pufes mais estudados (C3 e C8) e no cromossomo B, a
presenca do pufe B2 (Cabeca de seta).
Fonte: Martens, 2011
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Em uma biblioteca de EST gerada por nosso grupo, ap0s 0 sequenciamento
do banco de cDNA, poucas mensagens puderam ser direta ou indiretamente ligadas
ao ciclo celular, correspondendo a 3.11% dos ESTs sequenciados (Siviero et al.,
2006). Dentre elas, foram encontradas somente duas mensagens que pudessem ser
relacionadas ao controle do ciclo celular, cdc2-like e cdk7. Como a mensagem para
cdk7 foi encontrada em uma biblioteca gerada no inicio do Ultimo ciclo de
politenizacdo e inicio da amplificacdo génica, espera-se alguma relacdo dessa
proteina com endociclos. Apesar de a proteina CDK7 ser bastante conservada entre
eucariotos, pouco se sabe sobre sua atividade em insetos. Portanto, o objetivo deste
trabalho € realizar a caracterizagdo molecular do gene cdk7 de Rhynchosciara

americana durante o quarto instar do desenvolvimento larval.
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3.1 Espécimes

As larvas de Rhynchosciara americana foram coletadas na regidao de
Ubatuba, costa do estado de S&o Paulo. Os grupos foram mantidos em condi¢des
controladas de temperatura e umidade durante seu desenvolvimento larval com
algumas modificagbes nas condicOes estabelecidas por Lara et al. (1965). A
confirmagdo dos estagios de desenvolvimento larval foi realizada de acordo com

andlise de diferencas morfologicas e citologicas.

3.2 Preparacdes citologicas

Para cada estagio do desenvolvimento larval analisado, foram preparadas
laminas para visualizacdo dos cromossomos politénicos coradas com orceina. Para
cada grupo e estagio foi dissecada, em PBSA (140 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 1.5 mM
KH,PO4; 6.5 mM Na,HPO,), uma glandula que foi imediatamente transferida para
uma solugdo de etanol:4cido acético (3:1 v/iv) e armazenada em freezer. No
momento de andlise, a por¢cdo S1 das glandulas foi corada em orceina acética
(Orceina a 2% em acido acético 45%) por aproximadamente 5-10 minutos. Foi
usada somente a porcdo S1 por ser a regido que apresenta as maiores células e
também pelo fato de as diferentes regides (S1, S2 e S3) apresentarem uma
pequena variacdo no tempo de abertura e expansdo de pufes tornando necessaria
uma padronizacdo da analise (Santelli et al., 2004). Entéo, estas foram transferidas
para uma solucdo de acido acético 45% por aproximadamente 5 minutos. Apés a
passagem em &cido acético, as glandulas foram posicionadas em laminas e
cobertas com uma laminula. O excesso de solucdo corante e acido acético foi
retirado com um papel absorvente e foi feita uma leve presséo sobre a laminula para
liberar os cromossomos politénicos de dentro das células, processo denominado
squashing. Entdo, a lamina foi selada com esmalte e analisada sob microscoépio de
luz para a confirmacéo do estagio de desenvolvimento de acordo com a abertura e

expansao de pufes nos cromossomos politénicos.
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3.3 Extracdo de DNA gendmico

Foi extraido DNA gendmico dos tecidos: glandula salivar e corpo gorduroso
de Rhynchosciara americana em diferentes periodos do desenvolvimento larval. Os
tecidos foram dissecados em tamp&o PBSA, mantidos por 10 minutos em etanol
70%, e entdo transferidos para uma solucédo de etanol:glicerol 1:1 (v/v) e estocados
a -20 °C até o momento da extracdo. Os tecidos foram tratados com tampdao de
digestéo (25 mM Tris-HCI pH 7.5; 20 mM NacCl; 20 mM EDTA pH 8.0), com a adigao
de 1% de SDS (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 uL proteinase K 10 mg/mL (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). Essa solucao foi incubada por uma a duas horas a 65 °C,
seguido de extracdo com 1V de fenol. A solucdo foi agitada por inversao
cuidadosamente e centrifugada por 5 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi
entdo purificado com 1V de fenol:cloroféormio (1:1 v/v), agitado por inversao,
centrifugado por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante coletado em outro tubo
limpo. O DNA foi precipitado com 0.3 M de acetato de sodio pH 5.2 e 2.5V de etanol
absoluto gelado por 2 horas a -20 °C, lavado com etanol 70%, seco e ressuspendido
em 50 pL de tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0 e 1 mM EDTA). As amostras foram
tratadas com 10 pL de RNAse 10 mg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) a 37 °C por 30
minutos. A enzima foi entéo inativada a 65 °C por 10 minutos e o DNA total foi
guantificado em espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA).

3.4 Extracado de RNA

Foi realizada a extracdo de RNA dos seguintes tecidos: ovo, larva de 1 dia
(todos os tecidos), ovério, testiculos, corpo gorduroso e glandula salivar, sendo que
dos dois ultimos tecidos, foram extraidas amostras de diferentes fases do
desenvolvimento larval. Os tecidos foram dissecados em PBSA, transferidos para
uma solugao de etanol 70% e estocados em uma solugéo de etanol:glicerol (1:1 v/v)
até o momento de extracdo. Para a extracdo, foram utilizados aproximadamente
cinco pares de glandula salivar e o corpo gorduroso de trés larvas de cada periodo
analisado. Para cada amostra, foi adicionado tampéao de digestdo (25 mM Tris-HCI
pH 7.5; 20 mM NaCl; 20 mM EDTA pH 8.0) com a adicado de 1% de SDS (Sigma-
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Aldrich, EUA) e 10 uL proteinase K 10 mg/mL (Sigma Aldrich, EUA). Essa solucéo
foi incubada por uma a duas horas a 65 °C, seguido de extracdo com 1V de fenol. A
solucdo foi agitada por inversdo generosamente e centrifugada por 5 minutos a
14000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi entdo purificado em 1V de fenol:cloroférmio
(1:1 viv), agitado por inversao, centrifugado por 10 minutos a 14000 rpma 4 °Ce o
sobrenadante coletado em outro tubo livre de RNAses. O RNA foi precipitado com
0.3 M de acetato de sodio pH 5.2 e 2.5V de etanol absoluto gelado por 2 horas a -20
°C, lavado com etanol 70%, seco e ressuspendido em 50 pL de agua RNAse-free
(tratada com 0.1% DEPC - Dietilpirocarbonato — sob agitagcdo por 24 horas e
autoclavada). As amostras foram entdo pré-quantificadas em espectrofotbmetro
NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, EUA) e uma concentracdo estimada de 2 ug
de RNA total foi tratado com 2 unidades da enzima DNAse | (Sigma-Aldrich, EUA) a
temperatura ambiente por 15 minutos. Entdo, foi adicionado 1 pyL de Stop Solution e
a solucao foi incubada a 70 °C por 10 minutos para a inativacdo da enzima. O RNA
purificado foi novamente quantificado em espectrofotometro NanoDrop ND1000
(Thermo Scientific, EUA). Para verificar a qualidade dos RNAs, uma pequena
guantidade das amostras foi tratada com o método Glioxal-DMSO (Gerard e Miller,
1997). Foram adicionados a amostra 30 pyL de Solucdo de Glioxal (390 uL glioxal;
450 puL DMSO e 90 pL de tampao fosfato 0.2 M) e a mistura foi incubada em banho
a 50 °C por 60 minutos. Apos esse tempo, o RNA foi verificado em gel de agarose
1.2% com tampdo fosfato e, apds a corrida, corado com azul de metileno.

3.5 Sequenciamento

Os clones foram transformados por choque térmico (42 °C por 1.5 minutos
com transferéncia imediata para o gelo, mantendo por mais 1.5 minutos), utilizando
bactérias competentes E. coli DH10B preparadas com calcio 50 mg/L, e placas
contendo meio de cultura LB (5 g/L NaCl, 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L triptona),
contendo ampicilina 100 mg/L, 4 puL IPTG 1M e 40 pL X-Gal 20 mg/mL para a
selegdo dos insertos. As colonias selecionadas foram incubadas por 16 horas em
meio LB liquido contendo ampicilina 100 mg/L em shaker a temperatura de 37 °C e
sob agitacdo de 137 rpm. ApoOs esse periodo, as bactérias foram concentradas por
centrifugacédo (5 minutos a 5000 g) e a extracdo do DNA plasmidial foi realizada

através do método de Fast MiniPrep.
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Este protocolo consiste em adicionar ao tubo contendo as bactérias 100 pL da
solucédo | (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCI pH 8.0 e 10 mM EDTA — Solucdo de
Ressuspensédo) e 1 uL de RNAse A 20 mg/mL, homogeneizar em agitador tipo
vortex para ressuspender as células, adicionar 200 pL da solucgéo Il (1% SDS e 0.2
M NaOH - Solucdo de Lise), misturar por inversdo e deixar por 3-5 minutos na
bancada. Misturar por inversdo e incubar 10 minutos em gelo. Apds esse tempo,
adicionar 200 pL da solucédo Il (3 M Acetato de potéssio e 11.5% &cido acético —
Solucdo de Neutralizagdo), misturar por inversdo e deixar no gelo por 10 minutos.
Centrifugar a amostra por 15 minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente. Em
tubos limpos, adicionar 300 pL de isopropanol. Com cuidado, coletar 400 pL do
sobrenadante, transferir para os tubos com isopropanol e misturar por inversao.
Centrifugar por 10 minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente e desprezar o
sobrenadante com cuidado. Adicionar 500 pL de etanol 70% gelado e misturar por
inversdo. Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente, descartar
0 sobrenadante cuidadosamente e secar o material a vacuo (Concentrator 5301 —
Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 65 °C por 10 a 15 minutos ou a temperatura
ambiente por uma hora. Ressuspender em tampéao TE (10 mM Tris-HCIpH 8.0 e 1
mM EDTA).

O DNA obtido foi digerido com uma enzima de restricAo apropriada
(incubacao de 30 minutos a 37 °C) e checado em gel de agarose 0.8% para verificar
0 tamanho do inserto e, a partir desse inserto, foi realizada uma reagcéo de PCR de
sequenciamento utilizando o kit de sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (Applied

Biosystem, Foster City, CA, EUA) sob as condi¢des descritas no Quadro 1:
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Quadro 1 — Parametros da PCR de sequenciamento

Reacdao Ciclos Tem;()o%r;;\tura Tempo
1 96 1 minuto
2 uL BigDye
6 uL Tamp&o SM 96 20 segundos
6.5 UL agua 35 50 1 minuto
4 uL DNA .
) 60 4 minutos
1.5 pL primer
1 4 o0

Fonte: Martens, 2011

O produto de PCR foi precipitado conforme o protocolo: Adicionar a cada
amostra 25 pL de solucéo gelada de precipitacédo (23 pL de etanol absoluto, 1 yL de
acetato de sédio 3 M pH 5.0 e 1 uL de glicogénio 1 g/L). ApGs uma rapida agitacéo
em vortex, as amostras devem permanecer em gelo por 40 minutos e ser entao
centrifugadas por 40 minutos a 4000 rpm a 4 °C. Descartar o sobrenadante,
adicionar 50 pL de etanol 70% gelado e repetir o processo de centrifugacéao.
Descartar 0 sobrenadante e secar as amostras no escuro a temperatura ambiente
por uma hora. Finalmente, adicionar 10 puL de tampéao de corrida (Formamida 10%).
Utilizou-se um sequenciador automatico de 16 capilares modelo ABI-3100 (Applied
Biosystem, EUA).

