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RESUMO

Cendon-Silva, André. Analise do papel das proteinas IRM (Irre Cell Recognition
Module) no desenvolvimento do sistema nervoso embrionario e comportamento
de Drosophila. 2022. 79p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de
Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo.

A familia Irre Cell Recognition Module (IRM) é constituida por proteinas
transmembranares de adesdo celular pertencentes a superfamilia das
imunoglobulinas. Conservadas evolutivamente, participam de processos do
desenvolvimento de diferentes 6érgdos e tecidos, entre os quais sistema
nervoso, musculatura e barreira de filtragdo sédo alguns exemplos nos quais
atuam, desde invertebrados a mamiferos. Embora o papel das IRMs no
desenvolvimento do sistema nervoso adulto de Drosophila seja conhecido,
pouco se sabe sobre a atuacdo das IRMs no neurodesenvolvimento
embrionério. Desse modo, o presente trabalho buscou estudar o papel das
moléculas da familia IRM durante o desenvolvimento do sistema nervoso
embrionario de Drosophila. Nossas analises mostram que trés membros da
familia — Roughest, Kirre e Hibris — s8o expressos ao longo do
neurodesenvolvimento embrionario, sendo recrutados de forma peculiar para
cada estagio do desenvolvimento do sistema nervoso. Hibris surge como
marcador das células da glia da linha média, modelo importante para estudos
de migracdo, ensheathment, morte e sobrevivéncia celular. Em uma analise
funcional, utilizando diferentes metodologias, as IRMs se mostram necessarias
para um perfeito direcionamento axonal no corddo nervoso embrionario. Para
além disso, em uma analise do comportamento de Drosophila, vemos que a
perda da funcao selvagem das IRMs gera alteragéo tanto em comportamentos
locomotores quanto em comportamentos semelhantes aos afetados no

transtorno do espectro autista.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster, sistema nervoso,

Neurodesenvolvimento, IRM, comportamento.



ABSTRACT

Cendon-Silva, A. Analysis of the role of IRM (Irre Cell Recognition Module) in
embryonic nervous system development and behavior of Drosophila. 2022. 79p.

Thesis — Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo.

The Irre Cell Recognition Module (IRM) family consists of transmembrane cell
adhesion proteins belonging to the immunoglobulin superfamily. Evolutionarily
conserved, they participate in developmental processes of different organs and
tissues, among which the nervous system, musculature and filtration barrier are
some examples, from invertebrates to mammals. Although the role of IRMs in
Drosophila adult nervous system development has been studied in some detail,
little is known about the role of IRMs in embryonic neurodevelopment. Thus, the
present work sought to study the role of IRM family during Drosophila
embryonic nervous system development. Our analyses show that three
members of the family — Roughest, Kirre and Hibris — are expressed throughout
embryonic neurodevelopment, being recruited in a characteristic way for each
stage of nervous system development. Hibris emerges as a marker for midline
glial cell, an important model for studies of cell migration, ensheathment,
survival, and death. In a functional analysis, using different methodologies,
IRMs are shown to be necessary for normal axon pathfinding in embryonic
nerve cord. Furthermore, in an analysis of Drosophila behavior, we see that loss
of IRM wild type function generates abnormal locomotor and autistic-like

behaviors.

Key words: Drosophila melanogaster, nervous system, neurodevelopment ,
IRM, behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1 Drosophila melanogaster como modelo em biociéncias.

Drosophila melanogaster € um importante modelo de estudo em
biociéncias, tendo destaque em estudos de diferentes areas como genética,
biologia celular, embriologia e imunologia. Com um ciclo de vida curto, onde em
apenas 10 dias de desenvolvimento temos um individuo adulto
reprodutivamente ativo (Fig.1), a Drosophila também tem como vantagens o
fato de ser um modelo barato, de baixo custo para manutencdo e que necessita
de pouco espaco para cultivo (HALES et al., 2015). Em condi¢des ideais, uma
fémea tém capacidade de botar por volta de 100 ovos por dia, o que torna facil
a obtencd@o de grande numero de embrides ou moscas para um experimento
guando necessario (STOCKER; GALLANT, 2008). Com um genoma compacto,
totalmente sequenciado e com aproximadamente 14.000 genes codificadores
de proteinas agrupados em quatro pares de cromossomos (um par XY e 3
pares de autossomos, chamados de 2, 3 e 4), Drosophila apresenta ortélogos
para 75% dos genes envolvidos em doencas humanas (ADAMS et al., 2000;
REITER et al., 2001). Outra vantagem € a existéncia de cromossomos
balanceadores, que facilitam o estabelecimento e estabilizacdo de linhagens
mutantes e a realizacdo cruzamentos genéticos mais complexos. Temos ainda
que o fato do embrido de Drosophila no inicio do desenvolvimento ser
constituido por um sincicio facilita o acesso do material genético para o

estabelecimento de linhagens geneticamente modificadas (REN et al., 2017).

Além disso, existem para o modelo bancos de estoques com uma ampla
gama de colec¢des disponiveis a um custo acessivel. A existéncia, ainda, de
uma verdadeira enciclopédia de informacdo do modelo, o FlyBase

(www.flybase.org), € um facilitador a mais para quem utiliza o invertebrado em

suas pesquisas. Temos ainda bem consolidado para Drosophila uma
diversidade de sistemas de expressao génica com refinado controle temporal e
espacial ou ainda com possibilidade de expressdo em padrdo mosaico,
(MCGUIRE; ROMAN; DAVIS, 2004).
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http://www.flybase.org/

“1® instar larval

3° instar larval

Figura 1| Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Na figura estdo representados os
estagios: embrionario, larval, pré-pupal, pupal e adulto. O estagio embrionario tem duracao de
24 horas; o primeiro e o segundo estagios larvais tem duracdo de 24 horas cada um e o
terceiro estagio larval de 48 horas. O estdgio pupal chega ao fim apds 5 dias. Tempos de

desenvolvimento a 25°C (Figura modificada de www.flymove.uni-muenster.de).

1.2 Desenvolvimento do sistema nervoso de Drosophila melanogater.

O sistema nervoso é composto por uma complexa diversidade de células
(neurdnios e células da glia) que se organizam de forma a transmitir impulsos
elétricos entre diferentes partes do corpo. Ao passo que 0S neurdnios sao
responsaveis por conduzir os sinais elétricos, as células da glia ddo suporte de
diferentes formas aos neurdnios (nutricionalmente, estimulando seu

crescimento, isolando o0s nervos) para que esses impulsos elétricos sejam
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transmitidos de forma efetiva. Os neurbnios de Drosophila podem ser
subdivididos, de maneira simplificada, em trés principais tipos: i) interneurdnios,
gue apresentam seus dendritos e axonios restritos ao sistema nervoso central,
i) neurdnios motores, 0s quais possuem projecdes celulares que se dirigem
para fora do sistema nervoso central e se conectam com a musculatura através
de jungcBes neuromusculares; e iii) células neurossecretoras, que sdo neurbnios
especializados em produzir hormonios (HARTENSTEIN, 2006; HECKSCHER
et al., 2014; GOODMAN & DOE, 1993; (SCHMID; CHIBA; DOE, 1999). Ja as
células da glia podem ser subdivididas em: corticais, neuropilas, de superficie
e periféricas, as quais desempenham as mais variadas funcdes
(GRANDERATH; KLAMBT, 1999; HARTENSTEIN, 2011; HUMMEL;
SCHIMMELPFENG; KLAMBT, 1999). Um fato interessante é que ao se
comparar as diferentes classes de células da glia de Drosophila e de
mamiferos observa-se uma notavel equivaléncia de caracteristicas
morfologicas e funcionais (FREEMAN; DOHERTY, 2005).

1.2.1 Neurogliogénese

O evento responsavel por gerar células maduras do sistema nervoso a
partir de progenitores recebe o nome de neurogénese. Durante o
desenvolvimento de Drosophila melanogaster dois eventos de neurogénese
sdo observados (Figura 2). O primeiro ocorre durante o estagio embrionario,
sendo responsavel pela formacdo do sistema nervoso larval. Ao término do
desenvolvimento embrionario quase todos 0S progenitores neurais sofrem
apoptose sendo eliminados, no entanto um pequeno numero desses
neuroblastos (progenitores neurais) se tornam quiescentes e no final do
primeiro instar larval ingressam novamente no ciclo celular e participam do
segundo evento de neurogénese, que se estende até o estagio pupal, e é
responsavel por gerar cerca de 90% das células do sistema nervoso do
individuo adulto (HOMEM, 2012). Como o embrido é o foco do nosso estudo
serdo discutidas a seguir apenas as etapas do desenvolvimento do sistema

Nnervoso restritas a esse estagio.
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Embryonic stages Larval stages Pupal stages Adult stages
L | l |

First wave of neurogenesis Second wave of neurogenesis

Figura 2| Eventos de neurogénese durante o desenvolvimento de D. melanogaster. Dois
periodos de neurogénese ocorrem ao longo do desenvolvimento de Drosophila. Durante o
estagio embrionario ocorre a delaminagdo dos progenitores neurais (neuroblastos) que irdo
proliferar para formar o sistema nervoso da larva que ir4d emergir ao fim do desenvolvimento
embrionario. Nos Ultimos estagios do desenvolvimento embrionario alguns neuroblastos se
tornam quiescentes, e s voltardo a entrar no ciclo celular no fim do primeiro instar larval, onde
participardo do segundo evento de neurogénese, que se estende até o estagio pupal
(modificado de HOMEM; KNOBLICH, 2012).

