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RESUMO 

Existem diversos mecanismos que fazem com que os insetos se adaptem bem ao ambiente 

terrestre, dentre eles, os mecanismos para conservação da água dentro do organismo, 

principalmente durante a embriogênese, uma vez que o ovo é imóvel. Um destes mecanismos 

é a secreção de uma cutícula extracelular chamada de cutícula serosa, que diminui a saída de 

água de dentro dos ovos de alguns insetos. Sabe-se que essa estrutura possui quitina em sua 

composição e que ela é secretada pelas células da serosa, uma importante membrana 

extraembrionária presente na maioria dos insetos. No entanto o circuito genético envolvido na 

síntese dessa cutícula ainda não é bem entendida. No mosquito Anopheles gambiae já foram 

estudados diversos genes supostamente associados à secreção da cutícula serosa, entre eles 

genes responsáveis pela síntese de lipídios e quitina. Além destes, também foram vistos 

outros genes como dopa descarboxilase (ddc) e grainyhead (grh). Ambos estão envolvidos 

nos processos de esclerotização e melanização e grh é conhecido por regular a expressão de 

ddc. Embora não existam evidências que liguem o gene grh à síntese da cutícula serosa, 

acreditamos essa ser uma hipótese razoável, uma vez que no mosquito A. gambiae, esse gene 

se encontra expresso na serosa, assim como uma série de genes sabidamente envolvidos na 

secreção dessa cutícula. Nosso estudo teve como objetivo o melhor entendimento do papel do 

gene grh nos embriões do besouro T. castaneum, e seu envolvimento na síntese da cutícula 

serosa. O besouro Tribolium castaneum é um excelente modelo experimental, já empregado 

pelo nosso grupo na definição genética da formação da cutícula serosa. Por bioinformática foi 

observado que a anotação do gene grainyhead de T. castaneum (Tc-grh) nos bancos de dados 

estava incorreta, uma vez que o mesmo mostrava somente uma fração do gene. Foi 

estabelecida a verdadeira extensão de Tc-grh e uma região pertencente ao gene, que 

anteriormente constava como ausente no genoma, foi adicionada ao mesmo. Foram feitos RT-

PCRs para determinar como o gene era expresso ao longo da embriogênese inicial. O gene 

Tc-grh, além de ser expresso em diversos momentos, parece possuir diferentes formas de 

splicing. Amostras selecionadas foram clonadas e sequenciadas e a presença de diferentes 

splices de Tc-grh foi confirmada. As duas isoformas mais representativas (Spl 06 e Spl 04) 

foram escolhidas para experimentos de hibridização in situ. A isoforma Spl 06 apresentou 

uma marcação curiosamente diferente do que se esperava, uma vez que a sonda anti-senso do 

mesmo marcou as células do embrião, mas não as células da serosa. Isso é diferente do que se 

conhece para A. gambiae, em que grh é expresso apenas na serosa. A sonda senso para a 

isoforma Spl 06 de Tc-grh não marcou nada especificamente, como esperado. Já a outra 

isoforma, Spl 04, apresentou um padrão inesperado, onde a sonda senso marcou fortemente as 

células do embrião, enquanto a sonda anti-senso apresentou marcação fraca e inespecífica. 

Acredita-se que no caso do Spl 06 o gene Tc-grh pode estar atuando como repressor da 

síntese da cutícula no embrião, deixando esse papel somente para as células onde o mesmo 

não é expresso, as células da serosa. Já para a marcação de Spl 04, duas hipóteses são as mais 

prováveis: um erro humano no momento da síntese da sonda, onde os moldes senso e anti-

senso foram trocados, ou algum componente complementar à sonda senso de Spl 04 está 

presente nas células do embrião, que fizeram com que essa sonda fosse hibridizada e a 

marcação fosse evidente.  

