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RESUMO 

 

Martens AA. Caracterização do gene cdk7 e análise de sua possível atuação nos 
endociclos de Rhynchosciara americana. Dissertação (Mestrado em Biologia 
Celular e Tecidual) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo; 2011. 
 

CDKs são proteínas responsáveis pela ativação e progressão do ciclo celular e 

também apresentam função na ativação e alongamento na transcrição. Dentre 

elas, CDK7 atua em ambas as funções, fosforilando as CDKs do ciclo celular e 

fazendo parte do fator geral de transcrição TFIIH como subunidade catalítica.   A 

partir de uma biblioteca de ESTs de glândula salivar, construído com mRNAs 

presentes durante o período em que ocorre o início do último ciclo replicativo da 

politenização e início da amplificação gênica, 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 caracterização do gene cdk7 e a análise de sua 

atuação durante o desenvolvimento larval de Rhynchosciara americana. O gene 

cdk7 apresenta 4 éxons, mais que em vertebrados. A sequência completa do 

mRNA foi obtida a partir de RACE, apresentando 1230 bases e uma ORF de 1020 

bases. Perfis de expressão foram determinados por RT-PCR e Western blots. 

Modificações pós-traducionais foram analisadas por immunoblots em 2D. Seu 

perfil de expressão de mRNA e proteína apresentam variações durante o ciclo 

celular e entre os tecidos analisados; os immunoblots mostram a presença de 

uma fosforilação e possíveis modificações na cadeia lateral de alguns 

aminoácidos. O estudo de proteínas 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 Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 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 díptero Rhynchosciara americana, que pertence à família dos sciarídeos, 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 

gênero Sciara, somente acrescentadas ao gênero Rhynchosciara em 1919, por F.W. 

Edwards (Edwards, 1919† apud Breuer, 1969). Em 1951, Nonato e Pavan 

descreveram o mesmo organismo como Rhynchosciara angelae (Nonato e Pavan, 

1951); sua alegação quanto à descoberta de uma nova espécie era fundada no fato 

de que não havia sido descrita anteriormente nenhuma espécie encontrada ao nível 

do mar, somente em regiões muito mais altas, como Caracas (Venezuela), Bogotá 

(Colômbia), Oaxaca (México) e São Paulo (Brasil). Já a espécie descrita por eles 

havia sido encontrada na Fazenda Santa Cruz, Vila Atlântica, próximo de Praia 

Grande, litoral do estado de São Paulo. Um dos grandes empecilhos quanto à 

caracterização desse gênero em específico foi a dificuldade em acompanhar toda a 

vida do animal, pois muitos autores haviam descrito as espécies com base em 

características de insetos adultos, ou mesmo somente de machos ou fêmeas, 

desconsiderando ainda o estágio larval e as características de pupação, entre 

outras; o que levou à formação de grandes lacunas que dificultavam uma 

caracterização mais apurada. Somente em 1969, a classificação do gênero foi 

revisitada por Martha E. Breuer e verificou-se a sinonímia entre R. americana e R. 

angelae, prevalecendo a nomenclatura mais antiga (Breuer, 1969).  Hoje, 

conhecem-se 12 espécies no gênero Rhynchosciara, que passou a ser dividido em 

três grupos, com base na estrutura do hypoginium da fêmea: 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 exótica [Kiliae]. 1821;p.244. 