No reino animal tanto os bilatérios quanto os pré-bilatérios (Cnidarios e
Ctendforos) possuem um sistema nervoso e em todos esses animais o sistema
nervoso advém de uma camada epitelial, a ectoderme. A formacdo dos
progenitores neurais ocorre a partir do ganho de competéncia neural por
algumas células da ectoderme. Esses progenitores entdo se separam, migram,
proliferam e, por fim, se diferenciam (HARTENSTEIN; STOLLEWERK, 2015). A
especificacdo da regido neurogénica no embrido de Drosophila tem inicio com
a formacado de um gradiente ventro-dorsal de concentragdo nuclear da proteina
Dorsal, (Figura 3A). Dorsal é um regulador da transcrigcdo e, em niveis ideais,
ativa a expressao dos fatores de transcricdo Snail e Twist fazendo com que as
células que os expressam tomem o destino mesodérmico. Duas faixas de
células adjacentes a mesoderme apresentam niveis intermediarios de Dorsal
nuclear, o que ativa o receptor Heartless e a expressédo de romboid, que juntos
inibem twist e snail conferindo a essas células o destino mesectodérmico,
caracterizado pela expressdo do gene regulador mestre single minded (sim
NAMBU; LEWIS; CREWS, 1993). Com a gastrulacdo, a mesoderme se

invagina e as duas faixas de células que compdem a mesectoderme se tornam
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justapostas. Em seguida surge no embrido um novo gradiente de concentracao
no eixo dorso-ventral formado pelas proteinas Decapentaplegic (Dpp) e Short
gastrulation (Sog) (Figura 3B). Na regido dorsal Dpp € altamente expresso ao
passo que nha regidao ventral Sog € predominantemente expresso. Esse
gradiente entre Dpp e Sog divide a ectoderme em duas regides, e faz com que
a regido ventral adquira capacidade neural (Figura 3C), sendo agora chamada
de neuroectoderme (BIEHS; FRANCOIS; BIER, 1996).

Gastrula stage Instructive signals along the
A T B C DV-axis form discrete

neurogenic regions

amnioserosa

d zerknulit b
DPP/BMPA

dorsal dorsal ectoderm
(cytoplasm) ppp/aMP4

DPP/BMP4

ectoderm
DPP/BMP4 - |
fgfs Sog Sog

dorsal Sog/Caudal
(nuc

nuclear] homboid [ |

¥

twist snail P ventral ectoderm
4 ventral neurogenic region
mesectoderm mesectoderm =

mesoderm

mesoderm

ventral midline

Figura 3| Padronizacdo dorso-ventral do embrido e formacéo da regido neurogénica. A)
Na blastula o eixo dorsoventral é estabelecido pela translocagdo da proteina Dorsal para o
ndcleo na regido ventral do embrido. Um gradiente de Drosal nuclear induz uma cascata
molecular que especifica a mesoderme (laranja) e a mesectoderme (azul). B) Com a
gastrulacdo a mesoderme invagina e as células da mesectoderme se tornam justapostas.
Decapentaplegic (DPP) e Short gastrulation (Sog), entdo, subdividem a ectoderme. C) Ao fim
da gastrulacéo, os gradientes de DPP e Sog dividem a ectoderme em uma metade dorsal, em

amarelo, e uma regi@o neurogénica ventral, em verde (modificado de ALTENHEIN, 2015).

Dentro da neuroectoderme ocorre um novo tipo de padronizacdo, a
segmentotolunar, dividindo-a em diferentes dominios. A padronizagédo
segmento colunar faz com que a neuroectoderme fique dividida em segmentos
transversais e em trés faixas longitudinais, sendo que cada faixa expressa vnd
ou ind ou msh. A expressao diferenciada desses genes, ditos em conjunto
genes colunares, possibilita que progenitores neurais com caracteristicas
intrinsecas diversas sejam gerados (SKEATH; THOR, 2003). A formacao dos

progenitores neurais - que pode ser um neuroblasto, um glioblasto ou um
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neuroglioblasto de acordo com os tipos celulares que dardo origem (o termo
neuroblasto aqui serd utilizado de forma redundante) — tem inicio com a
formacdo de grupos de competéncia dentro da neuroectoderme (CAMPOS-
ORTEGA, 1998; HARTENSTEIN; WODARZ, 2013; SKEATH; THOR, 2003).

No interior do embrido os neuroblastos proliferam por meio de divisbes
celulares assimétricas gerando novos neuroblastos e, um outro progenitor
neural, a célula ganglionar mée (ganglion mother cell, GMC) (HARTENSTEIN;
WODARZ, 2013; JAN; JAN, 2001; SKEATH; THOR, 2003; YU; KUO; JAN,
2006). Depois de gerada, a GMC se divide uma Unica vez dando origem a
células precursoras que irdo se diferenciar nos diferentes tipos de neurénios e
células da glia. Essa diversidade de tipos celulares é governada por uma
especificacdo espacial (ja discutida, que diz respeito a regido da
neuroectoderme que o neuroblasto se delamina) e uma especificagdo temporal.
A especificagdo temporal é governada por uma cascata de fatores de
transcricdo que Sao expressos sequencialmente na seguinte ordem:
Hunchback (Hb) — Kruppel (Kr) — Castor (Cas) — Grainyhead (Gh). (KOHWI;
DOE, 2013; YASUGI; NISHIMURA, 2016). Além disso, 0s precursores neurais
podem expressar o inibidor de destino neural Glial cell missing (Gcm), se
diferenciando em células da glia. Gecm além de autoativar-se, ativa a
transcricdo de outros fatores que contribuem para a diferenciagéo glial, como
Reverse Polarity, Pointed e Tramtrack (ALTENHEIN, 2015).
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1.2.2 Desenvolvimento da linha média do sistema nervoso central

Para além da neuroectoderme, outra regido do embrido € responsavel
por originar células que compdem o sistema nervoso embrionario, a
mesectoderme. Essa regido, que se encontra entre a mesoderme e a
ectoderme neural, dard origem a linha média do sistema nervoso central. A
linha meédia desempenha diferentes funcbes entre as quais: influencia
desenvolvimento da musculatura ventral do embrido (LEWIS; CREWS, 1994);
assim como o desenvolvimento de epiderme ventral (KIM; CREWS, 1993); e
apresenta papel central no crescimento e direcionamento dos axénios dentro
da corda ventral (ARAUJO; TEAR, 2003; HUMMEL; SCHIMMELPFENG;
KLAMBT, 1999; KEARNEY; SCHIMMELPFENG; KLAMBT, 1999; KIDD;
BLAND; GOODMAN, 1999; NEUHAUS-FOLLINI; BASHAW, 2015; TEAR et al.,
1996). Ao fim do desenvolvimento embrionario a linha média € composta por
uma grande diversidade de células (Figura 4G): cada um dos segmentos do
embrido apresenta 3 células da glia, 2 neurénios motores peptidérgicos (MP1),
1 interneurdnio dopaminérgico (H-cell), 1 interneurdnio glutamatérgico (H-cell
sib), 3 neurbnios motores glutamatergicosoctapaminergicos (mVUMs), 3
interneurdnios GABAérgicos (iVUMs), 1 neuroblasto mediano (MNB) e 8
interneurdnios GABAergicos (mnbs) (WHEELER; STAGG; CREWS, 2009).

O inicio do desenvolvimento da linha média é marcado pela expressao
de Sim, que desempenha uma funcdo regulatéria central nas células da
mesectoderme. As duas faixas de células que compdem a mesectoderme se
tornam justapostas com a gastrulacdo e se intercruzam formando uma linha
continua composta por 8 células por segmento com a expansdo da banda
germinativa. Em seguida as 8 células progenitoras da linha média sofrem uma
Unica divisdo celular sincronizada passando cada segmento a conter 16
células, que se encontram organizadas em 8 pares (KLAMBT; JACOBS;
GOODMAN, 1991; NAMBU; LEWIS; CREWS, 1993). As 16 células da linha
média se organizam em 3 grupos de equivaléncia: MP1, MP3 e MP4 (Midline
Precursor 1, 3 e 4). Na etapa seguinte, cada um dos grupos de equivaléncia
terd niveis diferentes de sinalizacdo mediada por Notch o que garantird
destinos especificos: células com altos niveis de sinalizagdo por Notch tem o

destino neural bloqueado e se tornarédo células precursoras gliais ou uma célula
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tronco neural; a célula da linha média que apresenta niveis intermediarios de
sinalizagdo por Notch dard origem ao MP6; com baixos niveis originara o MP5
e as células que apresentam auséncia de sinalizacdo por Notch se tornarédo
MP1, MP3 ou MP4 (WHEELER; STAGG; CREWS, 2008).