As andlises dos eletroferogramas gerados a partir da corrida foram realizadas
em sistema operacional Linux através dos programas Phred, Phrap, CrossMatch e
Consed 20 (Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998), cujas
licengcas para uso para fins académicos sdo gratuitas e obtidas diretamente com 0s
autores. Com esses programas, foi possivel alinhar sequéncias, separando as que
se sobrepbem em contigs e as sequéncias isoladas em singlets, além de eliminar

possiveis contaminacdes de vetores sequenciados.
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3.6 Clonagem do mRNA de cdk7

A clonagem do cDNA completo de cdk7 foi realizado com o auxilio do kit 3’
and 5’ RACE / 2nd generation (ROCHE, Basel, Suica) (Rapid Amplification of cDNA
Ends), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os primers usados para a
amplificacdo de cdk7 se encontram listados no Quadro 3 e foram desenhados com
base em uma sequéncia de EST (Accession Number CK811302). Os fragmentos
gerados foram entdo subclonados em plasmideos pGEM-T Easy Vector (Promega,
Fitchburg, W1, EUA) e sequenciados. RT-PCR foi realizada usando 2 pug de RNA

total de diferentes estagios larvais, sob as seguintes condi¢des:

Quadro 2 — Programa de ciclagem da RT-PCR

Passo Ciclos Tem;()oeé;ltura Tempo
Transcrigao 1 50 60 minutos
Reversa
Desnaturacao 1 95 5 minutos
95 30 segundos
Amplificagéo 35 a7 30 segundos
72 2 minutos
Extenséao Final 1 72 5 minutos

Fonte: Martens, 2011
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Quadro 3 — Primers usados no protocolo de RACE

. a Tm
Primer Sequéncia o
a (°C)
SP1 (CDK7-inv-L) 5'- CCG AAT AAT AAC TCT GGG CAAC -3 53.6
SP2 (CDK7- . :
5RACE?) 5-CGAGTC ACGACCTGATGT GT -3 56.8
SP3 (CDK7- . '
5RACE1) 5- CAA ACC AAAATC GCC AATTT -3 50.3
SP4 (CDK7- 5-TGG TGG AAC AAT GCT CAA AA -3 52 9
3RACE1) '
SP5 (CDK7- . '
3RACE2) 5-TTT CCA ATAAAC CAGCTCCG -3 53.0
. 5-GAC CACGCG TATCGATGT CGACTTTTTTTT .
Oligo-dT Anchor TTTTTT TTV -3' NF
PCR Anchor 5-GAC CACGCG TATCGATGTCGAC -3 NF*

*: N&o fornecido pelo fabricante

Fonte: Martens, 2011

3.7 Analise de RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Reacdes de One Step gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foram
realizadas em um termociclador RotorGene 6000 Cycler (Corbett Life Science,
Concord, NSW, Australia) para um volume final de 25 pL. O cDNA foi amplificado

sob as seguintes condigdes:

Quadro 4 — Condicdes de ciclagem da RT-PCR em tempo real:

Passo Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
Transcrigcdo Reversa 1 45 10 minutos
Desnaturacao 1 95 10 minutos
95 20 segundos
Amplificagéo 40 53 20 segundos
72 20 segundos
Curva de Melting 1 49-59 0,5°C/S

Fonte: Martens, 2011

Os primers utilizados para a amplificacdo em tempo real estdo listados no
Quadro 5. A normalizacdo foi realizada em relacdo ao RNA total (Bustin, 2000;
2002). Isso foi feito devido ao fato de que a expressao de genes de referéncia, como

GAPDH, actina ou tubulina, presentes na biblioteca de cDNA de glandula salivar de
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Rhynchosciara americana variavam expressivamente durante o desenvolvimento

larval, como visto em Xenopus (Sindelka et al., 2006).

Quadro 5 — Primers usados no protocolo de gRT-PCR

Primer Sequéncia Tm (°C)
CDK7-R | 5- TTG ATC TAAATC ACT GTCTCC C -3 51.9
CDK7-L | 5- GTT GCC CAG AGT TATTATTCG G -3’ | 53.6

Fonte: Martens, 2011

3.8 Sequenciamento da regido genémica

Para o sequenciamento da regido gendémica, foram desenhados primers para

a porcao mais externa do mRNA, detalhados no quadro 7. Foi realizada uma reacéo

de PCR com amostras de DNA gendmico de corpo gorduroso e glandula salivar sob

as seguintes condigdes:

Quadro 6 — Pardmetros da PCR gendmica

Passo Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao 1 95 2 minutos
95 30 segundos
Amplificacéo 35 49 30 segundos
72 2 minutos
Extenséo Final 1 72 5 minutos
Fonte: Martens, 2011
Quadro 7 — Primers usados no protocolo de PCR gendmica
Primer Sequéncia Tm (°C)
gCDK7-3 | 5- GCC AAC AAAATT AAATCG AACG-3'| 513
gCDK7-5| 5-TCG CAATGG ATG CTA AAT CA -3 52.3

Fonte: Martens, 2011

O produto de PCR foi clonado em plasmideo pGEM T-Easy Vector (Promega,

EUA) e sequenciado.
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3.9 Andlise de sequéncias

A traducdo conceitual foi obtida com o auxilio da ferramenta bioinformética
ORF Finder e alinhamentos foram realizados com o auxilio da ferramenta ClustalX e
ClustalW (Chenna et al., 2003; Jeanmougin et al., 1998; Larkin et al., 2007). O
historico evolutivo foi inferido usando o método de Maximum Likelihood baseado no
modelo JTT matrix-based (Jones et al., 1992). A arvore consenso de bootsrap
inferida a partir de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985) foi usada para representar o
historico evolucionario dos “taxa” analisados. Ramos correspondendo a particdes
reproduzidas em menos de 50% das réplicas de bootstraps foram colapsados. A
arvore inicial para a busca heuristica foi obtida automaticamente. Quando o nimero
de sitios comuns era menos que 100 ou menos de um quarto do numero total de
sitios, 0 método de Maximum Parsimony foi utilizado. Entretanto, o método BIONJ
com matriz de distancia MCL foi usado. A arvore foi desenhada com escala, com o
comprimento dos ramos medidos como o0 numero de substituicbes por sitio. A
analise envolveu sequéncias de 18 aminoacidos. Todas as posi¢cdes contendo gaps
ou dados faltantes foram eliminadas. Houve um total de 180 posi¢des na distribuicédo
final. A &rvore filogenética foi construida no Mega5 usando o algoritmo de Maximum
Likelihood (Tamura et al., 2011). Comparacbes no GenBank foram realizadas
usando algoritmos do BLAST (Altschul et al., 1990; Gish e States, 1993; Zhang et
al., 2000).

Os numeros de acesso das sequéncias de CDK7 analisadas sao as
seguintes: Xenopus laevis (NP_001084361), Xenopus tropicalis (NP_001017219),
Tribolium castaneum (XP_966717), Rattus norvegicus (XP_215467), Solenopsis
invicta (EFZ13601), Homo sapiens (NP_001790), Mus musculus (NP_034004),
Danio rerio (NP_998126), Daphnia pulex (EFX77011), Drosophila melanogaster
(NP_511044), Aedes aegypti (XP_001657865), Caenorhabditis elegans
(NP_490952), Bombyx mori (NP_001166283), Apis mellifera (XP_395800),
Anopheles gambiae (XP_312281), Danaus plexippus (EHJ67061) e Culex
guinquefasciatus (XP_001868682). As sequéncias usadas nhas andlises foram
obtidas do GenBank.

Buscas in silico de sitios protéicos e possiveis modificacdes pos-traducionais

foram realizadas com o auxilio das ferramentas Compute pl/Mw (Bjellgvist et al.,
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1993; 1994) e ScanProsite do servidor de protedmica ExXPASy. Analise de sitios
passiveis de fosforilacdo foi realizada no software NetPhos 2.0 e analise de
possiveis alteracbes de carga foi realizada no software ProMoST (Halligan et al.,
2004).

3.10 Extracao de proteinas

Glandulas salivares e corpos gordurosos foram dissecados em PBSA e
imediatamente transferidos para tampédo RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5%
deoxicolato, 0.1% SDS e 50 mM Tris-HCI pH 8.0) contendo Mix Inibidor de Protease
1X (Sigma-Aldrich, EUA). Os tecidos foram sonicados em gelo por trés segundos a
uma amplitude de 20% em um sonicador Vibra Cell VCX130 (Sonics, Newtown, CT,
EUA). A suspensao foi entdo centrifugada a 12000 g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C até o momento de uso.

As proteinas foram quantificadas pouco antes do preparo das corridas ou
focalizagdes, devido a possiveis perdas que possam ocorrer no congelamento e
armazenamento. Foi usado o kit BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, EUA),
usando BSA como padrdo. Inicialmente, foi calculado o nimero de amostras a
serem quantificadas. Para cada amostra, sdo utilizados 200 pL de solucédo de BCA
(50 partes de Solucdo A e 1 parte de Solucdo B). Todas as analises séo
acompanhadas de uma curva padréo de proteina (BSA) fornecida no proprio kit, com
as seguintes concentracdes: 2000 pg/mL, 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 750 pg/mL, 500
pug/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 25 pg/mL e O pg/mL e um branco, contendo a
solucdo de BCA mais o tampdo RIPA. As amostras sdo diluidas 10 vezes em
tampédo RIPA (2 pL de amostra + 18 pL de tampao) e tudo € incubado a 37 °C por 30
minutos. Entdo as amostras sdo lidas em um leitor de placas 680 (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) no comprimento de onda de 550 nm. S¢6 foram consideradas

vélidas as quantificacées com R? acima de 0.99.
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3.11 Western Blotting

3.11.1 Preparo do Gel

Inicialmente, é necessério saber qual a faixa de separacéo de cada gel. Como
0 peso predito da proteina é de 37 kDa, usou-se o0 resolving gel de 10%, que
apresenta uma faixa de separacédo de 20-80 kDa. Cada gel costuma gastar em torno
de 5 mL. Com o rack montado, pipetar o resolving gel, cobrir com isopropanol
cuidadosamente e esperar o gel polimerizar. Apds a polimerizacdo do gel, preparar o
stacking gel 5%, pipetar no rack até atingir o topo e colocar o pente lentamente, sem

formar bolhas. Esperar polimerizar.

3.11.2 Corrida e Transferéncia

As amostras devem ser preparadas previamente, pipetando 15 pg de extrato
protéico total e o0 mesmo volume correspondente de 2X SDS Gel-Loading Buffer
(100 mM Tris-HCI pH 6.8; 4% SDS v/v; 0.2% Azul de Bromofenol v/v; 20% Glicerol
viv; 200 mM DTT adicionado no momento de uso). As proteinas devem ser
desnaturadas a 100 °C por 3-5 minutos; depois, manter as amostras em gelo até o

momento da corrida.

Retirar os géis do rack e posicionar no sistema de eletroforese. Remover o
pente com muito cuidado e completar o sistema com Tampédo de Corrida (25 mM
Tris-Base; 192 mM Gilicina; 0.1% SDS w/v) até cobrir o gel e permitir a formacéo de
corrente elétrica. Pipetar seis microlitros do marcador de peso molecular (Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope Standard — BioRad, EUA). Pipetar as amostras com
muito cuidado para ndo extravasarem para 0s poc¢os subsequentes. Cobrir 0 sistema

e ligar a fonte sob as seguintes condicdes:
- 20 minutos a 50 V e 30 mA,;
- 2 horas a 100 V e 50 mA.