† Edwards, FW. Diptères, Nematocères, 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 gênero, a fêmea faz a ovoposição somente uma vez, depositando 

centenas a milhares de ovos que eclodem quase simultaneamente, com pouca 

distância de tempo entre a primeira e a última larva a eclodirem. Seu 

desenvolvimento larval é sincrônico e ocupa grande parte de toda a vida do inseto, 

sendo dividido em quatro estágios (Figura 1). Dos quatro estágios do ciclo de vida 

de Rhynchosciara americana, o quarto é o mais longo, sendo subdividido em seis 

períodos: o primeiro período inicia-se com a terceira ecdise larval e as larvas se 

apresentam numa coloração clara; no segundo período, as larvas adquirem uma 

coloração vermelha, devido à pigmentação da hemolinfa; no terceiro período, as 

larvas começam a secretar as proteínas do casulo, formando uma tênue rede que 

encobre todos os indivíduos (por essa razão, chamamos esse período de Início de 

Rede); no quarto período, há o início da formação do pufe B2 nos cromossomos da 

glândula salivar, além da formação do casulo comunal, que apresenta uma 

cobertura mais firme, porém ainda maleável; no quinto período, há a expansão 

máxima do pufe B2 (a esse período, denominamos B) e início da abertura do pufe 

C3; e no sexto período, há o desenvolvimento máximo do pufe C3 (por isso, 

chamamos esse período de C) e as larvas já estão individualizadas no casulo 

comunal (Terra et al., 1973). É interessante notar que esse modelo é o único entre 

os insetos em que o desenvolvimento é acompanhado por características 

morfológicas e citológicas, 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 presença 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.  
 

 

Notar o detalhamento do estágio mais longo (4º estágio), subdividido em seis períodos. 
Fonte: Machado-Santelli, 2004. 

 

Na natureza, as larvas dessa espécie são encontradas em locais úmidos e 

protegidos da luz, como embaixo de folhas e inflorescências de bananeira caídas, 

que promovem um nível adequado de umidade. Além disso, acredita-se que a 

inflorescência da bananeira, durante o apodrecimento, seja substrato para fungos 

dos quais as larvas se alimentam. Em laboratório, sob condições de temperatura 

controladas (22 °C), o ciclo de vida larval desse inseto dura em torno de 60 dias. 

Inicialmente, sua alimentação era baseada em folhas de batata doce (Lara et al., 

1965), porém esta foi modificada para erva mate (Ilex paraguariensis), conhecida 

como erva de chimarrão/tereré; a erva é umidificada e deixada próxima a uma estufa 

de secagem, o que proporciona condições de temperaturas favoráveis ao 

crescimento de fungos (Sauaia et al., 1971). Após alguns dias, essa erva é 

congelada para matar qualquer organismo que possa contaminar a cultura das 

larvas (nematoides e pulgões, por exemplo) e sua temperatura é restabelecida. Além 

da erva, também são colocados na lata de cultura pedaços de inflorescências de 

bananeiras, a fim de mimetizar as condições encontradas na natureza (Figura 2).  
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Figura 2 – Latas de cultura das larvas de R. americana.  

 

 

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

 

Grande parte dos dípteros apresenta, em diferentes tecidos, alterações 

cromossômicas que lhes renderam notoriedade. A principal característica que tornou 

esse inseto um interessante modelo de estudo foi o fato de estes apresentarem em 

seus tecidos cromossomos politênicos muito maiores do que os encontrados em 

Drosophila, por exemplo (Dreyfus et al., 1951). O tamanho aumentado desses 

cromossomos, principalmente em glândula salivar, permite uma análise morfológica 

muito aprofundada, gerando preparações citológicas de alta qualidade. A glândula 

salivar de Rhynchosciara americana, usada como parâmetro para a confirmação dos 

eventos citológicos, é dividida em três regiões: proximal (mais anterior), medial e 

distal; S1, S2 e S3, respectivamente (Figura 3). Essas regiões podem ser facilmente 

distintas umas das outras pela distribuição das células: em S1, as células são 

visualizadas em secções cubóides e estão orientadas paralelamente, formando uma 

luz ampla; em S2, as células apresentam formato mais esférico e não apresentam 

uma distribuição alinhada, com uma luz mais irregular; e S3 apresenta as células 

distribuídas alternadamente (como um zigue-zague) (Brandão, 2011). 
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Figura 3 – Glândula salivar de R. americana corada com orceína. 