As células precursoras gliais dependendo de sua localizacdo
anteroposterior dentro da linha média expressam runt ou engrailed (WATSON
et al., 2011). As células que expressam engrailed se diferenciardo em PMG
(Posterior Midline Glia), ja as células que expressam runt tomardo o destino
ensheating (capeamento dos feixes axonais, WATSON et al.,, 2011) se
tornando AMG (Anterior Midline Glia). Os precursores neurais se dividirdo
apenas uma vez dando origem a 2 neurdnios cada um. O MP1 sofre divisdo
assimétrica dando origem a 2 neurénios MP1 (interneurénios peptidérgicos). O
MP3 possui seu destino especificado pela expressdo de gooseberry e sofre
uma divisdo assimétrica dando origem a uma H-cell (neurénio dopaminerico) e
uma H-cell sib (neurénio glutamatérgico) (WATSON; CREWS, 2012). Os MP4,
MP5 e MP6 sofrem divisdes, também de forma assimétrica, dando, cada um,
origem a um neurbnio motor VUM (Ventral Umpaired Median) e um
interneurénio VUM. O neuroblasto mediano (MNB) se prolifera gerando 8
neurénios mnb (interneuronios GABAEérgicos), se torna quiescente ao final do
desenvolvimento embrionario e participara do segundo evento de neurogénese.
Todas as PMG e algumas AMG sofrem apoptose, sendo que ao final do
desenvolvimento embrionario a linha média apresenta apenas 3 AMG que
participam do ensheathment dos axdnios comissurais. Os neurénios MP1 sao
mantidos apenas nos segmentos A5-A-89, sendo eliminados em todos os
outros segmentos do embrido (WHEELER; STAGG; CREWS, 2009).
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Figura 4| Desenvolvimento linha média. (A) No estagio 6-7, as células da linha média estao
organizadas como duas faixas de 4 células por segmento. (B) No estagio 8, as células da
mesectoderme sofrem uma divisdo celular sincronizada passando de 8 para 16 células. (C) No
estagio 10, as células da linha média consistem em 3 grupos de equivaléncia: o grupo MP1
(vermelho), o grupo MP3 (verde) e o grupo MP4 (azul). (D) No inicio do estagio 11, a
sinalizacdo mediada por Notch resulta na formacédo de 10 precursoras das células da glia da
linha média e 6 progenitores neurais. As precursoras das células da glia da linha média (MG,
amarelo) consistem em duas populagdes: “anterior midline glia” (AMG) e “posterior midline glia”
(PMG). Os 6 progenitores neurais, chamados de “Midline Precursors” (MPs) sdo MP1, MP3,
MP4, MP5, MP6 e um neuroblasto mediano (MNB). No fim do estagio 11, o MP1 divide
simetricamente gerando dois neurénios MP1. O MP3 divide assimetricamente gerando um
neurdnio “H-cell” e um neurbnio “H-cell sib”. Cada MP4-6 divide assimetricamente gerando um
neurdnio motor “Ventral Unpaired Median” (VUM) e um interneurdnio VUM. (E) No final do
estagio 11, a movimentacédo tanto dos neurdnios quanto das células da glia da linha média, faz
com que os neurdnios sejam cercados pelas células da glia ao longo do eixo anteroposterior
ventral. (F) Durante o estagio 12, o MNB comeca a gerar sua progénie neural (mnb) que se
localiza dorsalmente entre as AMG e as PMG. No estagio 13, as AMG terminam sua migragdo
e comecam a sofre apoptose. As PMG continuam a migrar e se associam com os mnb. (G) Ao
fim do desenvolvimento embrionario, todas as PMG foram eliminadas por apoptose, assim

como metade das AMG. As AMG remanescentes (3) envolvem completamente as comissuras
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anterior (AC) e posterior (PC). Ao fim do estagio 17, os neurdnios MP1 também sofrem
apoptose, exceto nos segmentos A5-A89. O MNB gera 8 neurdnios, se torna quiescente e

volta a se dividir no periodo pés-embrionario (modificado de www.midline.bio.unc.edu).

1.2.3 Direcionamento axonal, formacdo das comissuras e papel das
diferentes células da linha média.

Durante sua diferenciacdo, 0s neurOnios projetam seus ax0nios e
dendritos de forma a alcancarem seus alvos. Dentro do cordédo nervoso dois
feixes de axbnios por segmento atravessam a linha média, formando as
comissuras anterior e posterior (Figurab5). Cada axénio cruza a linha média
apenas uma vez, em seguida se projetam para regido anterior do embrido,
formando os conectivos (feixes de axbdnios paralelos a linha média), e
permitindo que uma conexao entre as células do corddo nervoso e o cérebro
do embridfo seja formada (ARAUJO; TEAR, 2003; HUMMEL;
SCHIMMELPFENG; KLAMBT, 1999; KEARNEY; SCHIMMELPFENG;
KLAMBT, 1999). O que dita essa precisa organizacédo das projecdes neuronais
€ um complexo sistema composto por sinais atrativos e repulsivos emanados
da linha média e uma diversidade de receptores desses sinais que sao
expressos coordenadamente nos diferentes tipos de neurdnios, 0s quais
sinalizam para que alteracdes no citoesqueleto de actina dos cones de
crescimento ocorram (O'DONNELL; CHANCE; BASHAW, 2009).
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Figura 5| Crescimento e direcionamento axonal dos neurbnios do corddo nervoso
ventral de Drosophila. O esquema simplificado mostra o padréo de projecdo axonal dos
diferentes tipos de neurdnios que compdem o corddo nervoso de Drosophila: os neurbnios
motores (M, vermelho) projetam seus axbnios para fora do sistema nervoso central se
conectando aos musculos através das jungBes neuromusculares; os neurénios ipsilaterais (I,
azul) tem sua projecdo axonal restrita a apenas um lado da corda ventral; e os neurdnios
comissurais (C,verde) projetam seus axonios contralateralmente, perpassando a linha média e
formando, assim, as comissuras anterior e posterior que estdo presentes em cada segmento
do embrido. Ao cruzar a linha media os ax6nios sdo restringidos de cruza-la novamente e se
projetam longitudinalmente em direcdo a regido anterior do embrido se conectando as células
do cérebro (ARAUJO; TEAR, 2003).

Para formacdo das comissuras, dois principais sistemas bem
caracterizados controlam o direcionamento axonal: o sistema Netrinafrazzled,
que desempenha um papel quimioatrativo e o sistema SlivtRoboComm, que
desempenha um papel quimiorepulsivo. Os axénios dos neurdnios comissurais
devem cruzar a linha média e isso tem inicio com a secrec¢éo de Netrina A e B
pelas células da glia da linha média e pela expresséo do receptor Frazzled que

ocorre apenas nos neurdnios comissurais. Embrides mutantes para os dois
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genes de netrina apresentam comissuras mais finas, sugerindo um papel das
Netrinas na atracdo axonal, que no entanto parece depender de outras
proteinas (MITCHELL et al., 1996). Ao passo que os axdnios alcancam a linha
meédia eles precisam deixa-la pelo lado oposto e ndo mais cruza-la. Mutantes
do gene roundabout (robo) possuem um fenétipo no qual axdénios de neurénios
ipsilaterais (que normalmente tem sua projecdo restrita a um lado da corda
ventral) se direcionam para a linha média e, ainda, os axénios que cruzavam a
linha média apenas uma vez, agora o fazem varias vezes (KIDD; BLAND;
GOODMAN, 1999).

Estudos sugerem que Robo é o receptor de sinais repulsivos de Slit,
uma proteina secretada pelas células da glia da linha média. Nos neurénios
comissurais Robo é excluido da membrana plasmatica dos cones de
crescimento pela acdo de Commissureless (Comm), um regulador pos
traducional que quando expresso faz com que Robo seja enderecado para
degradacédo (KELEMAN et al., 2002). Dessa forma neurdnios que expressam
Comm néo recebem o sinal repulsivo de Slit. Ao atingirem a linha média, os
axbnios comissurais tem a exclusdo de Robo da membrana plasméatica menos
intensa o que faz que Robo atinja niveis ideais para que o sinal repulsivo de Slit
seja recebido pelos axdnios comissurais, fazendo com que os esses deixem a
linha média e ndo voltem mais a cruza-la (KELEMAN et al., 2002; KIDD;
BLAND; GOODMAN, 1999; RAJAGOPALAN; NICOLAS; DICKSON, 2000;
TEAR et al., 1996). Para além dos sistemas acima descritos o direcionamento
axonal dentro da corda ventral conta com outros sistemas que governam
rostral-caudamente os axonios, e se eles irdo cruzar a linha meédia através da
comissura anterior ou posterior, entre outros (ARAUJO; TEAR, 2003;
NEUHAUS-FOLLINI; BASHAW, 2015; O'DONNELL; CHANCE; BASHAW,
2009; SCHNEIDER et al., 1995).

Além de perturbacbes nos sistemas que governam o direcionamento
axonal, defeitos no desenvolvimento das células da linha média podem gerar
também ma formacdo das comissuras do sistema nervoso. Um exemplo

classico é fornecido pelos mutantes do regulador central do desenvolvimento
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da linha média, sim. Nos mutantes sim, a linha média se degenera, acarretando
um colapso das projecées neuronais na corda ventral, com a fusdo dos
conectivos longitudinais (CREWS et al., 1992). Mutacdes que comprometem
especificamente o desenvolvimento de neurdnios ou células da glia da linha
média também acabam afetando o correto arranjo das projecdes neuronais
dentro da corda ventral. Hummel e colaboradores (1999) avaliaram os efeitos
dos diferentes tipos celulares da linha média na formacdo das comissuras. A
eliminacao dos neurdnios da linha média gera um afinamento das comissuras o
gue sugere que 0S neurbnios sejam responsaveis por governar oS sinais
quimioatrativos. No caso das células da glia, a eliminacdo dessas células
parece ndo gerar alteracdo nos sinais de atracdo da linha média, no entanto as
células da glia parecem ter papel critico na liberacdo de sinais repulsivos.
Durante o desenvolvimento as comissuras anterior e posterior sdo formadas
unidas e s6 mais tarde no desenvolvimento as comissuras se separam. Essa
separacdo ocorre pela migracdo da célula da glia da linha média, que se
desloca entre as duas comissuras fazendo com que elas segreguem. Em
mutacBes nas quais o desenvolvimento ou até mesmo a migracdo das células
da glia estdo comprometidos ocorre o feno6tipo onde as comissuras anterior e

posterior permanecem unidas (Hummel et al. 1999).

1.3 A familia Irre Cell Recognition Module (IRM).

O Irre Cell Recognition Module (IRM) compreende uma pequena familia
de proteinas transmembranares do tipo |. A familia é subdividida em duas
classes (Figura 6) sendo uma de proteinas menores RsiNeph-like e uma
classe de proteinas maiores, SNSNefrina-like, (FISCHBACH et al., 2009).
Altamente conservadas evolutivamente, as IRMs apresentam membros
descritos em C. elegans (SHEN; BARGMANN; FRANCISCO, 2003; SHEN;
FETTER; BARGMANN, 2004), Drosophila melanogaster (ARTERO;
CASTANON; BAYLIES, 2001; BOUR et al.,, 2000; DWORAK et al., 2001;
RAMOS et al., 1993; RUIZ-GOMEZ et al., 2000; STRUNKELNBERG et al.,
2001), Danio rerio (ICHIMURA et al., 2013; KRAMER-ZUCKER et al., 2005;
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NEUMANN-HAEFELIN et al., 2010), Gallus gallus (COSTA et al., 2014,
VOLKER et al., 2012) e sdo encontradas ainda em mamiferos tendo sido
caracterizadas em camundongos e humanos (CHOI et al., 2015; HELMST;
MARTIN; HUBER, 2014; KESTILA et al., 1998; SELLIN et al., 2002; VOLKER
et al., 2012). Classicamente as IRMs sdo requeridas em processos do
desenvolvimento que requerem adesdo, reconhecimento, migracdo e
sinalizacdo celular, atuando através de interacdes preferencialmente trans-

heterofilicas entre membros das duas classes (FISCHBACH et al., 2009).