Proximo ao fim da corrida, preparar as solu¢des para transferéncia: uma cuba
com metanol, uma com agua destilada e outra com tampéao de transferéncia (25 mM
Tris-Base; 192 mM Glicina; 0.1% SDS w/v, 30% Metanol). Assim que a corrida
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estiver finalizada, retirar o gel do sistema, medir a 4rea do gel e deixa-lo na cuba
contendo tampéo de transferéncia. Cortar seis folhas de papel-filtro do tamanho
exato do gel, bem como uma folha de membrana de PVDF (Amersham, Amersham,
Reino Unido). A membrana de PVDF deve ser ativada em metanol por 10 minutos e
lavada em &gua destilada. Os papéis-filtro devem ser umedecidos em tampao de
transferéncia antes da montagem do sistema de transferéncia (Sistema de
transferéncia semi-seco TE77 PWR — Amersham, Amersham, Reino Unido), na
ordem (de baixo pra cima): trés folhas de papel-filtro, membrana, gel, trés folhas de
papel-filtro — todos bem umedecidos em tampéo de transferéncia. Com base na
medicdo anterior, multiplicar a area do gel por 1.2 para obter a amperagem a ser

utilizada; transferir por 2.5 horas.

3.11.3 Bloqueio e Marcagcao com Anticorpos

Apos a transferéncia, fazer um picote no canto superior direito da membrana,
para identificar qual face contém as proteinas imobilizadas. Pode-se corar o gel com
Coomassie Blue (250 mg Coomassie Brilliant Blue R250; 45% Metanol; 45% Agua
Destilada; 10% Acido Acético Glacial) e a membrana com Ponceau S (Sigma-
Aldrich, EUA) para verificar a eficacia da transferéncia. Em um tubo tipo falcon de 50
mL, bloguear a membrana com leite 3% (pode-se usar BSA 3%) em TTBS por uma
hora sob agitagédo constante e uniforme. Entéo, fazer quatro lavagens de 10 minutos
cada na membrana com os tampdes TBS (50 mM Tris-HCI pH 7.4; 150 mM NaCl) e
TTBS (0.1% Tween 20 em TBS), na ordem: TTBS/TBS/TTBS/TBS.

A incubac&o com o anticorpo primario deve ser realizada overnight a 4 °C sob
agitacdo. O anticorpo é diluido em 2 mL de leite 1% em TTBS. No quadro 8

encontram-se 0s anticorpos utilizados e suas dilui¢cdes.
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Quadro 8 — Anticorpos e diluicdes

Ac. Primario Diluicéo Ac. Secundério Diluicéo
CDK7-ds17 (GS) 1:700" Goat 1:10000
B-Actina 1:2000 Mouse 1:5000
CDK7-ds17 (GS) 1:10007 Goat 1:10000
B-Tubulina 1:500 Mouse 1:1000
CDK7-ds17 (CG) 1:800 Goat 1:10000
Hsp70 1:5000 Mouse 1:7500

1: Diluigdo usada em membranas bloqueadas com BSA 3%
2: Diluicdo usada em membranas bloqueadas com Leite 3%

Fonte: Martens, 2011

Apds a incubacdo com o anticorpo primério, lavar novamente a membrana
guatro vezes (TTBS/TBS/TTBS/TBS) e incubar com 2 mL de anticorpo secundario
por uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo. Lavar quatro vezes com 0s
tampdes de lavagem (TTBS/TBS/TTBS/TBS).

3.11.4 Revelagao

Até o momento da revelagdo, manter a membrana no tubo tipo falcon com
TBS, para evitar seu ressecamento. Pipetar 500 uL de Reagente 1 e 500 pL de
Reagente 2 do ECL Chemiluminescent Substrate (GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido) em tubos tipo eppendorf separados. Na sala escura, misturar em uma
cuba pequena os Reagentes 1 e 2 e colocar a membrana com a face superior virada
para baixo. Incubar por 1 minuto. No suporte para revelacéo, colocar a membrana
com a face superior voltada para cima e cobrir com uma folha plastica. Apés apagar
a luz, cortar uma folha de filme no tamanho adequado e posicionar sobre a
membrana, sem arrasta-lo. Fechar o suporte e esperar 10 minutos, em meédia.
Durante esse tempo, preparar as cubas contendo solucéo reveladora, fixador e uma
cuba para agua corrente. Depois dos 10 minutos, abrir 0 suporte e passar o filme
para a solucao reveladora; agitar homogeneamente a solucédo até que aparecam as
bandas no filme. Assim que as bandas estejam firmes, lavar abundantemente em
agua corrente. Transferir para o fixador; agitar homogeneamente até que o filme
esteja limpo. Lavar novamente em agua corrente e deixar secar naturalmente.

Guardar a membrana em TBS.
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3.11.5 Stripping

Apds uma marcacdao, deve-se fazer o stripping para remoc¢ao dos anticorpos e
permitir a marcagcao com outro conjunto de anticorpos. Para isso, deve-se incubar a
membrana a 55 °C por 30 minutos sob agitacdo com a Stripping Solution (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Depois dessa etapa, retornar ao bloqueio e prosseguir com

outra marcagao com anticorpos.

3.12 Western Blot em 2D

3.12.1 Precipitacdo e Ressuspensédo da Proteina

Para a isoeletrofocalizacéo (IEF), deve-se retirar a maior quantidade possivel
de sais e provaveis interferentes, inclusive o tampao no qual as proteinas foram
extraidas. Para isso, precipitamos 0s extratos totais com 4V de acetona gelada,
incubando por uma hora a -20 °C. Centrifugar a 12000 g por 20 minutos a 4 °C.
Desprezar o sobrenadante e secar a temperatura ambiente. Apos a remocéo dos
possiveis contaminantes, deve-se ressuspender as proteinas em um tampao

recomendado pelo fabricante do aparelho de IEF (GE Healthcare, Reino Unido).

3.12.2 Reidratacao da Fita e Isoeletrofocalizagao (IEF)

As proteinas séo ressuspendidas no proprio tampéao de reidratacéo da fita (7
M Uréia, 2 M Tiouréia, 2% CHAPS w/v; 0.5% IPG Buffer v/v; 0.002% Azul de
Bromofenol). Esse tampao, ja com as proteinas ressuspendidas, sera usado para
reidratar as fitas (strips) de IEF. Para a fita de sete centimetros, usada em nossos
experimentos, usa-se 125 pL de tampéao de reidratacdo; portanto, € nesse volume
gue as proteinas sao ressuspendidas. As tiras devem ser retiradas do freezer
somente no momento de reidratacdo. Remover o plastico que encobre a matriz
contendo um gradiente de pH imobilizado (pH 3-10) e colocar a fita com essa matriz
virada para baixo, em contato direto com a solucéo de reidratacdo, nas canaletas da

Reswelling Tray. Cobrir com 6leo mineral e deixar reidratando overnight.
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Apoés a reidratacdo, posicionar a fita com a matriz virada para cima, encobrir
com Oleo mineral e posicionar papéis filtro umedecidos em agua destilada sobre
suas pontas. Posicionar os eletrodos do aparelho em cima dos papéis-filtro. Ajustar
0s parametros no software Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, Reino Unido), com um

acumulo total de aproximadamente 5750 Vh.

3.12.3 Equilibrio da Fita e Corrida da Segunda Dimenséao

Apés a IEF, as fitas foram equilibradas por 15 minutos em Solugcédo | (6M
Uréia; 75mM Tris-HCI pH 8.8; 29.3% Glicerol; 2% SDS, 0.002% Azul de Bromofenol;
1% DTT) e 15 minutos em Solucdo Il (6M Uréia; 75mM Tris-HCI pH 8.8; 29.3%
Glicerol; 2% SDS; 0.002% Azul de Bromofenol; 5% lodacetamida) antes de correr a

segunda dimensdo em um gel de acrilamida 10% (SDS-PAGE).

3.12.4 Transferéncia e Marcacdo com Anticorpos

Depois da corrida da segunda dimensao, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de PVDF (Amersham, Amersham, Reino Unido) e detectadas como
o0 Western Blot — 3.11.3 e 3.11.4.

3.13 Tratamento com Fosfatase

Amostras de glandula salivar e corpo gorduroso em Inicio de Rede foram
coletadas para verificagcdo do perfil de fosforilagdo em analise de western blot em
2D. Para tanto, foi extraida uma amostra de proteinas totais de cada tecido e o pH
da solugéo foi ajustado para 6.0 com auxilio de HCI 0.2 M. A variagdo do pH foi
acompanhada através da analise de fitas identificadoras de pH (pH Test Strips 4.5-
10.0 — Sigma, EUA). Com o pH ajustado, a amostra foi dividida em duas aliquotas:
F+ e F-, tratada e no tratada com a enzima, respectivamente. A amostra F+, foram
adicionados 100 pg/pL de fosfatase acida; as duas amostras foram entédo incubadas
a 37 °C por 30 minutos. Apoés o tratamento, as aliquotas foram precipitadas com 4V
de acetona gelada e procedeu-se a andlise de western blot 2D conforme os topicos
3.12.2a3.12.4.
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3.14 Imunfluorescéncia

Ovérios foram dissecados em PBSA e fixados em formaldeido 3.7% por 10
minutos. Os tecidos foram entdo lavados trés vezes com 0.5% albumina em PBSA
por cinco minutos cada, permeabilizados em 0.5% Triton X-100 por 10 minutos e
lavados novamente com PBSA trés vezes por cinco minutos. O tecido foi incubado
overnight a temperatura ambiente com 10 pL do anticorpo primario anti-CDK7 dv15.
Os ovarios foram enté@o lavados em PBSA trés vezes por cinco minutos e 20 pL do
anticorpo secundario marcado com fluoresceina foram adicionados e incubados por
uma hora a temperatura ambiente. ApOs esse periodo, foi adicionada RNAse 10
mg/mL, incubado por 30 minutos a temperatura ambiente e lavado trés vezes por
cinco minutos. Entdo, os ovarios foram contracorados com lodeto de Propideo 10
ug/mL e as laminas foram montadas com Vecta Shield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA). O material foi visualizado ao microscopio confocal de
varredura a laser (ZEISS — LSM510, Oberkochen, Alemanha).



‘3 "/ 4 RESULTADOS
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4.1 Sequenciamento de cdk7

Entre 8571 ESTs sequenciados, somente foram encontradas duas
mensagens de CDKs, com nenhuma mensagem relacionada a suas ciclinas
complementares, sendo que cdk7 apareceu somente uma vez no banco. Esse EST,
contendo 761 pb (Figura 10), foi usado para o desenho de primers para RACE5 e 3
e PCR a fim de clonar e sequenciar as regides ausentes do transcrito e da
sequéncia gendmica. Apos uma RT-PCR de um pool de mRNA contendo amostras
de todos os estagios de desenvolvimento estudados nesse trabalho, o cDNA
completo foi clonado por RACE 5 e 3. O sequenciamento dessa mensagem
completa mostrou uma sequéncia consenso contendo 1230 pb e uma ORF contendo
1020 pb, que foi usada como amostra para o desenho de primers para cobrir
possiveis introns desconhecidos e, portanto, a sequéncia genémica. Uma grande
parte desta ja foi obtida, contendo 1604 pb até o presente momento (Figura 11).
Comparacdes com bases de dados do GenBank confirmam sua identidade como
cdk7, embora uma pequena porcdo da sequéncia codificante a 5’ e sua regiao

promotora ainda precisam ser determinadas.

Figura 10 — Mapa de restricdo do EST de cdk7
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CDK7-cDNA fragmento
761 bp

GC% in 1 bp blocks
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Notar a alta concentracéo de A-T na sequéncia e os sitios de enzimas de restri¢éo.
Fonte: Martens, 2009
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Figura 11— Obtencao da sequéncia do transcrito completo e da sequéncia genémica de cdk?.