 
 

Notar as divisões da glândula em três secções, delimitadas pela estrutura das células e evidenciadas 
por curvaturas nas transições.  
Fonte: Machado-Santelli, 2011 

 

Desde sua redescoberta, esse organismo vem sendo objeto de estudo devido 

a características muito peculiares, como amplificação gênica observada em 

diferentes tecidos, presença de cromossomos politênicos e desenvolvimento 

sincrônico de indivíduos irmãos (Breuer e Pavan, 1955). O desenvolvimento 

sincrônico dos indivíduos-irmãos se dá durante quase todo o estágio larval, o que 

permite avaliações muito precisas e confiáveis das alterações que ocorrem a nível 

molecular durante o estágio larval do inseto (Pavan e Da Cunha, 1969). Além disso, 

durante todo o desenvolvimento larval, todas as larvas estão no mesmo estágio de 

desenvolvimento, e são todas do mesmo sexo, ou seja, para análises citogenéticas 

e moleculares, uma única larva é representativa de todo o grupo (Pavan e da Cunha, 

1969).   
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1.2 Complexos ciclina/CDK 

 

Quinases dependentes de ciclinas (CDKs) são a subunidade catalítica de uma 

grande família de proteínas serina/treonina quinases altamente conservadas, que 

dependem da associação com ciclinas para sua atividade e estão envolvidas no 

ciclo celular e na maquinaria de transcrição. Dentre as CDKs, dois conjuntos de 

proteínas podem ser distintos por suas funções: CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6 fazem 

parte do controle do ciclo celular, enquanto CDK8, CDK9 e CDK11 estão envolvidas 

com a transcrição (Malumbres e Barbacid, 2005).  

O ciclo celular é uma ópera finamente regida, em que somente a finalização 

de um ato permite a entrada do próximo.  O controle da entrada em diferentes fases 

do ciclo celular é determinado pelo acúmulo de complexos ciclina/CDK e a 

finalização das verificações de integridade e fidelidade do DNA e alinhamento dos 

cromossomos na placa metafásica, conhecidos classicamente como checkpoints 

(Morgan, 1997). A expressão de CDKs durante o ciclo celular é constante durante o 

ciclo celular, sendo que a concentração de suas ciclinas regulatórias apresenta um 

aspecto cíclico, em que há um acúmulo dessas proteínas a partir de um determinado 

momento e há a ativação do complexo ciclina/CDK da etapa específica do ciclo, 

levando à progressão do ciclo celular (Evans et al., 1983). Uma vez cumprido o 

papel naquele ciclo, as ciclinas se dissociam de suas parceiras CDKs e são 

encaminhadas para a degradação proteolítica (Murray, 1995). De modo geral, em 

eucariotos, entrada na fase de síntese (fase S) é deteminada por CDK2/ciclina E, 

enquanto a entrada na mitose (fase M) é determinada por CDK1 e ciclinas mitóticas 

(ciclinas A, B e B3) e a progressão do ciclo celular é direcionada pela destruição 

desses complexos por SCF (Skp1/Cullin/F-Box protein) e APC/C (Anaphase 

Promoting Complex/Cyclosome), respectivamente (Lee e Orr-Weaver, 2003). Além 

do acúmulo de ciclinas, os complexos ciclina/CDK somente podem ser 

completamente ativos depois da fosforilação do domínio T-Loop das CDKs. Essa 

função é realizada por uma quinase ativadora de CDKs (CAK – CDK-activating 

kinase), um complexo composto por CDK7/ciclina H e MAT1 (Ménage-à-trois 1) 

responsável por fosforilar T-Loops em outros complexos ciclina/CDK e, portanto, 

dirigir o ciclo celular (Kaldis, 1999).  
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Outra função fundamental realizada por CDKs é o seu envolvimento na 

transcrição, autando como subunidade catalítica de fatores de transcrição geral 

(GTFs – General Transcription Factors) e fosforilando domínios carboxi-terminais 

(CTDs – Carboxyl-Terminal Domains) da RNA polimerase II (RNA Pol II). 