Rst/NEPH-like SNS/Nefrina-like

Figura 6] As IRMs sao divididas em duas classes, O esquema ilustra a organizagdo das
duas classes das IRMs. Os membros da classe RstNeph-like apresetam 5 dominios do tipo
imunoglobulina na regido extracelular da proteina. Proteinas RstNeph-like sdo descritas em
C.elegans (SYG-1), Drosophila melanogaster (Rst e Kirre), Danio rerio (zNephl-2), Gallus
gallus (GgNeph1-2), Mus musculus (Neph1-3) e humanos (Nephl-3). J4 a classe SNSNefrina-
like € composta por proteinas maiores que apresentam 9 dominios do tipo imunoglobulina e 1

dominio fribronectina tipo Il na regido extracelular. Membros da classe SNSNefrina-like sé@o
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descritos em C. elegans (SYG-2), Drosophila melanogaster (Hbs e SNS), Danio rerio (zNeph),
Mus musculus (Nefrina) e humanos (Nefrina). (modificado de STRUNKELNBERG et al., 2001).

Os principais papéis desempenhados pelas IRMs estdo na organizacéo
do aparato de filtracdo, no desenvolvimento da musculatura e na formacéo das
conexdes neuronais, participando desses processos tanto em vertebrados
como em invertebrados. O diafragma da fenda de filtracdo € o mais elaborado
complexo juncional do reino animal. Encontrado nos rins, tem papel importante
na formacdo da barreira de filtragdo urinaria (GRAHAMMER; SCHELL;
HUBER, 2013). Membros da familia IRM sdo os principais componentes do
diafragma da fenda tanto em Danio rerio (ICHIMURA et al., 2013; KRAMER-
ZUCKER et al, 2005; NEUMANN-HAEFELIN et al., 2010) quanto em
camundongos (KESTILA et al., 1998; SELLIN et al., 2002) com membros das
suas classes sendo requeridos para formacdo do complexo juncional. Em
Drosophila existe uma estrutura semelhante que auxilia na detoxificacdo da
hemolinfa que, assim como em vertebrados, requer a participacdo das IRMs
para um perfeito funcionamento (ZHUANG et al.2009). Uma conservacao
semelhante ocorre no papel das IRMs no desenvolvimento da musculatura
onde vemos um requerimento da familia para um perfeito processo de fuséo
caracteristico do tecido em Drosophila, Danio rerio e em camundongos
(TAMIR-LAVINE et al.2017; SRINIVAS et al.2007; CHEN; OLSON, 2004).

Para o nosso modelo de estudo, Drosophila melanogaster, sdo descritas
4 proteinas da familia das IRMs: Roughest (Rst, RAMOS et al.,, 1993;
STRUNKELNBERG et al.,, 2001) e seu paralogo Kin of irre (Kirre, RUIZ-
GOMEZ et al., 2000; STRUNKELNBERG et al., 2001), membros da classe Rst-
Neph-like, e seus parceiros de interagao Hibris (Hbs, ARTERO; CASTANON;
BAYLIES, 2001; DWORAK et al., 2001) e Sticks and Stones (SNS, (BOUR et
al., 2000), membros da familia SNS-Nefrina-like. Apresentando uma complexa
regulacéo a nivel pos transcricional (MACHADO et al., 2011) e agindo de forma
parcialmente redundante (FISCHBACH et al., 2009; LINNEWEBER; WINKING,;
FISCHBACH, 2015; STRUNKELNBERG et al., 2001) as IRMs sdo requeridas
em diferentes tecidos ao longo do desenvolvimento da mosca. Além dos ja
descritos anteriormente, as IRMs sdo requeridas durante 0s seguintes
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processos: padronizacdo e especificacdo do destino celular das células
pigmentares na retina pupal (ARAUJO et al., 2003; BAO; CAGAN, 2005;
Ramos et al 1993; REITER et al., 1996; Machado et al 2011, 2018; Wolf and
Ready 1991), a padronizacéo dos 6rgaos sensoriais da antena (VENUGOPALA
REDDY et al., 1999); direcionamento axonal no lobo 6ptico (ARAUJO et al.,
2003; RAMOS et al.,, 1993; REITER et al.,, 1996; WOLFF; READY, 1991);
autofagia da glandula salivar larval (SIMON et al., 2009), desenvolvimento do
disco de asa (LINNEWEBER; WINKING; FISCHBACH, 2015). Mais
recentemente foi descrito o papel das IRMs no desenvolvimento dos ovarios
(VALER, et al 2018, 2022). Além de sua atuacdo canbnica onde atua em
parceria com outros membros da familia, a proteina Hbs atua de maneira
independente (SINGH; MLODZIK, 2012). Mutantes para Hbs apresentam
defeitos de desenvolvimento semelhantes aos fendtipos classicos de mutantes
de Notch. Isso ocorre porque Hbs participa da maturagéo de Presenilina, um
dos componentes do complexo y-secretase que € indispensavel para uma
efetiva sinalizacdo mediada por Notch (BRAY; FURRIOLS, 2001).

1.3.1 IRMs e sistema nervoso

Desde os primeiros estudos dos membros da familia IRM é sabido de
sua importancia em processos do desenvolvimento do sistema nervoso
(BOSCHERT et al., 1990; RAMOS et al., 1993). Passadas algumas décadas,
vemos que as IRMs séo requeridas em processos que vao além dos classicos

direcionamento axonal e sinaptogénese.

Em um screening de mutagenese gerada por elemento P visando
encontrar genes relacionados a defeitos de desenvolvimento no lobo 6tico de
Drosophila melanogaster foi encontrado que moscas mutantes para o locus do
gene roughest apresentam defeitos de direcionamento axonal (RAMOS et al.,
1993). Em um trabalho mais recente Sugie e colaboradores (2010)
demonstraram que os quatro membros da subfamilia IRM s&o expressos
durante o desenvolvimento do sistema visual de Drosphila. Enquanto os
paralogos Rst e Kirre sdo expressos nos neurdnios da retina, temos que 0s

Hbs e Sns sdo expressos nos neurdnios poés-sinapticos da lamina, sendo
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observada uma interagéo trans-heterdfilica entre Rst e Hbs durante a formagéo
do mapa retinotépico e, além disso, que Rst € indispensavel para um correto
arranjo axonal do 6rg&o. E importante notar que o modo candnico de atuagéo
no reconhecimento celular pelo complexo IRM comumente obedece ao mesmo
padrdo: uma interacdo heterofilica intercelular entre membros das duas classes
da familia IRM. Esse padrdo néo foi s6 conservado no desenvolvimento de
diferentes tecidos e 6rgdos, bem como ao longo do desenvolvimento do
sistema nervoso em diferentes espécies. Em C. elegans, durante o
desenvolvimento € criada uma conexao entre o sistema nervoso e a vulva do
verme. O neurbnio motor hermafrodita especifico (HSNL) é a célula dentro do
sistema nervoso responsavel por essa conexdo. O HSNL projeta seus axdnios
para fora do sistema nervoso e cria uma rede de sinapses com a musculatura
da vulva. Esta precisa conexdo é mediada por membros da subfamilia IRM de
maneira que o membro SYG-1, ortologo de Rst e Neph, € expresso na
superficie do HSNL ao passo que SYG-2 € expresso nas células epiteliais da
vulva adjacentes a musculatura. Tanto mutantes SYG-1 quanto SYG-2
apresentam defeitos de sinaptogenese, formando sinapses em locais
inapropriados (SHEN et al., 2004; SHEN & BARGMANN, 2003). Além disso,
Wanner e colaboradores (2011) mostraram que a expressao in trans de SYG-2
nao é capaz de resgatar os defeitos de vermes mutantes para SYG-1 e que a
expressdo in trans de SYG-1 resgata apenas parcialmente os defeitos de
vermes mutantes para SYG-2. Esses resultados reforcam a especificidade de
interacdo do complexo IRM e que membros de diferentes classes né&o
apresentam redundancia funcional. No entanto, um alto grau de conservacao
interespécies entre membros da mesma classe foi observado, j4& que a
expressao das trés isoformas de Neph e de Nefrina foram capazes de resgatar
defeitos sinapticos de mutantes SYG-1 e SYG-2, respectivamente (NEUMANN-
HAEFELIN et al., 2010; WANNER et al.,2011).