EST E a 761 bp
mRNA SUTR B - 1230 bp
gDNA | — FS 2 & v ] I > | 1604 bp*

Em azul, as sequéncias codificantes. Em vermelho, as regides néo traduzidas do mRNA; e em verde,
os introns presentes no DNA genémico.
Fonte: Martens, 2011

O alinhamento entre 0 mMRNA e a sequéncia genbmica mostrou que a
estrutura do gene compreende 4 éxons (Figura 12) e os trés introns apresentaram
sequéncias consenso GT-AG nos sitios de splicing, contendo 53, 70 e 124 pares de
base, respectivamente. O cDNA de cdk7 codifica uma proteina de 339 aminoacidos
(Figura 13), contendo o conservado motivo da familia de CDKs (PSTAIRE) que, em
CDK7, é NRTALRE (em destaque na figura 13), confirmado por um alinhamento da
sequéncia proteica de CDK7/CAK1 de diferentes organismos (Figura 14). Analises in
silico da sequéncia da proteina também mostraram sitios de interagéo (quando em
conformacdo quaternaria) com as ciclinas para a formacdo dos complexos
ciclina/CDK, bem como um sitio de ativacdo (A-Loop), chamado de T-Loop em
CDKs, devido ao fato de ocorrer uma fosforilacdo em uma treonina (Thr) para sua

ativacao (Figura 15).

Figura 12 — Esquema da sequéncia genémica de cdk7 de Rhynchosciara americana.

|Exon2| | Exon 3 | | Exon 4

RaCDK7
1604 bp

GC% in 4 bp blocks

0 10 20 30 40 50 60 70 &0 | 90 400

Notar a distribuicdo dos éxons ao longo da sequéncia gendmica.
Fonte: Martens, 2010



Figura 13 — Sequéncia do mRNA e sua traduc¢édo conceitual.

1
71
1
141
14
211
37
281
60
351
84
421
107
491
130
561
154
631
177
701
200
771
224
841
247
911
270
981
294

TTCGGGCACGAGGAGAGAAACCTAATATATCCCCTGCAACATCAAAGCTGTCTCTAGGATTTTGTTATAA 70
CAAACTACAATTTTCAAATATTTATAGTCGCAATGGATGCTAAATCAATAATAAGATATGAAAAAATAGA 140
M DAKJ STTRYEZK KT DI3
TTTTTTGGGTGAAGGACAGTTCGCTACTGTCTACAAAGCCAGGGATAATTCACTGGATCGAATAGTTGCA 210
FLGEGQFATVYXKARTDNSTELDTRTIVA 36
GTAAAGAAAATTAAAATAGGAAGCAGAGAGGAGGCCCAAGATGGCATTAATCGAACAGCGTTGCGTGAGA 280
VKKIIKTIGSI RETEAQDGTINRTALRE 59
TAAAATTGTTGCATGAACTGGAACACGTCAATATAATTGGACTTTTAGATGTCTTTGGTCATAAGTCTAA 350
I' K LLHELEHVNTTITIGLILDVFGHIK S NB83
TGTTTCACTAGTGTTTGACTTCATGGATACTGATTTGGAAAACATAATTAGAGATACGAAGATTATGCTC 420
vsSLVFDFMDTTDTLENTITTITRDTIKTIMTL 106
ACTCCAGCCAATATCAAAGCGTACACAATTATGACACTGCAAGGGCTAGAATATTTGCATCTCAATTTCA 490
T PANTKAYTTIMTTULA QGLEYTLHTLNTF 129
TTTTGCATCGTGATCTTAAACCGAACAATTTATTAATCAACTCAAATGGCATCTTGAAAATTGGCGATTT 560
I LHRDLIKPNNLILTINSNGTITLTZ KTGTD FI153
TGGTTTGGCTAAATTTTTCGGTTCGCCCAATCGCATTTACACACATCAGGTCGTGACTCGATGGTATCGT 630
G LAKFFGSPNRTIYTHQV VTRWYR 176
TGCCCAGAGTTATTATTCGGAGCCAGACAATATAATGTTGGTGTTGACATATGGGCTGTGGGATGTATAT 700
cpPELLPFGARQYNVGVDIWAYVGCTI 19
TAGCCGAATTATTGTTGCGGGTACCCTTTCTTCCGGGAGACAGTGATTTAGATCAACTAACAAAGATATT 770
L AELLLIRVPFLPGDSDILDAG QULTK I F223
CCAAGCACTCGGTACACCTACAGAAGAAAATTGGCCCGACGTTAAACTGTTACCAGATTACATGCTATTT 840
Q AL GTPTEENWPDVKTLTELZPDYMTL F 246
AAATCATTCCCTGGTACACCGCTTCAGCACATTTTCACTGCAGCACCCAACGATTTGCTACAATTACTCG 910
K S FPGTPLAQHIFTAAPNDTLTLAGQTLTL 269
AAAAATTGCTGGCACTTTGTCCATGCAATCGATGTACTTGCACTGAAGCGCTTAATATGCCGTACTTTTC 980
EXKLLALTCP CNIRCTT CTEA ALNMPYF S293
CAATAAACCAGCTCCGACTGTTGGCGAAAAATTACCGATGCCATCGACATGTATTCAATTGGAGGAGAGA 1050
NKPAPTVGEZ KTLPMPSTT CTIAGQULEE R 316

1051 CAGACAAATTTGAAACGGAAAATTACCAGTTCCGATGGTGGAACAATGCTCAAAAAAAGATTGCAATTTT 1120

317

Q T NLKURIKTITZSSDOGGTMLI KTI KT RTLQF 33

1121 AATTAGAGAAATTATCTTTCGTTCGATTTAATTTTGTTGGCAATTTAATTTATTGATTTTCTAATAAAAT 1190

*

1191 TAAGCGTTTTACTCGTACAATATGCGAGTAGGTAGATAAA 1230

53

Na caixa verde, evidencia-se o motivo da familia CDK; em vermelho, o T-Loop e em amarelo, o sinal
de poliadenilagéo.
Fonte: Martens, 2011



Figura 14 — Alinhamento de sequéncias de CDK7 de Rhynchosciara comparada com a sequéncia de homologos disponiveis em banco de dados (NCBI)
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Notar em amarelo o dominio da proteina CDK7. As setas identificam as treoninas em que ocorrem as fosforilacdes na proteina. Os tragos na regido carboxi-terminal
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MEGIAARGVD VRSRAKQYEK LDFLGEGQFA TVYKARDKNT D-RIVAIKKI
MEGIMARGVD VRSRSKQYEK LEFLGEGQFA TVVKARDKNT D-RIVAIKKI
———MALD VKSRAKRYEK LDFLGEGQFA TVYKARDKTT N-TIVAIKKI
MDNRLNRYEK IDFLGEGQFA TVYKARDIET N-EIVAVKKI

KLGHRAEAND GINRTALREI
KLGHRAEAKD GINRTALREI
KVGHRTEAKD GINRTALREI
KIGNREEAAD GINRTALREI

KLLQELSHPN
KLLQELSHPN
KLLQELSHPN
KLLHELHHEN

IIGLLDAFGH KSNISLVFDF METDLEVIIK DTSLVLTPAH
TIGLLDAFGH KSNISLVEDF METDLEVIIK DTSLVLTPAH
IIGLLDAFGH KSNISLVFDY METDLEVIIK DTSLVLTPAN
TIGLLDVFGH KSNVSLVEDF MDTDLEIIIK DPKILLTPAN

IKSYMLMTLQ GLEYLHILWI
TKSYMLMTLQ GLEYLHHLWI
TKAYILMTLQ GLEYMHNHWI
IKSYMIQTLK GLEYLHHHWI

LHRDLKPNNL LLDENGVLKL ADFGLAKSFG
LHRDLKPNNL LLDENGVLKL ADFGLAKSFG
LHRDLKPNNL LLDENGVLKL ADFGLAKARG
LHRDLKPNNL LLSGSGILKI GDFGLAKFFG

————NME ILNRLNRYEK IDFLGEGQFA TVYKARDAET N-EIVAVKKI
————— M DAKSIIRYEK IDFLGEGQFA TVYKARDNSL D-RIVAVKKI
——MHVSRE REPRLORYEK IEFLGEGQFA TVYKAKDTQN DNKIVAVKKI
MSNKLTRYEK IEFLGEGQFA TVYKARDVET D-NIVAVKKI
QFA TVYKAKDIET N-NIVAVKKI
————— ——MSRRYDT IKHLGEGQFA NVYLAQDLES G-ECVAIKKI
———MALD VKSRAKRYEK LDFLGEGQFA TVYKARDKNT N-QIVAIKKI
MEEPILRYEK IDFLGEGQFA TVYKARDVKT D-KIVAVKKI
———MAVD VKSRAKRYEK LDFLGEGQFA TVYKARDKNT N-QIVAIKKI
MIS NTQIFCIIDI S-EYNTKNPD
———MAVD VKSRAKRYEK LDFLGEGQFA TVYKARDKNT N-QIVAIKKI
MEEPTLRYEK IDFLGEGQFA TVYKAKDAKT D-KIVAVKKI
———MLPN ANDKTERYAK LSFLGEGQFA TVYKARDTVT N-QIVAVKKI

LEGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT RIFETLGTPT
LFGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT RIFETLGTPT
LEGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL AGDSDLDQLT KIFEALGTPT
LFGARQYGTG VDIWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLT RIFQVMGTPT
LFGARQYGVG VDIWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLT RIFQVMGTPN
LFGARQYGIG VDIWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLT RIFQVLGTPN
LFGARQYNVG VDIWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT KIFQALGTPT
LEGARMYGTG VDVWAVGCIM AELLLRLPFL PGESDLDQLT RIFTTLGTPN
LFGAKLYSTG VDMWAVGCIL AELLLRVPLF PGESDLDQLT KIFAVEGNPT
LYGARLYGTA IDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLT KIFQTLGTPT
LFGARSYGVG IDIWSVGCII AELLLRNPIF PGESDIDQLV KIFNILGCPT
LEGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT RIFETLGTPT
LFGARQYGTG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLS RIFQVEGTPT
LEGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT RIFETLGTPT
LYGARLYGTG IDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLT RIFQTLGTPT
LEGARMYGVG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGDSDLDQLT RIFETLGTPT
LFGARQYGTG VDMWAVGCIL AELLLRVPFL PGESDLDQLS RIFQVEGTPT
LFGARQYGTG VDMWAVGCIL AELMLRVPEM PGDSDLDQLT RIFSTLGTPT

evidenciam o sinal de localizac&o nuclear (NLS).
Fonte: Martens, 2011

KIGNREEAAD GINRTALREI
KIGSREEAQD GINRTALREI
KLGSREEARD GINRTALREI
KMGSRQEAQD GINRTALREI
KVGSRAEARD GINRTALREI
KLGSREEAKD GINRTAIREI
KLGHRSEAKD GINRTALREI
KIGSRLEAQD GINRTALREI
KLGHRSEAKD GINRTALREI
GKDSRAEARD GINRTALREI
KLGHRSEAKD GINRTALREI
KIGSRLEAQD GINRTALRET
KKGSREDARD GINRTALREI

KLLHELQHEN
KLLHELEHVN
KLLQELKIDH
KLLQELHHRN
KLLQELKIDN
KLLKETHHDN
KLLQELSHPN
KLLQELQHIN
KLLQELSHPN
KLLQELKHDN
KLLQELSHPN
KLLQELQHIN
KILQELQHEN

EEQWPGMSSL PDYVAFKSFP G-TPLHLIFI
EEQWPGMSSL PDYVAFKSFP G-TPLHHIFI
DEIWPGMSSL PDYVSFKPFP G-TPLEHIFS
DENWPDVKSL PDFVQYKHFP P-IPLRDIFT
EENWPDVKSL PDYVQYKQFP P-IPLRDIFT
ETNWPDVKSL PDYVQYKFYP P-TPLRDIFT
EENWPDVKLL PDYMLFKSFP G-TPLQHIFT
EENWPGLLSL PDFVQFKAFP V-IPMRHIFT
EENWPGLKSL SDYVEFKPFT P-IPLENIFT
EETWPGMTEL PDFIQFKPFP G-MPLKHIFT
PETWPNMTEM NSYVIIKPQT EYMALNYYFS
EEQWPDMCSL PDYVTFKSFP G-IPLHHIFS
EEIWPGMKTL TDYVQYKQFP A-QQLRHIFS
EEQWPDMCSL PDYVTFKSFP G-VPLQHIFI
EETWPGMTEL PDFIQFKPFP G-TPLKHIFT
EEQWPDMCSL PDYVTFKSFP G-IPLQHIFI
EENWPGMKTL TDYVQFKLFP A-QELRHIFS
EAEWPHLSKL HDYLQFRNFP G-TPLDNIFT