CDK8/Ciclina C fosforilam o CTD e as Ser-5 e Ser-304 da Ciclina H, mostrando um 

efeito negativo na transcrição. Entretanto, estudos genéticos têm mostrado que o 

complexo CDK8/Ciclina C age tanto como repressor quanto como ativador da 

transcrição em S. cerevisiae (Tassan et al., 1995). CDK9 é a subunidade catalítica 

do P-TEFb (Positive-Transcription Elongation Factor b) e é responsável pela 

liberação da repressão transcricional e o início do elongamento transcricional 

(Garriga e Graña, 2004). CDK11 possui três isoformas (CDK11p46, CDK11p58 e 

CDK11p110), que estão envolvidas em diferentes processos: apoptose (Beyaert et al., 

1997), mitose (Cornelis et al., 2000) e produção de mRNA (Trembley et al., 2002), 

respectivamente. A função detalhada das CDKs envolvidas na transcrição é revisada 

em Loyer et al., 2005. 

 

1.3 CDK7 

 

Interessantemente, uma proteína da família CDK – CDK7 – tem uma função 

dupla, atuando como CAK, fosforilando o T-Loop de outras CDKs e permitindo a 

progressão do ciclo celular; e também como parte do complexo do fator geral de 

transcrição TFIIH, fosforilando o CTD da subunidade maior da RNA Polimerase II 

(Fisher, 2005; Harper e Elledge, 1998). Em ambas as funções, a proteína CDK7 se 

associa com sua ciclina regulatória Ciclina H, além de se associar a uma proteína da 

família RING finger (MAT1), responsável pela estabilização do complexo CAK 

(Devault et al., 1995). Entretanto, a atividade exercida pelo complexo CAK apresenta 

uma especificidade de substrato: o complexo CAK livre não é capaz de fosforilar o 

CTD da RNA Polimerase II, e o complexo TFIIH é menos efetivo na ativação de 

CDK2 do que no complexo CAK livre (Lolli e Johnson, 2005) e esta especificidade é 

mediada pela proteína MAT1: complexos diméricos Ciclina H/CDK7 apresentam 

menor atividade CAK que complexos triméricos ciclina H/CDK7/MAT1; além disso, 

MAT1 promove a ligação do complexo CAK ao core do fator de transcrição TFIIH 

(Yankulov e Bentley, 1997).  
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1.4 Transcrição 

 

 A transcrição é um dos processos mais importantes em qualquer organismo, 

seja ele eucarioto ou procarioto, e sua regulação é uma etapa crucial na expressão 

gênica e sua regulação. Enquanto em procariotos, há uma única enzima RNA 

polimerase composta por três subunidades responsáveis por todas as transcrições, 

os eucariotos apresentam enzimas específicas que, com o auxílio de fatores 

adicionais, reconhecem os promotores de diferentes substratos: a RNA polimerase I 

sintetiza apenas o precursor dos rRNAs 18S, 5.8S e 28S , a RNA polimerase II 

sintetiza todos os pré-mRNAs das células e a RNA polimerase III sintetiza os tRNAs, 

rRNA 5S e outros pequenos RNAs (Young, 1991). Estruturalmente, as RNA 

polimerases apresentam um canal interno que pode acomodar um híbrido DNA/RNA 

de 8 a 9 pb, um canal ou poro secundário menor que parece servir como um canal 

de entrada para nucleotídeos trifosfatados (NTPs) e um canal de saída de RNA. O 

sítio ativo está localizado na junção entre o canal principal e o secundário e contém 

pelo menos um sítio de ligação de nucleotídeo e um íon Mg2+ firmemente ligado (Bai 

et al., 2006). 