Para além das conexdes neurais as IRMs participam de outros
processos durante o desenvolvimento do sistema nervoso. Em camundongos
foi mostrado que a perda de Neph2 gera defeitos de migracdo de neurdnios do
nacleo pontino do cérebro (NISHIDA et al.,2010). No entanto, mais dados a

respeito se outros membros da familia IRM séo requeridos nesse processo de
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migracdo neuronal precisam ser investigados. Recentemente, em C. elegans,
Qu e colaboradores (2020) demonstraram que o requerimento das IRMs no
processo de migracdo de células neurais ndo se restringe a mamiferos. No
estudo foi demonstrado que SYG-1 € expresso em células da glia amphic
sheath (glia responsavel por capear os neurénios do orgdo sensorial chamado
de amphid sensilla) atua em parceria com o ligante Robo para uma perfeita
migracéo glial. Pela primeira vez foi descrita uma atuacdo do complexo IRM
com membros que ndo pertencem a subfamilia, o que abre precedente para
investigacdes futuras de novos parceiros. Para além da migracao celular, outro
processo do desenvolvimento que requer as IRM é na orientacdo do eixo de
clivagem da divisdo célular. Loyer & Januschkle demonstraram que o
silenciamento de Rst nos progenitores neurais gera uma perda do padrao de
orientacdo do eixo de clivagem durante a divisdo celular. E interessante notar
gue todos os processos do desenvolvimento aos quais as IRM séo requeridas
— direcionamento axonal, sinaptogenese, migracao celular e orientacao do eixo
de clivagem — convergem para eventos que requerem uma remodelacdo do
citoesqueleto celular. E embora algumas vias de atuacdo das IRMs para
remodelacdo do citoesqueleto celular ja tenham sido parcialmente elucidadas
esse ainda é um gargalo a ser investigado.

Quando chegamos ao papel das IRMs no sistema nervoso de humanos
temos que variantes raras de Kirrel-3 séo suficientes para gerar individuos com
deficiéncia intelectual moderada a severa (GUERIN et al.,, 2012) e que
amostras de pacientes com Transtorno do Espectro do Autismo apontam
variantes de Kirrel 3 relacionadas ao risco de desenvolvimento da desordem
(TALKOWSKI et al.,2012; DE RUBEIS et al., 2014; IOSSIFOV et al.,2014).
Estudos de expressdo mostram, ainda, que membros da familia sdo expressos
durante o desenvolvimento do sistema nervoso tanto em embrides de
Drosophila (RAMOS et al., 1993; RUIZ-GOMEZ et al, 2000, DWORAK et al.,
2001), de Gallus gallus (COSTA et al. 2014; VOLKER et al.,2012), quanto de
camundongos (VOLKER et al., 2012), no entanto ndo se tem informacdo de
guais processos do neurodesenvolvimento as IRMs s&do requeridas nem se

esses processos sao conservados evolutivamente.
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Em estudos prévios em nosso laboratoério visando elucidar a funcéo das
diferentes por¢cbes da proteina Rst (MODA et al 2000; MODA; 2008), foi
observado que a superexpressdo da porcédo extracelular de Rst (RstEcd) no
inicio do desenvolvimento embrionario gera severos defeitos de formacéo do
sistema nervoso do embrido (Fig. 7). Em uma analise do arranjo axonal do
corddo nervoso foi observado, ainda, que o embrido expressando RstEcd
apresenta defeitos na formagéo das comissuras em alguns segmentos, assim
como o afinamento dos conectivos (Fig. 8). Pelo fato dos artigos de
caracterizacdo de rst (RAMOS et al., 1993; STRUNKELNBERG et al., 2001) e
hbs (ARTERO; CASTANON; BAYLIES, 2001; DWORAK et al., 2001)
mostrarem que ambos 0s genes sao expressos em um mesmo periodo na linha
média do SNC, foi levantada a hipdtese que a superexpressdo de RstEcd
pudesse estar perturbando uma possivel interacdo entres rst e hbs que fosse
necessaria para um perfeito desenvolvimento do SNC embrionario. A hipotese
foi fortalecida pelo fato de que quando RstEcd foi expresso em um background
com apenas 50% da dose de hbs, ocorreu um aumento na penetrancia e

severidade do fen6tipo de ma formacédo do SNC.
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Figura 7| Efeito da superxpressdo da porcéo extracelular de Rst no inicio do
desenvolvimento embrionario. O padrdo embrionario do SNC foi visualizado através da
imunomarcacdo com o anticorpo anti-Elav (marcador paneural). (A-C) Reconstru¢do dos
embrides controle (yw), submetidos ao tratamento de choque térmico durante as horas iniciais
do desenvolvimento. (D-F) Reconstrugdo total da linhagem transgene pCal8, a qual apresente
a sequéncia codificadora da porcéo extracelular da proteina Rst sob o controle de um promotor
induzivel por choque térmico, submetidos ao mesmo tratamento do controle (modificado de
MODA, 2008).
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Figura 8| Analise das proje¢cdes axonais da corda ventral do SNC. Embrifes no estagio 14-
15 marcados com DAPI (azul) para visualizar os nucleos e com faloidinafodamina (vermelho)
permitindo a visualizac@o das comissuras e conectivos da corda ventral. Em (A, C e E) temos o
embrido controle (yw) e em (B, D e F) embrido pCal8, ambos submetidos ao tratamento de
choque térmico nas primeiras horas do desenvolvimento. (A-B) Marcacdo com DAPI. (C e D)
Marcagdo com faloidinatodamina. (E e F) Sobreposicdo das duas marcagdes. Notam-se
defeitos nas comissuras de alguns dos segmentos do embrido (setas, D) assim como um

afinamento dos conectivos (modificado de MODA, 2008).
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2. OBJETIVO

O principal objetivo desse trabalho foi estudar o papel das IRMs no
desenvolvimento do sistema nervoso embrionario de Drosophila melanogaster,
caracterizando o padrao espaco-temporal da expressao dos membros a nivel
celular e relacionando quais os eventos do neurodesenvolvimento em que as
IRMs séo requeridas. Adicionalmente, objetivou-se estudar a relacdo da
familia IRM com o comportamento de Drosophila. Para para a consecucao
destes objetivos gerais foram utilizadas as seguintes estratégias:

2.1 Analisar a expressao espaco-temporal das linhagens da colecdo MiMic
GFP para as IRMs.

2.2 Caracterizar fenotipicamente o neurodesenvolvimento embrionério de
linhagens mutantes e deficientes para as IRMs.

2.3 Analisar o efeito fenotipico do silenciamento dos genes das IRMs no
neurodesenvolvimento embrionario.

2.4 Caracterizar comportamentos locomotores em linhagens mutantes,
deficientes e silenciadas para as IRMs

2.4 Analisar o efeito da perda da funcdo selvagem das IRMs em fendétipos
comportamentais semelhantes ao transtorno do espectro autista em
Drosophila.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1 Material Bioldgico

Neste trabalho foram utilizados embrides e individuos adultos de
Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae) mantidos em cultura no
Laboratério de Biologia Molecular do Desenvolvimento do Departamento de
Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/USP.

3.1.2 Linhagens de Drosophila melanogaster utilizadas

Linhagem Genotipo Origem/Referéncia
Canton S wild type Artavanis Lab.
Rst®’ y rst® Fischbach Lab.
Df(1)w®"* ywf / Df(1) w®™*° fad /Y; Dp(1;2)  Artavanis Lab.

76e18 (“48w")

Df(2R) XTED1/CyO.GFP Bloomington
Di(2)(hbs) Drosophila Stock
Center (BDSC)
sim-Gal4 wW[*];P{w[+mC]=GAL4-sim.3.7}2, BDSC stock #26784

P{w[+mC]=UAS-GFP.btau}2

| ” Piw[+mW.hs]=GawB BDSC stock #458
elav-ga elav[C155] ! GAL4 o
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UAS-RNAI Rst

UAS-RNAI Hbs

UAS RNAi RstHbs VDRC951; VDRC40898

UAS RNAI Kirre

Rst-GFP Kirre>>GFP y" w M{PT-GFSTF.1}rst"%4%%*

GFSTF.1 Ki rr.eMI04842-

GFSTF.l/FM?L Bl

y[1] w[*]; Mi{PT-
Hbs-GEP GFSTF.1}hbs[MI02141-
GFSTF.1]

BDSC stock #65321;
BDSC stock #38425;

Hbs-GFP/slit.gal4,
UAS mcherry.NSL BDSC stock #9580

/ITM6B

3.1.3 Meios de cultura

Meio Padrao de Drosophila
Fuba de milho

Dextrose

Sacarose

Levedura

Solucéo Nipagin*

Mistura de acidos**

Agar

ViennaDrosophila
ResourceCenter
(VDRC) stock #951

VDRC stock #40898

Maiaro Cabral
VDRC stock #3111

BDSC stock #5941

BDSC stock #65321

André Cendon

181,89
105g
52,49
31,89
11,5ml
20,2ml

209
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http://flybase.org/reports/FBal0018607.html
http://flybase.org/reports/FBti0168865.html
http://flybase.org/reports/FBti0168865.html
http://flybase.org/reports/FBal0326847.html
http://flybase.org/reports/FBal0326847.html
http://flybase.org/reports/FBba0000227.html
http://flybase.org/reports/FBal0000817.html

Agua destilada 1,7261L

*Solucdo de Nipagin 10%: acido fosférico 0,2%

**Mistura de &cidos: 418ml de &cido propidnico; 41,5ml de acido fosférico; agua
destilada gsp. 1000ml

Meio de Oviposicéo

Agar 119
NaOH 1,25N 5ml
Sacarose 43,5¢
Suco de uva 227,5ml
Mistura de acidos 5,5ml
Agua destilada 270ml

3.1.4 Solugdes

Solugdes para Imunocitoquimica

PBS 10X pH 7.0

NaCL 13 mM
Na;HPO,4.2H,0 70 mM
NaH,PO4.H,0 3 mM
PBT 0,4%

PBS 1X 50ml
Triton X-100 200 pl
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PBTA

PBS 10X

BSA

Triton X-100
Azida de Sodio

Agua destilada g.s.p

3.1.5 Anticorpos

Anticorpos

Anticorpo priméario monoclonal anti-Elav (rato)

Anticorpo priméario monoclonal BP102 anti-
CNSaxons (camundongo)

Anticorpo priméario anti-GFP (galinha)

Anticorpo secundario Alexa Fluor cabra anti-
camundongo 633

Anticorpo secundario Alexa Fluor cabra anti-
rato 568

Anticorpo secundario Alexa Fluor cabra anti-
galinha 594

Anticorpo secundario Alexa Fluor cabra anti-
camundongo 488

Anticorpo secundario Alexa Fluor cabra anti-
rato 488

Fonte

5ml
0,59
25 ul
1 ml

50ml

Developmental

Studies
Hybridoma

Bank (DSHB)

DSHB

Aves Labs
Life
Tecnologies
Life
Tecnologies
Life
Tecnologies
Life
Tecnologies
Life
Tecnologies

Diluicéo

empregada

1:300

1:20

1:500

1:300

1:300

1:300

1:300

1:300
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3.2 Métodos
3.2.1 Pré-coleta e coleta de embrides.