IIGLLDVFGH KSNVSLVEDF MDTDLEIIIK DPKIILTPAN
TIGLLDVFGH KSNVSLVFDF MDTDLENIIR DTKIMLTPAN
TIGLLDVFGH RSNVSLVFDF MDTDLEQIIK DTSIILTPAH
VIGLLDVFGH MSNVSLVEDF MDTDLEVIIK DNTIILTTGN
TIGLLDVFGY KSNVSLVFDF MDTDLEVIIK DSNIVLTAAN
TIGLRDVIGH RTSIQLVFDF MDTDLEHVIK DKEITLMPAH IKNITMQMLL GLEFLHVHWI
TIGLLDAFGH KSNISLVFDF METDLEVIIK DNSLVLTPSH IKAYMLMILQ GLEYLHQHWI
LIGLLDVFGQ KSNVSLVFDF MDTDLEIVIK DSSIVLTPAN VKSYMIMTLK GLEVLHQNWI
TIGLLDAFGH KSNISLVFDF METDLEVIIK DNSLVLTPSH IKAYMLMILQ GLEYLHQHWI
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Figura 15 — Esquema linear da proteina CDK7
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Tracejado evidenciando o dominio serina-treonina quinase caracteristico da familia; sitios de
interagdo tridimensional para formagédo do complexo ciclina/CDK (em rosa) e o sitio de ativagao da
proteina A-Loop (em azul), chamado de T-Loop em CDKs devido & ativagdo ser em uma treonina.

Fonte: Martens, 2010

A partir de uma andlise bioinformética no software

2011), foi realizada uma andlise filogenética comparando

MEGA 5 (Tamura et al.,
a sequéncia proteica de

CDK7 de R. americana com as sequéncias de CDK7/CAK1 de outros organismos

disponiveis em banco de dados internacional (Figura 16). Como esperado, R.

americana ficou agrupada com os outros dipteros.

Figura 16 — Arvore filogenética
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Comparacéo entre a sequéncia proteica de CDK7 com as sequéncias de CDK7/CAK de outros
organismos disponiveis em banco de dados internacional (NCBI). Arvore construida no dia

30/11/2011.
Fonte: Martens, 2011
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4.2 Niveis de expresséao dos transcritos

Apos a obtencdo do cDNA completo de cdk?, foi realizada uma andlise de
RT-PCR para verificar a presenga do transcrito em diferentes tecidos, sendo eles:
ovo, larva de 1 dia (todos os tecidos), ovario, testiculo, corpo gorduroso e glandula
salivar (Figura 17). Por ndo se tratar de uma analise quantitativa, ndo é pretendido
relacionar a intensidade da banda com a quantidade de mRNA presente no tecido,
sendo verificada somente a presenca do transcrito em cada tecido. Como se pode
ver na figura 17, a mensagem é encontrada em todos os tecidos analisados, mesmo

em ovarios e testiculos, que apresentaram um sinal muito fraco, porém detectavel.

Figura 17 — RT-PCR de cdk7 em diferentes tecidos.

MM Ovo 1DL Ovar Test CG GS

MM: Marcardor Molecular 1Kb; 1DL: Larva de um dia; Ovar: Ovario; Test: Testiculos; CG: Corpo
gorduroso; GS: Glandula salivar.
Fonte: Martens, 2009.

Foram realizados experimentos de PCR em Tempo Real para determinar os
niveis de expressdo do mRNA de cdk7 durante o desenvolvimento larval em
diferentes tecidos (glandula salivar, corpo gorduroso e ovério) de Rhynchosciara

americana, revelando diferencas nitidas no desenvolvimento de cada tecido.
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4.2.1 Nivel de expressao em glandula salivar

No perfil de expressdo de mRNA em glandula salivar (Figura 18), foi
analisada a expressao de cdk7 entre os pontos de segundo periodo e o periodo em
gue ha a regressao do pufe de DNA C3, todos dentro do quarto estagio de
desenvolvimento larval. A partir dessa analise, percebe-se um nivel de expresséo
regular durante o inicio do 4° estagio até a fase de inicio de rede, atingindo um pico
na fase B, que apresenta amplificacdo e expansdo maxima do pufe B2 (Santelli et
al., 2004), uma leve diminuicdo no fim da fase B e um novo pico ainda maior na
transicdo dos estagio B e C, com uma amplificacdo cinco vezes maior que em
segundo periodo, sendo que o leve declinio encontrado no fim da fase B ainda se
encontra com nivel de expressdo maior que em segundo periodo. Na fase C, ha a
amplificacdo de varios pufes, como C3 e C8 (Frydman et al., 1993; Glover et al.,
1981; Santelli et al., 1991). Isso é condizente com o fato de que a expressao de cdk7
pode estar diretamente relacionada ao nivel de amplificagdo cromossémica nesse
periodo. Apos a transicdo entre B e C, ha uma regressao da expressdo de cdk7 a
niveis préximos aos do segundo periodo. No inserto, € mostrada a curva de melting

para a reacao, evidenciando a especificidade dos primers.

4.2.2 Nivel de expressdo em corpo gorduroso

No perfil de expressdo de corpo gorduroso (Figura 19), analisado entre o
segundo periodo e a fase de pupa, pode-se observar a presenca de dois picos, um
na fase de Inicio de Rede e um na fase de Pré-Pupa, separados por uma diminuicdo
consistente na expressao durante as fases B e C, periodo em que h& a amplificacéo
dos pufes de DNA na glandula salivar. Ambos os picos parecem estar relacionados
com um aumento da atividade transcricional do tecido. O Inicio de Rede é a fase em
gue as larvas param de comer e precisam comecgar a secretar o casulo comunal, 0
gue demanda uma grande quantidade de energia, tornando necessario queimar as
reservas de energia do corpo gorduroso. Ja o pico em Pré-Pupa pode ser uma
consequéncia da reorganizacéo do tecido durante a metamorfose, envolvendo uma

histélise quase completa. Entretanto, nos periodos de expansdo maxima dos pufes,
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ao contrario do que foi encontrado em glandula salivar, ha uma grave diminuicdo da
expressao de cdk7, levando-nos a inferir que, neste tecido, a necessidade dessa
proteina seja mais direcionada ao aspecto transcricional do que de regulagdo do
ciclo celular. No inserto, mostra-se uma curva de melting da reacdo, que permite

avaliar a especificidade dos primers.

4.2.3 Nivel de expressao em ovario

Apesar de as diferencas entre o perfil de expressdo de glandula salivar e
corpo gorduroso serem visiveis, 0s niveis de expressao em ovario (Figura 20) foram
surpreendentes. Dentre os periodos analisados (segundo periodo e pupa), verificou-
se um plateau durante boa parte do desenvolvimento ovariano na fase larval, com
flutuagcdes muito leves. Porém, na fase de pré-pupa, obteve-se um pico com um
aumento de quase 25 vezes, quando comparado com o segundo periodo, e uma
grande regressao na fase de pupa que, ainda assim, apresentou um nivel de
expressao quase oito vezes maior que no segundo periodo. No inserto, ha uma

curva de melting, que permite avaliar a especificidade dos primers da reacéo.



Figura 18 - Expressao de cdk7 em glandula salivar

59

9]

o~

V8]

Niveis Relativos de Expressdo
(]

0_

il

] : I '
T - T - T T T T - T
2p ir ir b2 b2 c/b C

Estagios do Desenvolvimento

c/b10 posC

RT-PCR em tempo real de cdk7 em glandula salivar. 2P: Segundo Periodo; IR: Inicio de Rede; B:
Periodo de expanséo do pufe B2; B/C: Transigcdo entre B2 e C3; C: Periodo de expansao do pufe C3;
C/B10: Transi¢do entre C3 e B10; Post C: Periodo posterior a retracdo do pufe C3. No inserto,
visualiza-se a curva de melting da reacao.
Fonte: Martens, 2009.
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Figura 19 — RT-PCR em tempo real de cdk7 em corpo gorduroso.

w
)]
—

w

N
u

Niveis Relativos de Expressdao
=
w rJ
_|

=

o
(W)

2p ir b2 c3 Pupa
Estagios do Desenvolvimento Larval

2P: Segundo Periodo; IR: Inicio de Rede; B: Periodo de expansdo do pufe B2; C: Periodo de
expanséo do pufe C3. No inserto, visualiza-se a curva de melting da reacéo.
Fonte: Martens, 2009



Figura 20 — RT-PCR em tempo real de ovério.
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2P: Segundo Periodo; IR: Inicio de Rede; B: Periodo de expansdo do pufe B2; C: Periodo de
expansdo do pufe C3. No inserto, visualiza-se a curva de melting da reagéo.

Fonte: Martens, 2009.
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4.3 Niveis de expresséao de proteina

Uma vez que a CDK7 de Rhynchosciara americana apresentou 82% de
similaridade com o homoélogo de Drosophila melanogaster, nés decidimos usar
anticorpos comerciais para identificar essa proteina em varios experimentos. Foram
usados dois anticorpos policlonais anti-CDK7 de Drosophila melanogaster (CDK7-
dv15 e CDK7-dsl17, Santa Cruz Biotechnology, EUA), que se ligam a uma sequéncia
peptidica proxima ao dominio C-terminal da proteina. Experimentos preliminares de
western blot foram realizados para verificar a especificidade de ambos os anticorpos
adquiridos. Essa analise mostrou que os dois anticorpos reconheceram uma
proteina com peso molecular compativel com o tamanho esperado de CDK7 de R.
americana (aproximadamente 35 kDa) e que o anticorpo anti-CDK7 ds17 permitia o
uso de diluicGes maiores, apresentando melhor performance nos experimentos de

western blot.

4.3.1 Expresséao proteica em glandula salivar

O nivel de expresséao proteica de CDK7 de R. americana em glandula salivar
foi analisada em dois grupos diferentes, sendo que o primeiro grupo (Figura 21)
compreende as fases entre 0 segundo periodo e a fase C (em que ha expanséo
maxima do pufe C3); ja o segundo grupo (Figura 22) teve analisadas as fases entre
0 segundo periodo e pupa. O controle de loading utilizado para o primeiro grupo foi a
B-actina e do segundo grupo foi B-tubulina, ambas proteinas constitutivas de
construcdo do citoesqueleto e, portanto, com expressao constante durante as fases
analisadas. Os dois grupos analisados, quando corrigidos com a expressao das
proteinas constitutivas, apresentam as mesmas condices: um aumento da
expressdo em inicio de rede, quando comparado com segundo periodo, e a

manutencdo dessa expressao durante todo o desenvolvimento larval, até a fase de

pupa.
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Figura 21 — Western blot de CDK7 em glandula salivar.

2P IR B C

CDKY7
37kDa

B-Actina
42kDa

O controle de carregamento de amostra foi realizado com B-actina. 2P: Segundo Periodo; IR: Inicio
de Rede; B: Periodo de expanséo do pufe B2; C: Periodo de expanséo do pufe C3.
Fonte: Martens, 2010.

Figura 22 — Western blot de CDK7 em glandula salivar.

2P IR B C PP P

CDK7
37kDa
B-Tub
50kDa

O controle de carregamento de amostra foi realizado com B-tubulina. 2P: Segundo Periodo; IR: Inicio
de Rede; B: Periodo de expanséo do pufe B2; C: Periodo de expansao do pufe C3; PP: Pré-Pupa; P:
Pupa.

Fonte: Martens, 2010.