As três principais fases do ciclo transcricional são iniciação, elongamento e 

terminação. Durante o processo de iniciação, um complexo de RNA polimerase 

competente se forma na região promotora e o DNA molde é alinhado no sítio ativo 

da enzima, que corresponde à região em que os nucleotídeos são pareados com o 

DNA molde para o elongamento do transcrito de RNA. O processo de terminação 

envolve a liberação do transcrito e a dissociação do complexo transcricional do DNA 

molde (Saunders et al., 2006). Entretanto, a RNA polimerase II não reconhece os 

promotores de seus alvos diretamente, sofrendo regulação de fatores de transcrição. 

O início da transcrição de mRNAs depende da construção de um complexo 

contendo a enzima RNA polimerase II e fatores gerais de transcrição (GTFs), 

chamado de Complexo Pré-Iniciação (Nikolov e Burley, 1997); após a ligação da 

RNA polimerase ao DNA molde, há a formação do chamado complexo fechado e, 

uma vez que todos estejam ligados à região promotora, há uma alteração na 

conformação na fita de DNA molde por volta de 11-15 pb de distância do sítio de 

início de transcrição, que leva à formação do complexo aberto. Após a síntese de 
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aproximadamente 30 bases de RNA, a RNA polimerase II perde seu contato com o 

core do complexo e o restante da maquinaria de transcrição e entra na fase de 

elongamento (Hahn, 2004). Nessa fase, a RNA polimerase, o DNA e o RNA 

nascente formam um complexo terciário estável e a RNA polimerase se move pela 

fita de DNA molde enquanto incorpora NTPs complementares na extremidade 3’ do 

RNA. Durante a terminação, a RNA polimerase se dissocia do DNA e libera o 

transcrito; este processo pode ser determinado por sequências específicas de DNA 

(terminação intrínseca) ou mediada por fatores proteicos (Bai et al., 2006). 

Os fatores gerais de transcrição (GTFs) foram descobertos a partir de 

fracionamentos cromatográficos em que uma fração purificada de RNA polimerase II 

era suplementada com frações subcelulares e verificava-se a fidelidade da 

transcrição. Por essa razão, os fatores gerais de transcrição são nomeados de 

acordo com a fração de que foram isolados, sendo eles: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, 

TFIIF e TFIIH, sendo que cada um deles apresenta uma função específica e uma 

ordem determinada na construção do complexo transcricional (Figura 4) (Thomas e 

Chiang, 2006). Uma vez estabelecido o complexo, a atividade da RNA polimerase só 

é ativada no momento em que há a fosforilação do domínio C-terminal (CTD) de sua 

subunidade maior; esse domínio, exclusivo da RNA polimerase II, é caracterizado 

pela repetição do heptapeptídeo YSPTSPS e sofre alterações reversíveis de várias 

enzimas (Akhtar et al., 2009). Os dois principais resíduos fosfoaceptores desse 

domínio são Ser-2 e Ser-5, e sofrem ação de CTD quinases, membros da família de 

Ciclina/CDK, que consistem nas subunidades catalíticas de fatores gerais de 

transcrição. 
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Figura 4 – Proteínas componentes do complexo transcricional.  

 

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 transcrição essencial composto por 10 

subunidades que apresenta atividades helicase e quinase, sendo que sua 

subunidade catalítica é composta pelo complexo CAK (CDK7/Ciclina H/MAT1), 

responsável pela progressão do ciclo celular. Entretanto, quando em associação 

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 II (Kobor e Greenblatt, 2002), que 

facilita a iniciação da transcrição. Além disso, outros dois complexos Ciclina/CDK 

estão associados com a transcrição: Ciclina C/CDK8 fazem parte da holoenzima 

RNA polimerase II 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 II que já havia sido fosforilado pelo 

complexo Ciclina H/CDK7 durante a fase de iniciação (Doonan e Kitsios, 2009). 
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1.5 Endociclos 

 