Todos os experimentos realizados neste trabalho seguiram o mesmo
padrdo de pré-coleta e coleta. Sempre a 25°C, eram feitas 4 pré-coletas com
duracdo de 30 minutos em placas contendo meio de oviposicdo. Este
procedimento foi realizado para garantir que a maior parte dos embrides
estivesse sincronizada no mesmo estagio de desenvolvimento. Logo apoés a
altima pré-coleta, cerca de 50-200 embrides eram coletados e deixados
desenvolver na propria placa de oviposi¢ao até o estagio desejado (detalhes do
estagiamento  ver  Protocolo de  “Coleta de Embrido” em:
ww.midline.bio.unc.edu). Todos os experimentos foram realizados em triplicata

bioldgica.

Para a andlise dos embrides Rst-GFPAKirre-GFP e Hbs-GFP foram
realizados estagiamentos de acordo com os estagios do desenvolvimento do
sistema nervoso embrionario: anlage (estagio 5-8), primordio (estagio 9-12) e
maduro (estagio 13-17) (BEARNEY et al., 2004).

3.2.3 Cruzamentos para ensaios utilizando o sistema Gal4/ UAS.

Nos experimentos que utilizaram o sistema de expressao Gal4/UAS
fémeas virgens gal4 foram cruzadas com machos jovens UAS em uma

proporcao de 1:1, sendo a geracdo F1 analisada nos experimentos.

3.2.4 Imunocitoquimica de embrides de Drosophila melanogaster
Preparacdo dos embrides para imunocitoquimia

Todos os embribes submetidos a imunocitoquimica passaram pelo
mesmo tratamento. Para mais detalhes a respeito de imunomargdo em
embrides de Drosophila, assim como outros protocolos ver PATEL, 1994

MACHADO, 2010. Ainda na placa de oviposi¢do, adicionou-se 2 ml de agua

42



sanitaria comum e esperou-se cerca de 2 minutos para 0s embrides
descolarem do meio. Em seguida, foram transferidos para um tubo com uma
rede, para que fossem decorionados. O excesso de agua sanitéria foi retirado
com agua de torneira, e apos isto transferiu-se os embrides para um tubo de
vidro com fixador composto de n-heptano e 2% paraformaldeido na proporcéo
1:1. A fixacao foi de 22 minutos a 25°C. Na sequéncia, adicionou-se Metanol -
20°C, para remogdo da membrana vitelinica. Os embrides devitelinizados
foram transferidos para um tubo de 0,5 ml, onde passaram por uma bateria de
hidratacdo com etanol 80%, 50% e 30% e entdo lavados duas vezes com PBT

0,1%. Um bloqueio de 10 minutos foi realizado com soro de ovelha 0,5%.

Imunomarcagcdo com anticorpo primario e secundario

A incubacdo com o anticorpo primario era feita por cerca de 16 horas
sob agitacao a 4°C. Em seguida e eram realizadas cinco lavagens de 5 minutos
cada com PBT 0,1%. O anticorpo secundario era adicionado em seguida e a
incubacéo era de 6 horas a 4°C, protegido da luz. Logo depois foram realizadas
mais cinco lavagens de 5 minutos com PBT 0,1%. Os embrides foram

transferidos para o0 meio de montagem.

Montagem e observacado das laminas

As laminas foram montadas com duas laminulas nas suas laterais, para
gue os embrides ndo fossem esmagados quando cobertos com a laminula. As
laminas foram analisadas através de microscopia confocal por meio do
Microscopio Invertido Zeis AxioObserver LSM780 e do Microscopio Leica TCS
SP5 ambos do departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes

Patogénicos
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3.2.5 Ensaios de Comportamento.

Nos ensaios de comportamento foram analisados o crawling,
peristaltismo, geotropismo e grooming, de animais mutantes e silenciados, com
o driver sim.gal4 e elav.gal4, para as IRMs,. Todos os ensaios foram realizados
as cegas, em triplicata biolégica, sendo todos os diferentes ensaios realizados
no periodo vespertino e todos genaotipos de cada ensaio foram analisados em
um mesmo dia. Todos os experimentos foram realizados a 25 °C no
Laboratorio de Genética Molecular do Desenvolvimento. A constru¢do dos
graficos e analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism 9.0.

3.2.5.1 Crawling

No ensaio de crawling larvas do terceiro instar foram transferidas para
uma placa de petri contendo agarose 2% sobre um papel milimetrado e seu
comportamento foi gravado durante 1 minuto. Foram analisados os numeros de

linhas cruzadas e o numero de mudancas de orienta¢ces (Nichols et al, 2012).

3.2.5.2 Peristaltismo

Larvas do terceiro instar larval foram transferidas para uma solucéo
contendo pasta de levedura diluida em agua. Com o auxilio de um microscopio
de disseccdo o numero de contragOes peristalticas a cada um minuto foi
guantificado (Nichols et al, 2012).

3.2.5.3 Geotropismo negativo

Moscas fémeas jovens adultas foram transferidas para frascos novos de
poliestirenos presos a um suporte para tubos. Em seguidas o suporte foi batido
levemente trés vezes sobre uma superficie de maneira que todas as moscas se

dirigissem para a base dos tubos. Apds 3 segundos uma imagem foi capturada
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a partir de uma camera colocada na frente do sistema. Por fim a altura de cada

mosca na imagem adquirida foi medida (Nichols, 2012).

3.2.5.4 Grooming

Moscas virgens machos e fémeas foram transferidas para placas
transparentes sendo gravadas por 5 minutos. Nos videos foram analisados o

tempo e o numero de eventos de grooming (Barradale et al, 2017).
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4. RESULTADOS

4.1 Padrdes de expresséo das IRMs ao longo do desenvolvimento do

sistema nervoso embrionéario.

Como primeira etapa, buscamos avaliar a localizagdo subcelular dos
produtos proteicos dos genes da familia IRM ao longo do desenvolvimento do
sistema nervoso embrionario. Ao longo do projeto ndo obtivemos sucesso em
padronizar um protocolo de imunomarcacdo para as IRMs durante o
desenvolvimento embrionario, no entanto obtivemos éxito utilizando as
linhagens da tecnologia MIMIC GFP. A tecnologia MIMIC (Minos-mediated
integration cassete) utiliza o elemento de transposicdo Minos, que apresenta
preferéncia de insercdo em regides intrbnicas, para integrar uma sequéncia
codificadora de GFP (green fluorescent protein) em diferentes loci do genoma
de Drosophila (VENKEN et al., 2011). No estudo foram utilizadas as linhagens
Rst-GFP/ kirre» GFP — a qual expressa a proteina Rst fusionada a GFP e a
proteina marcadora GFP tem expressao dirigida pelo locus de kirre — e Hbs-

GFP — a qual expressa a proteina Hbs em fusdo com a proteina GFP

4.2 Analises da expressao do produto proteico de rst e do gene kirre

durantes o neurodesenvolvimento.

Na andlise do estagio inicial do desenvolvimento do sistema nervoso,
anlage (estagio 5-8), ndo € encontrada uma marcacdo GFP" nas células do
sistema nervoso em formacdo. Neste estagio € encontrada apenas uma
expressao na regido lateral do embrido correspondente as células progenitoras
da musculatura embrionaria (Figura 9). JA no estagio de primérdio do SNC
obtivemos uma marcacdo GFP* em todas as células que compdem a linha
média, sendo uma forte marcacao visualizada na superficie celular (Figura 10).
Esses resultados sao consistentes com as informacdes de transcricao
presentes no banco de dados MIdEXDB e nos trabalho prévios de
caracterizacdo das IRMs (RAMOS et al., 1993; STRUNKELNBERG et al.,
2001). Ao analisarmos embrides no estagio de SNC maduro (estagio 13-16),

onde as células da linha média ja estdo diferenciadas em neurdnios e células
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da glia, uma marcagio GFP" citossdlica ao longo das comissuras e conectivos
do corddo nervoso é observada (Figura 11). Durante esse periodo do
desenvolvimento sabemos que kirre € expresso em neurdnios do cordéo
nervoso ventral do embrido (RUIZ-GOMES et al., 2000), dado que foi

confirmado em nossa analise.

Figura 9| Analise do embrido Rst-GFP/ kirre»GFP no estagio anlage do SNC (estagio 5-9).

Imagem confocal. Regido anterior esta para cima e regido ventral esta para esquerda. (A)
Marcacédo dos nucleos em azul (DAPI). (B) Anticorpo anti-GFP, verde. (C) Sobreposicao das

imagens.
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Figura 10| Expressdo de Rst-GFP/ kirre»GFP no estagio de primérdio do SN (9-12).
Imagem confocal. Captura ventro-lateral. Regido anterior esta para esquerda. (A e D) Anticorpo
anti-GFP, verde. (B) DAPI, azul. (C) Sobreposicédo das imagens. D) Imagem da sobreposi¢cédo

em maior aumento, com setas mostrando expressao na superficie das células.
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Figura 11| Expresséo de Rst-GFP/ kirre»GFP no sistema nervoso maduro (estagio 13-16).
Regido anterior esta para esquerda. (A e E) A marcagcdo anti-GFP, em verde, apresenta um
padrdo de projecBes axonais do corddo nervoso embrionéario (setas). (B) Marcacdo com o
anticorpo BP102 exibe o padrdo dos ax6nios do SNC, em magenta. (C) marcagdo com DAPI
para visualizacdo dos ndcleos, em azul. (D) Sobreposicao das imagens A e B. Setas apontam

0 padrdo de expressao caracteristico de neurdnios comissurais.
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4.3 Andlises da expressédo de Hbs no desenvolvimento do sistema

nervoso embrionério.