4.3.2 Expresséao proteica em corpo gorduroso

A expressao proteica de CDK7 em corpo gorduroso (Figura 23) foi analisada
entre as fases de segundo periodo e pupa. Como controle de loading, foi utilizada a
marcagao da proteina Hsp70, uma vez que os controles usuais (B-actina, B-tubulina,
a-tubulina) ndo apresentaram um padrédo confiavel (dados ndo mostrados). Embora
a expressao de CDK7 em corpo gorduroso pareca constante, quando corrigida pela
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expressdo de Hsp70, percebe-se que ha um aumento da concentracdo da proteina
em inicio de rede, quando comparado com segundo periodo, e essa concentracao

se mantém durante o desenvolvimento larval até a fase de pupa.

Figura 23 — Western blot de CDK7 em corpo gorduroso.

2P IR B C PP P

CDK7
37kDa

Hsp70
70kDa

O controle de carregamento de amostra foi realizado com Hsp70. 2P: Segundo Periodo; IR: Inicio de
Rede; B: Periodo de expansao do pufe B2; C: Periodo de expanséo do pufe C3. PP: Pré-Pupa; P:
Pupa.

Fonte: Martens, 2011.

4.4 Modificacdes pos-traducionais

Andlises bioinformaticas no software Compute pl/Mw mostraram, a partir da
traducao conceitual do mRNA de cdk7, um peso molecular predito de 38.5 kDa e um
pl predito de 8.08. Experimentos de western blot em 2D de extratos de glandula
salivar revelaram a presenca de diferentes isoformas de CDK7 de R. americana,
cujas concentragdes relativas variam durante o desenvolvimento (Figura 24). Uma
série de experimentos foi realizada para cinco pontos do desenvolvimento larval (2P,
IR, B, C e Pré-Pupa). Os western blots em 2D foram quantificados usando o
ImageScanner Illl e o software ImageMaster (GE Life Sciences, Alemanha).
Conforme visto na figura 24, a direita, os immunoblots em 2D mostram uma variagao
nas concentracbes das diferentes isoformas, que apresentam pl entre 8.0 e 7.4.
Nessas andlises, pode-se delimitar uma estrutura mais constitutiva, formada pelos
spots A e B — préximos do pl 8.0 — e outros quatro spots (C, D, E e F), com pls mais
baixos, chegando a 7.4. Quando plotados em gréfico (Figura 24, a esquerda), as

concentragcbes das isoformas apresentam uma tendéncia que se altera durante o
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desenvolvimento, apresentando quase 100% de isoformas A e B no segundo
periodo, com um inicio no deslocamento das concentracdes em inicio de rede que
atinge seu maximo na fase B, em que somente 60% do total de isoformas

correspondem as isoformas A e B. Na fase C, ja é restabelecida a condi¢do

prevalente das isoformas A e B, que se mantém durante a fase de pré-pupa.

Figura 24 — Western blots em 2D
EA HEE EC ED HE NF

AB CDE F

20 40 60 80 100 T T

o 8.0 74
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Western blots a direita evidenciando spots em diferentes fases do desenvolvimento larval de R.
americana. Os spots estdo distribuidos entre os pls 8.0 e 7.4 e seus ndmeros variam entre 2 e 5
spots. A esquerda, gréfico representando as porcentagens de cada isoforma (Spots) nos diferentes
estagios do desenvolvimento. 2P: Segundo Periodo; IR: Inicio de Rede; B: Periodo de expansao do
pufe B2; C: Periodo de expanséo do pufe C3; PP: Pré-Pupa.

Fonte: Martens, 2011.
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4.5 Ensaios de fosfatase

A fim de verificar qual a propor¢cdo das isoformas estaria relacionada a
fosforilacdo, foi realizado o tratamento de extratos totais de proteina de glandula
salivar de R. americana em inicio de rede, ponto em que foram encontrados 0s
maiores numeros de isoformas (Figura 24). Como se pode visualizar na figura 25, é
nitida a diminuicdo da area total do spot e uma consideravel regressédo no pl dos
spots marcados, sendo que aqueles spots que se encontravam no limite inferior de
pl, correspondendo a uma fosforilagdo, praticamente sumiram apds o tratamento
com a enzima. Esses resultados sdo consoantes com o fato de que o tratamento
com a enzima fosfatase promove a remocdo dos grupamentos fosfato e, assim,
restabelece o ponto isoelétrico da proteina a um estado nao-fosforilado. Entretanto,
ndo foi possivel a distingdo de 5 pontos com diferentes pls, como foi possivel na
andlise de western blot em 2D, o que limita as possibilidades de interpretacdo
guanto as isoformas presentes e os tipos de modificacbes pés-traducionais a que

foram submetidas.
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Figura 25 — Andlise de western blot em 2D em glandula salivar e corpo gorduroso

CG F- CG F+

mA+B 66 uA+B 77
EC ] mC 13
WE 8 BE 3
mF 17 uF 7

HA+B 87 HA+B 98

mF 3 mF 2

Analise de western blot em 2D em glandula salivar e corpo gorduroso com e sem 0 tratamento com
fosfatase. Os spots foram plotados em gréficos para a verificacdo do percentual de cada isoforma.

Fonte: Martens, 2011.
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4.6 Imunolocalizagao

Foram realizados ensaios de imunolocalizacdo em ovario para verificar a
localizag&o celular da proteina CDK7, com o anticorpo primario anti-CDK7 dv15 e
secundario marcado com fluoresceina. Para marcacdo do DNA foi usado iodeto de
propideo. Na figura 26, pode-se visualizar a presen¢ca de CDK7 no citoplasma das
células foliculares e uma marcacao intensa no citoplasma da célula nurse. Para
confirmar a localizacdo celular da proteina, foi realizado um corte ortogonal de um
par de ovariolos (Figura 27), com um corte horizontal passando exatamente sobre o
ndcleo do ovdcito e um corte vertical passando pelo ndcleo da célula nurse. O
grafico apresenta a intensidade de fluorescéncia emitida em vermelho (DNA) e verde
(CDKT7) no perfil. Notar que no nucleo (pico vermelho) o sinal de CDK7 ndo passa da
intensidade de 50, abaixo da qual se considera ruido. Isso confirma a localizacéo

exclusivamente citoplasmatica de CDK?7.



69

Figura 26 — Imunolocalizagdo de CDK7 em ovario de Rhynchosciara americana.

Microscopia confocal de varredura a laser de ovariolos de pupas jovens mostrando a localizacdo de
CDK?7 (verde) e DNA (vermelho). Sdo apresentados os dois canais separados e no terceiro quadro
ambos os canais em sobreposicdo. Sec¢des 6pticas mostradas sao das células foliculares.

Fonte: Martens, 2011.
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Figura 27 —

Imunolocalizacdo de CDK7 em ovario de Rhynchosciara americana.
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Imagens obtidas ao microscopio confocal de varredura a laser de ovariolos submetidos a
imunofluorescéncia com anticorpo anti-CDK7 (verde) e nuacleo corado por iodeto de propideo
(vermelho). A imagem principal € uma fatia mediana em que se observa o nucleo da célula nurse.
Foram feitas secc¢des ortogonais em dois planos, mostrados acima e a direita e também perfil (traco
branco) para avaliar a colocalizacgao.

Fonte: Martens, 2011.
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5.1 Sequéncias de cdk7

Foi construida por nosso grupo uma biblioteca de cDNA de glandula salivar
de Rhynchosciara americana na fase inicial do ultimo ciclo de endoreplicacéo (Inicio
de Rede). Essa analise gerou 7108 reads de extremidade 5 e 1085 reads de
extremidade 3’, resultando em 8193 ESTs oriundos de diferentes clones. A reunido
desses reads resultou em 846 contigs e 1734 singlets, totalizando 2580 sequéncias
Unicas, sendo que a média da sequéncia de leitura dos ESTs foi de 778 pb. Como
Rhynchosciara americana apresenta tamanho do genoma e caracteristicas similares
a Drosophila, estima-se que esse banco cubra aproximadamente 13% dos
transcritos e 17% dos genes codificantes de R. americana. Como esperado, 0s
organismos mais similares a maior parte dos grupos de ESTs foram Drosophila
melanogaster (5.6%) e Anopheles gambiae (3.4%) com identidade média de 84%
em ambos os casos. Os ESTs gerados foram categorizados usando os termos do
Gene Ontology (The Gene Ontology Consortium, 2000), que provém um vocabulario
estruturado para descrever a sequéncia de acordo com fungcdo molecular, processo
biolégico e componente celular, promovendo uma visdo acurada dos eventos em
processo na glandula salivar durante o dado estagio (Siviero et al., 2006).

Dentre as sequéncias encontradas, poucas mensagens puderam ser direta
ou indiretamente relacionadas ao ciclo celular, correspondendo a 3,11% de todos os
ESTs, dentre elas cdc2-like (cdk10) e cdk7, com nenhuma outra CDK ou ciclina
encontrada, mesmo Ciclina E ou CDK2, j& descritos como reguladores de endociclo
em Drosophila (Calvi et al., 1998; Follette et al., 1998; Lee e Orr-Weaver, 2003).
CDK7, em metazoarios, tem dois papéis com fun¢des sobrepostas: pode atuar como
uma Quinase Ativadora de CDKs (CAK), quando em complexo trimérico
(CDK7/Ciclina H/MAT1), e também pode fazer parte do complexo geral de
transcricdo TFIIH, fosforilando o Dominio Carboxi-Terminal (CTD) da RNA
Polimerase Il (Fisher, 2005). A partir do EST encontrado (Clone Rasgsc6836),
correspondente a cdk7 e contendo 761 pb, foram realizados os experimento de
RACE 3’ e 5, respectivamente.

Para o experimento de RACE 3’, foram usados dois primers orientados na
direcdo 3’, o primeiro mais interno a sequéncia (CDK7-3RACEZ2) e o segundo mais
externo (CDK7-3RACEL1). Esta reacdo foi muito mais simples, pois se aproveita do
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fato de a maioria dos mRNAs apresentarem uma cauda poli-A, sendo necessario
realizar somente as duas PCRs para obter a sequéncia faltante a 3’. A partir do
sequenciamento do produto de PCR da RACE 3’, obteve-se uma sequéncia de 854
pb, atingindo a cauda poli-A desse mensageiro. Ja a RACE 5’ foi um pouco mais
complicada, pois antes das PCRs propriamente ditas, deve haver a adicdo de algum
sitio a montante que seja reconhecido por um primer, uma vez que ndo se sabe
qualquer sequéncia da regido 5. Para tanto, foi realizada uma poliadenilagdo da
sequéncia na regiao 5, reconhecida pelo mesmo primer ja fornecido pelo fabricante
do kit para a reacao de RACE 3’; entdo foram realizadas trés reacdes de
amplificacdo com os primers CDK7-inv-L, CDK7-5RACE2 e CDK7-5RACEL1,
respectivamente. A partir do sequenciamento da reagao de RACE 5’, obteve-se uma
sequéncia de 1230 pares de bases. Quando analisada em um software de
identificacdo de ORFs (ORF Finder), verificou-se que a ORF desse transcrito

compreende 1020 pb.

Apés obter a sequéncia completa do mensageiro de cdk7, o prOximo passo
era conseguir a sequéncia gen6mica completa. Para tanto, foram desenhados
primers nas regiées mais externas da sequéncia do transcrito (gCDK7-3 e gCDK7-5)
orientados internamente. A partir de PCRs e posterior sequenciamento, obtivemos
uma sequéncia de 1604 pb. Quando sobrepostos, a sequéncia genémica e 0 mMRNA,
mostraram que a sequéncia gendmica de cdk7 apresenta 4 éxons contendo 59, 99,
263 e 708 pb, respectivamente. Os introns continham sequéncias consenso GT-AG
nos sitios de splicing. Curiosamente, em Drosophila melanogaster, Aedes aegypti e
Anopheles gambiae, seus genes CDK7/CAK1 possuem somente 2 é€xons, com um
pequeno intron de aproximadamente 60 pb. O primeiro éxon do gene nesses
organismos é muito similar ao éxon 1 de cdk7 de R. americana, até mesmo
codificando a mesma porcéo inicial da proteina. Por outro lado, em vertebrados os

genes correspondentes podem atingir 5 kb e conter até 12 éxons.