O conteúdo genômico aumentado, presente em mamíferos, plantas e insetos, 

é obtido através de endociclos, ou endoreplicação. Esse processo é um desvio do 

ciclo celular canônico em que as células alternam fases S (Síntese) e G (Gaps), não 

completando ou até mesmo não iniciando a mitose, o que promove o acúmulo de 

DNA na célula. Esse processo representa uma grande inovação evolucionária e está 

normalmente relacionado com o crescimento celular. O endociclo está amplamente 

distribuído entre protistas, plantas e muitos animais, como insetos, moluscos e 

vertebrados; e é frequentemente encontrado em células que são constitutivamente 

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

No ciclo celular canônico, as células passam por fases S, em que há a síntese 

e consequente duplicação do conteúdo genômico, e fases M (Mitose), em que há a 

divisão simétrica do conteúdo de DNA entre duas células filhas. Essas duas fases 

são 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 associação e ativação fase-específica. 

Os complexos Ciclina/CDK promovem a fosforilação das proteínas da família Rb, 

que mantêm um complexo inibitório sobre os fatores de transcrição E2F; uma vez 

liberados os fatores de transcrição, há a ativação de genes responsivos a E2F, 

levando à progressão do ciclo celular (Figura 5) (Sherr e McCormick, 2002). As 

proteínas CDKs são a subunidade catalítica desse complexo, possuindo um domínio 

serina/treonina quinase característico; e sua concentração durante o ciclo celular 

não varia substancialmente, uma vez que elas só são ativadas em associação com 

as ciclinas correspondentes. Estas apresentam um padrão de flutuação em sua 

concentração durante o ciclo celular, ocorrendo o acúmulo dessas proteínas nos 

momentos que antecedem a entrada nas fases específicas (Figura 6). Para 

mamíferos, o complexo Ciclina/CDK de mitose é Ciclina B/CDK1 e o complexo de 

fase S é Ciclina A/CDK2. Além desses complexos, há outros que estão presentes 

em G1 (Ciclina D/CDK4 e Ciclina D/CDK6) e na transição G1/S (Ciclina E/CDK2) 

(Giacinti e Giordano, 2006; Nurse, 1994). Após as fases em que devem atuar, as 

ciclinas são degradadas pelo complexo ubiquitina-proteassomo e há o acúmulo das 

mesmas no próximo ciclo (Murray, 2004).  
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Figura 5 – Esquema do ciclo celular canônico. 

 

Verificar os complexos Ciclina/CDK de cada etapa do ciclo celular, bem como as proteínas pRb e 
E2F, alvos da ação desses complexos. Em vermelho os sítios de atuação dos checkpoints.  
Fonte: Siviero, 2011; Modificado de Elledge, 1996 e Giacinti e Giordano 2006  
 
 
Figura 6 – Flutuação na concentração de ciclinas durante o ciclo celular.  

 

Usualmente as ciclinas são fase-específicas e regulam a ativação de CDKs, sendo encaminhadas 
para degradação proteolítica após 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 

que 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, há pontos de checagem (chamados de checkpoints), em que há 

uma verificação celular que permite ou não a progressão unidirecional do ciclo 

celular, ou seja, quando uma determinada fase é iniciada, não há retorno ou 

regressão. O Checkpoint de Dano de DNA detecta danos de DNA e gera um sinal 

que para as células em G1, diminui a fase S e para as células em G2, induzindo a 

transcrição de genes de reparo e está presente nas fases G1, S e G2M. Já o 

Checkpoint de Replicação de DNA verifica se o DNA duplicado na fase S foi 

completamente e fielmente replicado, inibindo a entrada em mitose e promovendo 

um retorno à fase S para a restauração do DNA (Elledge, 1996). Além disso, durante 

a mitose há um terceiro mecanismo de checkpoint, chamado de Checkpoint do Fuso 

Mitótico, que avalia a fidelidade do alinhamento do fuso na placa metafásica e a 

ligação das proteínas do fuso com os cromossomos, bloqueando a mitose na 

transição entre metáfase e anáfase. Se os cromossomos não se encontram 

alinhados na placa metafásica ou se as cromátides-irmãs não estão ligadas a 

microtúbulos originários de dois centrossomos opostos, a mitose é bloqueada e há a 

tentativa de correção do alinhamento dos cromossomos (Figura 5) (Tyson, 1999). 