Em seguida, analisamos de forma semelhante a expressao da linhagem
Hbs-GFP. No estagio anlage do SNC, uma marcacdo GFP* é observada em
uma linha de células que cortam o embrido ao meio na regido ventral, um
padrdo caracteristico de células mesectodermais (Figural2). No estagio de
primordio, observamos que a expressdo de GFP continua presente em todas
as células do primordio da linha média (Figural3)., mostrando que a expressao
de Hbs simultaneamente a de Rst nesse estagio. No estagio maduro do SNC a
marcacdo GFP®, antes continua, se restringe apenas a uma subpopulacio
celular de formato oval dentro da linha média (Figura 14), morfologia
caracteristica das células que compfem a glia da linha média (CREWS 2010;
WHEELER, PEARSON e CREWS 2012). Uma vez que o marcador pan neural
Elav ndo é expresso nas células da glia da linha média (KEARNEY 2004),
efetuamos a marcagéo dos embrides Hbs-GFP com anticorpo anti-Elav visando
confirmar a identidade ndo neuronal destas células (Figura 15). Na andlise da
disperséo tridimensional do embrido vemos que nas regiées onde Hbs-GFP é
expresso, a marcacdo de Elav esta ausente (Figura.15). Quando analisamos a
intensidade de fluorescéncia de Elav na regido do embrido do SNC onde a
marcacao de Hbs-GPF esta presente vemos que a intensidade de Elav é fraca
(Figl5). Assim, no estagio de sistema nervoso maduro, Hbs surge como um
novo marcador para células da glia da linha média. Dado de grande
importancia jA que as células da glia da linha média sédo as Unicas células da
glia do sistema nervoso de Drosophila que ndo expressam o marcador glial
Repo (XIONG et al. 1994).
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Figura 12| Expressdo de Hbs- GFP no estagio anlage do SNC. Regido anterior esta

para esquerda. A marcacédo anti-GFP (verde) e de DAPI (azul).

Figura 13| Expressao de Hbs- GFP no estagio de primérdio do SNC. Regido anterior esta

para esquerda. A marcacéo anti-GFP (verde) e de DAPI (azul).
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Figura 14| Expressédo de Hbs- GFP no estagio maduro de SNC. Regido anterior esta para
esquerda. A marcacgéo anti-GFP (verde) e de DAPI (azul). A insercdo no painel inferior mostra a

marcagado GFP em maior aumento de células com formato oval.
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Figure 15| Hbs é expresso nas células da glia da linha média do corddo nervoso. A)
embrido Hbs-GFP marcado com anticorpo anti-Elav (azul) e anti-GFP (verde). B) A intensidade
de fluorescencia é mostrada em LUT (pseudocor), O (preto) a 255 (vermelho). C) surface plot
do embrido Hbs-GFP. D) Comparacao da intensidade de fluorescéncia das marcacdes de GFP
(verde) e Elav (azul) na regido onde Hbs-GFP é expresso. A linha em amarelo em (A) indica a

regido do embrido analisada no gréfico (D).
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4.4 IRMs séao requeridas para o desenvolvimento correto do sistema

nervoso embrionério.

Como mencionado na introducao deste trabalho, a superexpressao da
porcdo extracelular de Rst ao longo do desenvolvimento embrionério,) esta
associada a ocorréncia de defeitos no neurodesenvolvimento do embrido
(Moda, 2008). Uma vez que em nossas analises identificamos que as IRMs sao
expressas ao longo de todo o neurodesenvolvimento na linha média do corddo
nervoso, estrutura que apresenta papel central na formacédo das comissuras e
conectivos, decidimos investigar se as IRMs estdo envolvidas nos eventos de
direcionamento axonal do embrido. Com esse objetivo, analisamos a
organizacéo dos arranjos axonais do mutante rst®" e das deficiéncias Df(2)hbs
e Df(1)w" %, balanceadas com CyO e FM7 respectivamente . No mutante rst®"
— que expressa um produto proteico em que a porcédo intracelular da proteina
Rst encontra-se truncada — a organizacdo das comissuras € indistinguivel da
dos animais controles (Figura. 16). No entanto, assim como ha superexpressao
de RstEcd (MODA, 2008), observa-se um afinamento dos conectivos (Figura
16). Um fendtipo idéntico é observado para embrides com a deficiéncia
Df(1)w®"° (Figura. 16), que possui 0s genes rst e kirre eliminados do genoma.
Assim a auséncia de ambos os membros da classe Rst/Neph-like parece nao
gerar um agravamento do fenotipo. Ao analisarmos o efeito da auséncia de hbs
através da deficiéncia Df(2)hbs observa-se um severo fenétipo com alteracéo
do padrdo das projecdes axonais do corddo nervoso ventral, com auséncia
total de comissuras em alguns segmentos, presenca de apenas uma comissura
em outros, assim como segmentos que apresentam comissuras ainda unidas
(Figura. 16).

A partir desses resultados e visando sua caracterizagdo adicional,
realizamos ensaios de silenciamento génico por RNAi para rst e hbs,.
Utilizando o driver sim-Gal4 obtemos um silenciamento restrito as células da
linha média do embrido. Na analise da geracdo F1 nenhuma alteracdo é
observada utilizando o RNAIi-Rst (Figura.16). Para o RNAi-Hbs é observada
uma perfeita formagdo das comissuras, no entanto os conectivos do embriao
apresentam maior espessamento comparado com o controle (Figural6).

Surpreendentemente, em moscas expressando simultamemente RNAI para rst
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e hbs (UAS-RNAIi Rst AJUAS-RNAI Hbs)sob controle do driver sim-Gal4 néo é
observada qualquer alteracdo tanto nos conectivos quanto nas comissuras do

cordao nervoso ventral (Fig.16)

| Mutants |

sim-Gald>>UAS RNAiRst sim-Gald>>UAS RNAiRst Hbs

Figure 16| Comprometimento da func¢do selvagem dos genes da familia IRM gera defeitos

de direcionamento axonal em Drosophila. Na analise dos mutantes temos controleselvagem

67k30

(topo a direita), rst (no topo a esquerda), Df (1) w (abaixo a direita) e Df(2) hbs (abaixo a

esquerda). Nos embrides silenciados para as IRMs, controles no topo e silenciados abaixo.
Setas brancas indicam as regides com defeitos nas proje¢cdes axonais. Embrides (estagio 15-
16) estdo marcados com anticorpo anti-axénios do SNC (BP102, verde).

4.5 IRMs séo requeridas para um comportamento normal de Drosophila.

4.5.1 A deficiéncia de Hbs gera alteracdes em comportamentos

locomotores de Drosophila.

Embora o requerimento das IRMs no comportamento de mamiferos
esteja bem estabelecido, para invertebrados essa relagcdo ainda N&o foi
estudada Desse modo, nessa segunda etapa do projeto focamos em obter
mais informacdes sobre o papel das IRMs no comportamento de Drosophila.
Primeiramente realizamos uma analise nos comportamentos de locomocéo,

sendo analisados: crawling, peristaltismo e escalada (geotropismo negativo).
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Quando distancia percorrida ao longo do experimento de crawling € analisada,
vemos que para o mutante rst“’ e para a Df(2)hbs ndo se observam diferencas
significativas em comparagdo ao controle. No entanto, quando se analisa a

67k30

distancia percorrida pelas larvas da Df (1) w vemos que elas percorrem

uma distancia significativamente menor (Figura 17).

Nossos resultados indicam ainda que a Df(2)hbs gera uma alteracao no
ndamero de mudangas de orientacdo ao longo do crawling, no comportamento
de peristaltismo e, afeta também, a altura escalada pelas moscas no ensaio de
geotropismo negativo. Os dados apontam que o numero de mudancas de
orientacdo, o numero de contracdes peristalticas e a altura escalada pela
linhagem Df(2)hbs foram significativamente menores que da linhagem controle
(Figuras. 17 e 19). Assim, temos que a linhagem Df(2)hbs, que apresenta
severos fenotipos de neurodesenvolvimento embrionério, apresenta também
defeitos de comportamento locomotor larval e adulto. nada mesma maneira, a
analise do comportamento de geotropismo negativo, mostrou que moscas com
a mutacao rst®" apresentam uma altura escalada significativamente menor que

a do grupo controle (Figura 19).

Em seguida analisamos os comportamentos locomotores em animais
com a funcdo selvagem alterada por RNAIi. Os drives sim.gal4 e elav.gal4
foram utilizados para garantir um silenciamento restrito as células que
expressam as IRMs. Para a distancia percorrida ao longo do crawling, o
silenciamento de rst acarretou um aumento da distancia percorrida (Fig.18). Ja
para o silenciamento de kirre tanto o numero de mudancas de orientacdes ao
longo do crawling assim como o numero de contragbes peristalticas séo

maiores quando comparados ao grupo controle (Fig. 18).
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Figura 17| Comportamento de crawling e peristaltismo de larvas mutantes para IRMs. O
comportamento de larvas mutantes rst°T, Df(l)w67K30 e Df(2) hbs foi comparado com o controle
Canton S. A cada minuto foi analisado (A) nimero de linhas e (B) mudancgas de orientacdes
durante o crawling e (C) o nimero de contragdes peristélticas. n=30,30,30,30,30 €30 (da
esquerda para direita) ****p<0.0001, ***p<0,001, ns p>0,05 teste ANOVA.
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Figura 18] Comportamento de crawling e peristaltismo de larvas silenciadas paras IRMs
durante o desenvolvimento embrionério. Larvas silenciadas para rst, kirre e hbs foram
analisadas. A cada minuto foi analisado (A) niumero de linhas e (B) mudancas de orientacdes
durante o crawling e (C) o nimero de contra¢des peristélticas. n= 30,30, 30, 30, 30 e 30 (da
esquerda para direita) ****p<0.0001, **p<0,01, ns p>0,05 teste 2wayANOVA.
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Figura 19| Comportamento de geotropismo negativo de mutantes para IRMs. O
comportamento dos mutantes rst®’, Df(L)w®™** e Df(2) hbs foi comparado com o controle
Canton S. n=60, 60, 60 e 60 (da esquerda para direita) ****p<0.0001, ns p>0,05 teste ANOVA.