A partir da sequéncia do ORF do mRNA, foi realizada a traducdo conceitual
da mensagem, apresentando uma proteina contendo 339 aminoacidos. A sequéncia
apresentou o motivo caracteristico da familia de CDKs (PSTAIRE) que, em CDK7, é
NRTALRE. Esse motivo é altamente conservado entre as espécies, como pode ser

verificado na figura 14, em que o dominio é idéntico em todas as espécies
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estudadas, desde C. elegans até H. sapiens, exceto Culex quinquefasciatus, que
apresentou uma sequéncia muito mais curta que 0s outros organismos, com 196
aminoacidos, enquanto as sequéncias dos outros organismos variavam entre 321 e
353 aminoécidos. Além disso, foram encontradas as treoninas necessarias para a
ativacao da proteina nas posicdes 167 e 172 (em Rhynchosciara americana), sendo

gue a Thrl67 é fundamental na ativacdo da proteina.

Comparando a proteina CDK7 de R. americana e seus homdlogos mais
préximos, verificou-se uma alta similaridade com CAK1 (CDK-Activating Kinase 1) de
Aedes aegypti, com 77% de identidade e 9% de substituices conservativas (Score:
527, E-value: 7e-148). Com Drosophila melanogaster, viu-se 72% de identidade e
10% de substituicbes conservativas. A CDK7 de R. americana € menor que seus
homdlogos, que podem apresentar 360 aminoacidos. Como esperado, CAK1/CDK7s
sdo altamente conservadas, principalmente entre os aminoacidos 50 e 244, porcao
gue contém o motivo caracteristico da familia e a maior parte dos sitios ativos
dessas proteinas. Mesmo em organismos evolutivamente distantes de

Rhynchosciara, como zebrafish e humanos, a similaridade foi de 82%.

Em uma analise de filogenia usando o método de Maximum Likelihood,
mostrado na figura 16, nota-se claramente que essas proteinas se segregam em
dois grupos, vertebrados e invertebrados, com C. elegans como um grupo externo,
como esperado. CDK7 de R. americana permaneceu agrupada entre os dipteros,

devido a sua grande similaridade.

5.2 Expresséo de cdk7 durante o desenvolvimento larval

A partir dos dados obtidos em relacéo a presenca da mensagem de cdk7 em
diferentes tecidos (Figura 17), foi realizada a andlise do perfil de expressédo do
MRNA de cdk7 em trés diferentes tecidos durante o desenvolvimento larval do
inseto: glandula salivar, corpo gorduroso e ovario. Todos os pontos estudados se
encontram dentro do quarto estagio do desenvolvimento larval de R. americana, pois
€ nesse periodo que ocorrem as mais intrigantes alteracées moleculares no modelo.

O perfil de expresséo em glandula salivar mostrou, como visto na figurals,

um nivel de expressao da mensagem com dois picos no inicio das fases de maior
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amplificacdo génica, sendo que o maior dos picos apresentou uma expressao cinco
vezes maior que em segundo periodo. Durante a fase C (fase de expansdao maxima
do pufe C3), verifica-se uma regressao a niveis de expressao mais baixos que em
segundo periodo, mantidos até o fim do periodo analisado. E importante notar
também os processos fisiologicos que permeiam todas essas alteragbes
moleculares: a glandula salivar € um tecido de funcdo fundamental no
desenvolvimento larval de R. americana, apresentando aproximadamente 1.5 vezes
o tamanho da larva. E também o principal 6rgdo para a secrecdo de proteinas
relacionadas a constru¢cdo do casulo comunal (Winter et al., 1977), sendo que, em
inicio de rede, esse tecido comeca a ser mobilizado para a construcdo de uma ténue
rede sobre o grupo e posterior adensamento dessa rede e, na fase de expansao do
pufe C, ocorre um enrijecimento de toda essa estrutura, que permanece
relativamente estatica até quando as moscas adultas emergem. Além da alta
demanda sintética que ocorre durante o desenvolvimento larval, é importante levar
em consideracdo que esse tecido € exclusivamente larval nesse inseto, sendo que
no adulto esse 0Orgdo inexiste. Assim sendo, no fim do dultimo instar do
desenvolvimento larval, esse tecido passa por um processo de involugédo e
regressao até desaparecer no fim da fase de pupa, sendo inexistente no adulto
(Brandéo, 2011).

Diferente da glandula salivar, que desaparece no organismo adulto, o corpo
gorduroso permanece durante a fase seguinte, porém sua organizagcdo se torna
completamente diferente. Na fase larval, o tecido apresenta-se como uma estrutura
folhosa, composta por uma Unica camada de células, distribuida paraxialmente ao
tubo digestivo. Apresenta funcdo de biossintese e mobilizacdo de reservas
energéticas na forma de gordura e glicogénio, além de desempenhar papel
fundamental no metabolismo intermediario do organismo, como metabolismo de
lipidios e carboidratos, sintese de aminoacidos e proteinas e metabolismo de
nitrogénio, além de participar ativamente na sintese de proteinas do vitelo (Arrese e
Soulages, 2010). Durante a fase final do desenvolvimento larval, o tecido perde sua
continuidade e comeca a promover uma histdlise, deixando-o fragil e quebradico,
passando por um intenso processo de remodelacdo (Nelliot et al., 2006). Em
Rhynchosciara, durante a fase de Pupa, ha uma reorganizacdo das células

remanescentes em pequenas ilhotas (Branddo, 2011). No adulto, essas ilhotas se
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7

encontram dispostas no abdome, que é ocupado em sua quase totalidade pelas
gbnadas. Isso justificaria 0 deslocamento dos picos no perfil de expressao de cdk7
em corpo gorduroso (Figura 19) quando comparado com o perfil de glandula salivar.
Enquanto na glandula salivar, a mensagem parece estar relacionada com o grau de
amplificag@o génica do tecido, os picos de expressao em inicio de rede, que chega a
trés vezes em relacdo ao segundo periodo, e em pupa um pouco menor, parecem
sugerir uma demanda diferente dessa mensagem. ISso se torna mais evidente ao
analisar as fases em que ha uma grande amplificacdo génica (B e C); nessas fases,
vé-se uma intensa diminuicdo na expressdo dessa mensagem, chegando a quase
um quarto do encontrado em segundo periodo. Conforme mencionado
anteriormente, o inicio de rede e a fase de pupa apresentam alta atividade
transcricional, tanto para o inicio da sintese das proteinas do casulo quanto para a
reorganizagdo do tecido para a transicdo entre a vida larval e adulta e maturacao
dos ovérios. Interessantemente, enquanto em Drosophila o tempo entre a parada de
alimentacéo da larva até o inicio da alimentacéo do adulto jovem é de no maximo 32
horas (Aguila et al., 2007), Rhynchosciara para de comer na fase de inicio de rede e

permanece nessa fase ndo-allimentada por um periodo de até 7 dias.

Ja em ovario (Figura 20), o perfil de expressdo apresenta-se ainda mais
interessante. Durante quase todo o desenvolvimento larval, o nivel de expressao se
mantém estavel; entretanto, na fase de pré-pupa, ocorre um aumento de quase 25
vezes na expressdo de cdk7 em relagdo ao segundo periodo e uma grande
regressao na fase de pupa. Essa alteracdo descomunal € consistente com o
aumento no nivel de mitoses das glandulas foliculares dos ovos, pois durante boa
parte do desenvolvimento larval de R. americana, o ovario pouco cresce em volume,
sofrendo um boom na metade da fase de pupa (Basile, 1969; Basile, 1979). E
interessante notar que durante a ovogénese de Drosophila, as células foliculares
apresentam um alto nivel de amplificacdo de genes coribnicos antes do inicio da
sintese de mRNA, levando a um nivel muito maior de expressao quando comparado
com um gene regular (Spradling, 1981). Esse processo é extremamente importante
para a biosintese do corion, tornando possivel sintetizar uma grande quantidade de
proteinas do cérion em um curto periodo de tempo. Para tanto, a amplificacdo de
clusters de genes coridnicos presentes nos cromossomos X e 3 podem atingir até

15-20 e 60-80 vezes, respectivamente (Calvi et al., 1998). Devido a proximidade
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evolutiva, a maior parte dessas descobertas poderia ser extrapolada para o
desenvolvimento ovariano de Rhynchosciara americana e possivelmente explicariam
os resultados encontrados para os altos niveis de expressdo neste tecido depois da
fase de Pré-Pupa.

Apoés a analise do perfil de expressdo de mRNA nesses trés tecidos, foram
realizadas analises do perfil de expressao protéica em dois tecidos: glandula salivar
e corpo gorduroso, uma vez que mRNAs podem passar por regulacdes pos-
transcricionais. A analise do perfil protéico de CDK7 em ovario nao foi realizada
devido a dificuldade de obtencdo de material suficiente, pois durante boa parte do
desenvolvimento larval, os ovarios apresentam um volume muito pequeno,
crescendo consideravelmente apenas préximo ao fim da fase de pupa (Baslie,
1979).

Para a andlise do perfil de expresséo protéica de CDK7 em glandula salivar,
foram realizados varios experimentos (dados ndo mostrados) que apresentaram
diferentes situacdes contraditérias e até mesmo opostas, apresentando desde
ablacdo completa da expressdo em Inicio de Rede e recuperacdo em B, com um
pico de expressdo em C; até um pico de expressao em Inicio de Rede com um leve
declinio durante os estagios B e C. A primeira condi¢do encontrada (deple¢do em IR
e recuperacdo em B e C) é consistente com o perfil de expressdo de mRNA em
glandula salivar (Figura 18), porém ainda ndo condizia com o padrédo estabelecido
em outros metazoarios, de que CDK7 apresenta um perfil de expressao estavel
durante todo o ciclo celular (Fisher, 2005). Assim sendo, as condi¢cdes encontradas
se mostravam tao dispares que seria necessaria uma terceira analise para verificar

gual das duas situacfes se apresentava mais proxima da realidade.

Em uma terceira condicdo encontrada (Figura 21), o grupo analisado parece
apresentar um aumento da concentracdo da proteina em Inicio de Rede, quando
comparado com 2° Periodo, mantendo a partir dai um nivel estavel até o fim do
desenvolvimento larval. Outro experimento, com certa distancia no tempo de
realizacdo, mostrou condi¢cdes similares as encontradas no terceiro grupo (Figura
22), com um leve aumento no Inicio de Rede e posterior estabilizacdo da expressao.
O panorama proteico encontrado em glandula salivar foi bem diferente ao

encontrado no perfil de expressdo de mRNA (Figura 18), que apresentava picos nas
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fases B e C, 0 que pode ser resultado de regulacdes pos-transcricionais. Entretanto,
0s resultados sédo consoantes com o fato de que CDKs nado apresentam flutuactes

nos niveis proteicos durante o ciclo celular, como acontece com as ciclinas.

A expressao proteica de CDK7 em corpo gorduroso (Figura 23) apresentou
as mesmas condi¢cdes temporais que em glandula salivar: um leve aumento em
inicio de rede e manutencédo desse nivel durante todo o desenvolvimento larval até a
fase de pupa. A normalizacéo do perfil de expressao proteica em corpo gorduroso foi
feita em relagdo a expressdo de Hsp70, uma vez que os controles mais usuais (-
actina, B-tubulina, a-tubulina) apresentaram um padrao irregular de marcacao e foi
visto que a proteina Hsp70 apresenta um padrdao de expressao constitutiva durante

o desenvolvimento larval de R. americana (Andrade, 2005).