Caso os erros encontrados nos checkpoints não sejam corrigidos, as células não 

progridem no ciclo celular, sendo destinadas para apoptose.  

Já 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 regulação do ciclo celular, 

eliminando a expressão de componentes não mais necessários. Entretanto, para as 

fases G1 e S, bem como a transição G1/S, o endociclo usa praticamente a mesma 

maquinaria que o ciclo celular canônico (Edgar e Orr-Weaver, 2001). A transição do 

ciclo celular canônico para o endociclo ocorre através da inibição de CDK1 através 

da ativação de um complexo APC/C independente de CDK1, indução de inibidores 

de CDKs (CKIs) e downregulation de ciclinas mitóticas; e a progressão do endociclo 

é direcionada por oscilações de APC/C, CKIs e CycE/CDK2 (Campsteijn, 2011; Lilly 

e Spradling, 1996). Células em endociclo podem reter algumas características de 

mitose, promovendo a separação das cromátides irmãs, ou escapar completamente 
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da mitose, mantendo as cromátides irmãs firmemente atadas. No primeiro caso, são 

geradas células poliplóides, em que o conteúdo genômico é múltiplo de N e esse 

processo é chamado de endomitose; já no segundo caso, há a formação de células 

politênicas, em que o número de cópias do cromossomo aumenta sem aumentar o 

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

  

Figura 7 – Endociclo em diferentes tipos celulares.  

 

 

Os desvios do ciclo celular canônico podem ocorrer em diferentes etapas, desde uma mitose 
incompleta até uma duplicação genômica 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 rígido controle de replicação e divisão celular, a poliploidia costuma 

estar relacionada a condições anormais de proliferação celular, como o câncer 

(Holland e Cleveland, 2009). Entretanto, alguns tipos celulares de eucariotos 

promovem poliploidia em seu desenvolvimento normal, como é o caso dos 

megacariócitos, que passam por um processo chamado mitose abortiva (ou 

endomitose), em que as células podem passar por anáfase e telófase, mas falham 

no cumprimento da citocinese, resultando em células com ploidia de até 128N 

(Davoli e De Lange, 2011). Outra forma de indução de poliploidia é a fusão de 
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precursores mononucleados para a formação de uma célula gigante multinucleada, 

como é o caso de células gigantes trofoblásticas (GTCs) da placenta e osteoclastos, 

gerados a partir da fusão de células macrofagocíticas (Vignery, 2000). Acredita-se 

que esse aumento no conteúdo genômico faça parte de um suporte a funções 

celulares específicas, sendo restrito a células altamente especializadas; e não como 

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

Já a politenia é uma especialização cromatínica presente em diferentes 

organismos e amplamente distribuída entre os dípteros, ocorrendo em tecidos, 

órgãos e em estágios do desenvolvimento em que determinada função é necessária, 

esta normalmente envolvendo intensas funções secretórias em um curto período de 

tempo, frente a um panorama de rápido desenvolvimento (Zhimulev et al., 2004).  

Neste processo, não há separação das cromátides irmãs após a fase S, mantendo-

se firmemente atadas umas às outras. Devido à orientação paralela destas cópias 

na cromátide e à distribuição da cromatina em heterocromatina e eucromatina, 

verifica-se um padrão de bandeamento nos cromossomos característico de cada 

espécie. As células podem atingir altos níveis de politenia, gerando cromossomos 

contendo até 8192C, em Sciara coprophila (Wu et al., 1993), e pelo menos 512C em 

Rhynchosciara americana (Machado-Santelli, comunicação pessoal‡). Em 

Rhyncosciara, o último ciclo endoreplicativo coincide com o período de secreção do 

casulo (Machado-Santelli e Basile, 1973), fase de alta atividade gênica, evidenciada 

pela ocorrência de pufes de DNA e RNA. 