4.5.2 Mutacdes dos ortologos de Kirrel-3 apresentam alteracdes em
comportamentos associados ao transtorno de espectro autista em

Drosophila.

Pelo fato de Kirrel-3 ser um gene relacionado ao risco de desenvolvimento de
autismo em humanos, em nossa Ultima abordagem analisamos o comportamento de
grooming que é considerado comportamento relevante para o estudo de modelos de
transtorno de espectro autista em Drosophila, jA& que se caracteriza como um
comportamento repetitivo (HOPE et al. 2019). Analisamos o grooming do mutante
rst®’ e das deficiéncias Df(2) hbs e Df(1)w®"“*°. Para machos rst“" e Df(2)hbs
ndo houve diferenca significativa para o tempo e numero de eventos de
grooming quando comparado ao grupo controle. No entanto quando analisadas
as fémeas, vemos que moscas rst“’ apresentam um menor tempo de

grooming. J4& em moscas Df(1)w®"**°

0 numero de eventos de grooming é
significativamente maior que o grupo controle. Curiosamente, a Df(2) hbs que
tem grande efeito nos comportamentos de locomoc¢do de Drosophila ndo

alterou o comportamento de grooming (Fig. 20). Assim, nossas analises
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sugerem que o grooming, um comportamento modelo para o estudo de autismo
em Drosophila, é alterado apenas por mutacbes que afetam rst e Kirre,
ortologos de Kirrel-3 — gene de risco de autismo em humanos (TALKOWSKI et
al.,2012; DE RUBEIS et al., 2014; IOSSIFQV et al.,2014).
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Figura 20| Comportamento de grooming de mutantes para IRMs. O comportamento dos
mutantes rst°", Df(l)w67K30 e Df(2) hbs foi comparado com o controle Canton S. A cada cinco

minutos foi analisado (A e C) tempo de grooming e (B e D ) eventos de grooming em cinco
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minutos. n=12, 12,18 e 18 (da esquerda para direita) ** p < 0.01, *p<0,05, ns> 0.05, teste
ANOVA em A e B. n=18,18 e 18 (da esquerda para direita) ns> 0.05 , teste ANOVA em C e D.
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5. DISCUSSAO

5.1. IRMs séo expressas de modo complexo ao longo de todos os

estagios do neurodesenvolvimento embrionario de Drosophila.

Em nosso trabalho analisamos o padrédo de expressdo das IRMs com
foco no desenvolvimento do sistema nervoso embriondrio. Tanto para o estagio
de primdérdio quanto para o SNC maduro vemos uma coexpressdao de membros
de diferentes subclasses da familia, uma caracteristica que também esta
presente no desenvolvimento de outros orgaos/tecidos e em outras espécies
(VALER et al. 2018; SUGIE et al.2010; CHAO e SHEN 2008). No estagio
anlage do SNC é curioso o fato de Hbs ser expresso sem um parceiro nas
células da mesectoderme do embrido o que foge do modo candnico de atuacao
da familia IRM. Esse dado nos leva a especular se Hbs poderia estar atuando a
partir de uma interagcdo homofilica ou atuando de modo heterofilico com um
parceiro de outra familia ou, ainda, atuando de um modo que independa de um
parceiro de atuacdo, sendo todas as possibilidades levantadas ainda nao

descritas para as IRMs em Drosophila.

Além disso o fato de SNS ser o unico membro da familia que néo é
expresso durante o desenvolvimento do sistema nervoso embrionario de
Drosphila mostra a especificidade do membro para alguns érgaos/tecidos. Ao
passo que SNS é requerido para o desenvolvimento da musculatura e olho,
KIM et al.2016; BAO 2014)recentemente 0 n0OSSO grupo mostrou que sua
atuacdo também € dispensada para o desenvolvimento do ovario (.(VALER et
al 2018) E importante enfatizar a grande importancia da colecido MiMIC GFP
para o presente trabalho, ferramenta que podera ter grande utilidade para
estudos mais detalhados do desenvolvimento do sistema nervoso assim como
em analises de outros orgaos/tecidos de Drosopohila. Adicionalmente, com
estabelecimento de Hbs como marcador das células da glia da linha média, a
linhagem MIMIC Hbs GFP adquire grande importancia para estudos de

direcionamento axonal, morte, migracédo e ensheathment celular.
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5.2. IRMs séo requeridas para o correto desenvolvimento do sistema

nervoso embrionério.

Além de serem expressas durante a neurogenese, as IRMs se mostram
necessarias para 0 desenvolvimento normal do SNC embrionario de
Drosophila. A partir de diferentes metodologias — analise de mutantes,
deficiéncias, silenciamento por RNAi e superexpressdo — vemos que 0S
resultados convergem para fenétipos de defeitos de projecdo axonal no cordao
nervoso embrionario. Curiosamente a porcao final do dominio intracelular de
Rst, que € dispensavel durante o neurodesenvolvimento adulto se mostra
necessaria para a funcdo desempenhada por Rst durante o desenvolvimento
do sistema nervoso embrionario. Algo parecido ocorre com SYG-1, ortélogo de
Rst em C. elegans. Chao e colaboradores (2008) demostraram que a por¢cao
intracelular de SYG-1 é dispensavel para uma perfeita sinaptogénese no
animal adulto, ao passo que para o processo de sinaptogenese no estagio L4

do verme o dominio citoplasmético desta IRM é necessario.

Ainda na analise dos fenétipos de direcionamento axonal, vemos que
nenhuma diferenca é observada em embrides mutantes para rst quando
comparados a embrides que apresentam rst e kirre removidos do genoma,
dado que sugere uma menor relevancia de kirre. No nosso estudo, os embrides
deficientes para hbs apresentam os fendtipos de desorganizacdo axonal mais
severos. Hbs é o Unico membro da subclasse SNS/Nephrin-like a atuar no
desenvolvimento do sistema nervoso e ainda é a Unica IRM expressa em todos
0s estagios do neurodesenvolvimento embrionario. O fato de Kirre e Hbs serem
expressos no estagio maduro do sistema nervoso num padrédo caracteristico
das vias de direcionamento axonal (receptor expresso em neurbnios laterais e
ligante expresso nas células da linha média), somado aos fenoétipos de defeitos
nas projecdes axonais e, ainda, a atuacao das IRMs no direcionamento axonal
no sistema nervoso adulto de Drosophila ja ser descrita fortalecem a hipétese
de atuagédo das IRMs nas vias de direcionamento axonal do corddo nervoso

embrionario. No entanto é preciso ter cautela pelo pleiotropismo conhecido da
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familia e ao fato das IRMs serem expressas, também, nas células progenitoras

e precursoras do sistema nervoso embrionario.

5.3. Assim como em vertebrados, IRMs sdo importantes para o

comportamento de invertebrados.

Em nossa analise final descrevemos o papel das IRMs no
comportamento de Drosophila, o primeiro estudo das IRMs no comportamento
de invertebrados. Hbs parece ter um papel importante em comportamentos
locomotores, haja vista que a deficiéncia de Hbs gera alteracbes em todos os
comportamentos analisados. J& os resultados de Rst demandam uma anélise
mais complexa. O ensaio de RNAI sugere que o silenciamento de rst altera a
distancia percorrida pela larva durante o crawling, ao passo que analise do
mutante rst“’ sugere que a porcdo intracelular da proteina Rst parece ser
dispensavel para o correto comportamento larval. Por outro lado, o dominio
citoplasmatico de Rst parece necessario para o comportamento de escalada.
Na analise do “comportamento de Drosophila similar ao transtorno de espectro
autista temos que apenas alteracdes genéticas na classe Rst/Neph-like geram
comportamentos anormais, ou seja em ortologos de kirrel-3, gene de risco para

autismo em humanos.

Por fim é importante enfatizar a necessidade de aprofundar os estudos
comportamentais das IRMs expandindo a analises para outras linhagens
mutantes. O silenciamento de RNAI para as IRMs encontra um obstaculo que é
a existéncia de um sistema de regulacdo pos transcricional entre 0s membros
da familia que pode acrescentar mais complexidade na analise dos fendétipos
(MACHADO et al. 2018). Outro ponto importante € existéncia de poucas
linhagens mutantes para hbs e kirre disponiveis, tornando necessario esforgos
visando a obtencdo de novas linhagens para esses e outros membros da
familia IRM.
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6. CONCLUSOES

6.1 A familia IRM ¢é expressa de modo complexo ao longo de todo
neurodesenvolvimento embrionario de Drosophila, sendo os membros
recrutados de modo especifico para cada estagio do desenvolvimento do
sistema nervoso.

6.2 Hibris surge como marcador das células da glia da linha média.

6.3 A alteracdo da funcéo selvagem das IRMs gera defeitos de direcionamento
axonal no cord&o nervoso.

6.4 A porcdo citoplasmatica final de Rst, que € dispensavel durante o
neurodesenvolvimento adulto é importante para a atuacdo de Rst no
desenvolvimento neural embrionério.

6.5 Assim como em vertebrados, as IRMs também atuam no comportamento
de invertebrados.

6.6 Em Drosophila Hibris parece ter maior envolvimento em comportamentos
locomotores, os membros da classe Rst/Neph-like, apresentaram envolvimento
em comportamentos considerados afins ao transtorno do espectro autista.
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