Embora haja diferencas nitidas entre os perfis de expressdo de mRNA de
glandula salivar (Figural8) e de corpo gorduroso (Figura 19), os perfis de expresséo
proteica apresentam uma grande similaridade, o que corrobora a ideia de que essa
proteina esta submetida a um processo de controle pos-transcricional, bem como a
possibilidade de um controle pds-traducional. Entretanto, € importante lembrar que
as larvas sao coletadas na natureza, apresentando diferentes condi¢des nutricionais
e ambientais. Além disso, na andlise de todos os tecidos, ndo se pode ignhorar o fato
de que, em metazoarios, CDK7 esta envolvida ativamente tanto em transcrigcdo
guando em regulacao do ciclo celular, tornando dificil diferenciar as circunstancias
em que cada uma delas ocorre e sua correlacdo com o aumento da expressao de
CDK?7.
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5.3 Modificagfes pos-traducionais

Nos ensaios de western blot em 2D, foi possivel observar dois conjuntos
principais de spots, entre os pls 8.0 e 7.4. Esses valores de pl sdo compativeis com
0 esperado para a forma nao-fosforilada e a forma contendo uma fosforilacéo,
entretanto a analise da sequéncia de aminoacidos prevé 13 sitios passiveis de
fosforilagdo (NetPhos). Durante boa parte do desenvolvimento larval, a maior
concentracdo de isoformas era proximo ao pl 8.0 (spots A e B), correspondentes a
forma néo-fosforilada, enquanto no maximo 40% do total de spots correspondiam as
outras quatro isoformas (C, D, E e F). Enquanto os spots A (pl 8.0) e F (pl 7.4)
representam, respectivamente, as formas nativa e fosforilada, as isoformas
presentes entre esses dois spots ndo parecem estar relacionadas com fosforilagoes,
uma vez que a alteracdo de carga € muito sutil para ser relacionada a fosforilacdes e
praticamente ndo ha alteragcdo de peso molecular nessas isoformas, que seriam
geradas em adicdes de grupamentos pesados. Presume-se que essas leves
alteracGes de carga total da proteina sem alteracdo do peso molecular estejam
relacionadas a modificacbes na cadeia lateral de alguns aminoacidos ou

deaminagédo de residuos de glutamina ou asparagina.

Pelo menos uma fosforilacdo é claramente importante para a regulacdo da
ativacdo de CDK7, Thrl67 em Rhynchosciara (a posicdo do residuo de treonina
pode variar em diferentes animais, ex. Thrl70 em Drosophila e Thrl76 em
Xenopus). Mutacbes nessa posicao levaram a expressao anormal de alguns genes
durante a embriogénese de Drosophila, causando malformacdes (Leclerc et al.,
2000). Além disso, essa fosforilacdo também é parte da regulacdo da atuacao de
CDK7 como CAK ou como componente do fator geral de transcricdo TFIIH
(LaRochelle et al., 2001). Esse enderecamento depende da necessidade da célula e
do tecido durante seu desenvolvimento, mas ndo se pode garantir por esses ensaios

se algum dos dois processos esta mais ativo.

Para verificar qual a porcentagem do total de spots estaria relacionada a
fosforilagGes, foi realizado um ensaio de fosfatase. A enzima fosfatase promove a

remocdo de grupamentos fosfato, ou seja, apés o tratamento das amostras com
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fosfatase, as alteracbes nos pontos isoelétricos seriam restabelecidas a uma
condicdo nao-fosforilada em analises em géis 2D. Para tanto, um extrato celular de
tecidos em inicio de rede foi separado em duas aliquotas; foi escolhido esse ponto
do desenvolvimento larval por ter apresentado o maior nimero de spots divisaveis
(5) dentre os pontos estudados na andlise bidimensional (Figura 24 — IR). O pH de
ambas as amostras foi ajustado para o pH 6timo de funcionamento da fosfatase
acida (pH = 6.0) e uma das aliquotas foi tratada com fosfatase por 30 minutos a 37
°C (F+) e outra foi incubada sob as mesmas condi¢cdes sem a adicdo da enzima (F-).
Entéo, foram realizados experimentos de eletroforese em 2D para essas amostras e
posterior western blotting, com deteccdo com o mesmo anticorpo usado para as
analises dos perfis de expressao protéica e os experimentos de 2D, sendo realizado

em glandula salivar e corpo gorduroso (Figura 25).

Na andlise de fosfatase em glandula salivar, é possivel notar dois spots: um
gue compreende 0s spots A e B e outro que corresponderia ao spot F nas analises
anteriores de 2D. A diferenca entre a amostra tratada e ndo-tratada é bem sutil, pois
a amostra nao tratada ja apresentava uma quantidade muito pequena de isoformas
além de A e B; ainda assim, a amostra tratada apresentou uma leve diminuicdo na
guantidade do spot F. Interessante notar também que a area total do spot A+B
também diminuiu consideravelmente, porém deve-se levar em consideracdo que se
trata de amostras diferentes e de grupos diferentes, com diferentes historicos
nutricionais, de estresse, etc; além disso, pode ter ocorrido perda na quantidade total
de proteina ap6s o equilibrio de pH e tratamento com fosfatase. Em corpo
gorduroso, € possivel notar uma maior quantidade de isoformas na amostra nao-
tratada, correspondendo aos spots A+B, C, E e F. Do mesmo modo que as amostras
de glandula salivar, houve uma diminuicdo expressiva na area total do spot A+B,
enquanto a isoforma C parece sofrer somente uma pequena diminuicdo. Como
esperado, a isoforma F apresentou uma ablacdo quase completa apos o tratamento,
acompanhada pela isoforma E, que se limitou a menos de 10% da area da amostra
ndo-tratada. Entretanto, devido ao fato de as amostras desta analise néo
apresentarem o mesmo padrdo de cinco spots como as amostras de inicio de rede
da analise em 2D, ndo se pode inferir se as isoformas correspondem exatamente
aguelas a que relacionamos nas analises em 2D, o que torna dificil uma

transposicao de interpretacdes entre a analise em 2D e o tratamento com fosfatase.
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5.4 Ensaios de imunolocalizagéo

Foram realizados experimentos de imunolocalizagdo de CDK7 nos trés
tecidos estudados (glandula salivar, corpo gorduroso e ovario), porém somente a
marcacdo no ovario foi consistente. As grandes dificuldades em estudar os outros
dois tecidos sdo o fato de que, em insetos, a glandula salivar é revestida por uma
espessa camada de quitina, sendo que em Rhynchosciara ela se apresenta ainda
mais espessa, enquanto o corpo gorduroso apresenta auto-fluorescéncia das
goticulas de gordura presentes em suas células de gordura da por¢cao anterior do
corpo gorduroso (Nelliot et al., 2006).

Em ovario, a marcacdo de CDK7 aparecia ubiqua no tanto no citoplasma das
células foliculares quanto da célula nurse (Figura 26), enquanto no ovdcito ndao havia
nenhum tipo de marcacdo citoplasmatica ou nuclear. Para confirmar a localizacédo
citoplasmatica da proteina, foi realizado um corte ortogonal de um par de ovariolos.
No corte horizontal, pode-se ver claramente que ndo ha marcacdo de CDK7 no
ovQcito, enquanto as células foliculares e a célula nurse apresentam um sinal no
citoplasma, que é mais intenso no citoplasma da célula nurse. No corte vertical,
pode-se ver que o nucleo da célula nurse ndo apresenta marcacao para CDK7. Para
verificar sua presenca de no nucleo das células foliculares, foi realizado um perfil
(seta branca na figura 27) passando sobre o citoplasma e o nucleo de uma célula
folicular. Como evidencia o grafico (Figura 27, abaixo), o sinal de fluorescéncia de
CDK7 no nucleo esta abaixo do minimo consideravel, sendo que no citoplasma a

expressao da proteina é muito marcante.

As proteinas da familia CDK apresentam sinais de localizacdo nuclear, uma
sequéncia bipartida, contendo alguns pares de residuos de lisina e arginina
separados por 10-12 aminoéacidos, proxima a extremidade carboxi-terminal
(Boulikas, 1996° apud Kaldis, 1999). Esta sequéncia determina a translocac&o
nuclear da proteina para a realizagdo de sua fungéo, e esta presente em CDK7 de
diferentes organismos como se pode visualizar na figura 14. Em eucariotos
superiores a localizacéo celular de CDK7 é nuclear, evidenciada por experimentos

de imunofluorescéncia (Tassan et al., 1995) e fracionamento subcelular (Tassan et

S Boulikas T. Nuclear import of protein kinases and cyclins. J Cell Biochem. 1996; 60(1):225-242.
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al., 1994). Isto foi verificado tanto para o complexo CAK livre, presente na regulacéo
do ciclo celular, quanto para o fator de transcricdo TFIIH. Para a funcdo de CDK7 no
complexo CAK, além da associagdo com sua ciclina regulatéria (Ciclina H) e
fosforilagdo ativatoria em um residuo treonina no T-Loop, ainda € necesséaria a
translocacdo para o nucleo (Labbé et al., 1994). No complexo TFIIH, o complexo
CAK co-localiza com coiled bodies, estruturas subnucleares transcricdo-
dependentes e enriquecidas com pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SNnRNPS)
(Jordan et al., 1997).

Em leveduras, Caklp, correspondente a todo o complexo CAK (CDK7/Ciclina
H/MAT1) em eucariotos superiores, apresenta localizacdo celular citoplasmatica,
tanto em células estacionadas em G1 quanto em células com ciclo celular ativo. A
verificacdo da localizacdo celular de Caklp em leveduras também foi realizada
através de imunofluorescéncia e fracionamento subcelular (Kaldis et al.,
1998;Wittenberg et al., 1987).

Assim sendo, o complexo CAK se divide em duas classes: proximas a Caklp
e proximas a MO15 (CDK7). Ambas as classes sdo muito divergentes, sendo que
sua unica similaridade s&o os substratos (Kaldis, 1999). A partir das analises
realizadas, € dificil dizer qual a proximidade de Rhynchosciara americana, pois a
sequéncia é proxima a de Drosophila e, portanto, préxima a MO15; entretanto, a
localizacdo exclusivamente citoplasmatica sugere uma proximidade maior a classe
Caklp. Ainda assim, seriam necessarios mais experimentos para entender o estado

funcional da proteina, bem como suas associacdes e especificidade de substrato.
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Neste trabalho, foi iniciada a caracterizacado do gene cdk7 e analisou-se sua
possivel participacdo nos endociclos de glandula salivar, corpo gorduroso e ovario
de Rhynchosciara americana, durante o Ultimo estagio de seu desenvolvimento
larval. Andlises do perfil de expresséo, tanto de mRNA quanto de proteina, nos
levam a crer que ha o envolvimento de CDK7 nos endociclos de R. americana,
devido as interessantes alteragfes visualizadas nos diferentes tecidos, bem como a
diferenca entre o perfil de expressao proteico e de mRNA. Além disso, andlises de
alteracOes pos-traducionais nos levam a acreditar em modificacdes nas cadeias
laterais de alguns aminoacidos além das fosforilagbes necessarias para a ativacao
da proteina. Dados de imunolocalizacdo sugerem que sua funcdo estaria
relacionada a transcricdo e controle do ciclo celular, porém através de vias ndo
usuais, pois as analises apresentaram um perfil de localizagao citoplasmatica, sem
marcacdo nuclear; isso difere do padrdo encontrado em eucariotos superiores,
sendo mais proximo do funcionamento de leveduras. Entretanto, muito ainda ha a
ser entendido sobre o controle dos ciclos celulares diferenciados neste modelo, bem
como a atuacdo de CDK7 em outros tecidos através de abordagens funcionais,

como silenciamento por RNA de interferéncia.
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