 

1.6 Cromossomos politênicos 

 

Os cromossomos politênicos são encontrados em vários tecidos de dípteras, 

como glândula salivar, túbulos de Malpighi, intestino e vesícula seminal, sendo que, 

em Rhynchosciara, o padrão de bandeamento dos cromossomos permanece igual 

em quase todos os tecidos encontrados (Pavan e Breuer, 1952), sendo que as 

alterações tecido-específicas parecem estar diretamente relacionadas com 

atividades exclusivas do tecido (Guevara e Basile, 1973). Em Rhynchosciara 

americana, esses cromossomos são mais amplamente estudados em glândula 

                                                             
‡ Machado-Santelli GM. São Paulo, 2011. 
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salivar (Figura 8), devido ao tamanho que atingem (maior número de amplificações) 

e também por se apresentarem menos compactados, quando comparados com os 

cromossomos encontrados em outros tecidos.  Além da politenização amplamente 

disseminada entre os dípteros, entre os sciarídeos há um processo de amplificação 

gênica, em que há uma replicação de regiões específicas do cromossomo de uma 

maneira finamente regulada espaço-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 

proteínas estruturais do casulo comunal (Claycomb e Orr-Weaver, 2005; Santelli et 

al., 2004; Winter et al., 1977). A ocorrência da amplificação gênica e, portanto, dos 

pufes de DNA é concomitante com mudanças morfológicas abruptas no casulo 

comunal, levando-o de uma tênue rede a uma estrutura rígida, e essas alterações 

estruturais dos cromossomos são responsivas ao estímulo com o hormônio 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 politênicos de R. americana (A, B C e X).  

 

A diferenciação entre os cromossomos é feita analisando o padrão de bandeamento, características 
das extremidades e padrão de abertura de pufes. Um pufe é evidenciado na cabeça de seta.  
Fonte: Martens, 2011 
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Figura 9 – Pufes mais estudados de Rhynchosciara americana.  

 

Notar no cromossomo C a presença dos dois pufes mais estudados (C3 e C8) e no cromossomo B, a 
presença do pufe B2 (Cabeça de seta).  
Fonte: Martens, 2011 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES 

FINAIS 
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Neste trabalho, foi iniciada a caracterização do gene cdk7 e analisou-se sua 

possível participação nos endociclos de glândula salivar, corpo gorduroso e ovário 

de Rhynchosciara americana, durante o último estágio de seu desenvolvimento 

larval. Análises do perfil de expressão, tanto de mRNA quanto de proteína, nos 

levam a crer que há o envolvimento de CDK7 nos endociclos de R. americana, 

devido às interessantes alterações visualizadas nos diferentes tecidos, bem como a 

diferença entre o perfil de expressão proteico e de mRNA. Além disso, análises de 

alterações pós-traducionais nos levam a acreditar em modificações nas cadeias 

laterais de alguns aminoácidos além das fosforilações necessárias para a ativação 

da proteína. Dados de imunolocalização sugerem que sua função estaria 

relacionada a transcrição e controle do ciclo celular, porém através de vias não 

usuais, pois as análises apresentaram um perfil de localização citoplasmática, sem 

marcação nuclear; isso difere do padrão encontrado em eucariotos superiores, 

sendo mais próximo do funcionamento de leveduras. Entretanto, muito ainda há a 

ser entendido sobre o controle dos ciclos celulares diferenciados neste modelo, bem 

como a atuação de CDK7 em outros tecidos através de abordagens funcionais, 

como silenciamento por RNA de interferência.   
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