 

Palavras-Chave: grainyhead, Tribolium castaneum, cutícula serosa, serosa, embrião. 
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ABSTRACT 

Many mechanisms make the insects adapt well in the terrestrial environment, among them, 

the mechanisms responsible to keep water inside the organisms, mainly during the 

embryogenesis, once the eggs cannot move. One of those mechanisms is the secretion of an 

extracellular cuticle, the serosal cuticle, which lowers the water outlet in insect eggs. It is 

known that this structure has chitin in its composition, as well as its synthesized by the serosal 

membrane, an important extra-embryonic membrane, present in most insects. However, the 

genetic pathways involved in this cuticle synthesis is not well understood. Many different 

genes were already seen in the mosquito Anopheles gambiae, whose were supposedly 

associated with the secretion of the serosal cuticle, among them, genes associated with the 

synthesis of lipids and chitin. Besides these, dopa decarboxylase and grainyhead genes were 

also observed. Both these genes are involved in the processes of sclerotization and 

melanization, with grainyhead being known to regulate ddc expression. Although there are no 

proof that link the gene grainyhead to the synthesis of the serosal cuticle, we believe that this 

is a valid hypothesis, since in the mosquito A. gambiae, this gene is found expressed in the 

serosal membrane, as well as many other genes, known to be associated with the serosal 

cuticle secretion. Our study aimed to better understand the role of the grainyhead gene in the 

Tribolium castaneum beetle embryos, and its importance to the serosal cuticle synthesis. This 

beetle is an excellent experimental model, previously used by our group in a study defining 

genetically the formation of the serosal cuticle. Using bioinformatics, we observed that the 

annotation of the T. castaneum gene, grainyhead, in the databases was wrong, since it only 

showed a part of the gene. The full extension of the gene was established, and a portion of it, 

previously non-sequenced, was added to its sequence. Through the RT-PCR technique, we 

determined how the gene was expressed over the early embryogenesis. The Tc-grh gene, 

besides being expressed in many moments, appear to have different isoforms (splicings). 

Some selected samples were cloned and sequenced, and the presence of various splicing 

forms was confirmed. The two more representative forms (Spl 04 and Spl 06) were chosen to 

the in situ hybridization experiment. The Spl 06 isoform presented a marking pattern 

curiously different from what was expected, once the anti-sense probes marked the embryo 

cells, and not the serosal cells. This is different from what is known on A. gambiae, in which 

grh is expressed in the serosal cells. The sense probe to the Spl 06 isoform did not mark 

anything specific. The other isoform, Spl 04, presented an unexpected pattern, once the sense 

probe strongly marked the embryo cells, and the anti-sense probe presented weak and 

unspecific markings. We believe that, in the Spl 06 case, the Tc-grh gene might have been 

acting as a repressor to the cuticle in the embryo, leaving this role for the serosal cells, where 

it is not expressed. In the Spl 04, there are two likely hypothesis: a human mistake in the 

moment of the probe synthesis, when the molds for the sense and anti-sense probes were 

swapped, or the existence of a cellular component complementary to the sense probe, making 

it be hybridized, evidencing the markings. 

 

keywords: grainyhead, Tribolium castaneum, serosal cuticle, serosa, embryo. 
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Introdução 

 

O modelo de estudo: Tribolium castaneum 

 Quando se busca estudar algo em biologia de insetos, pensa-se como modelo o animal 

mais estudado de todos, a mosca-da-fruta Drosophila melanogaster (Meigen, 1830). 

Entretanto, essa espécie se adaptou ao longo do tempo a ter um ciclo de vida curto, além de 

ser caracterizado como um inseto de banda germinal longa, o que significa que grande parte 

do seu blastoderma irá formar o embrião propriamente dito e as regiões anterior e posterior 

serão definidas simultaneamente. Essas características fazem com que os estudos feitos em D. 

melanogaster não sejam aplicáveis a todos os insetos (Schroder et al., 2008). Existe, porém, 

um outro inseto que apresenta em suas etapas de desenvolvimento características de caráter 

menos derivadas, podendo ser comparado com muitos outros insetos. Esse artrópode se 

chama Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), também conhecido como “besouro 

vermelho da farinha” por ter sua cor castanha e habitar estoques de grãos e farináceos 

(Schroder et al., 2008), sendo, dentre os insetos que infestam farinhas e outros produtos 

estocados, os mais abundantes e destrutivos. Besouros do gênero Tribolium vem sendo há 

muito tempo utilizados em pesquisa, desde que foi descrito por Herbst em 1797, sendo alvo 

de estudos para diversos entomologistas (Brown et al., 2009, Chapman, 1924, Ford, 1937).  

Em 1966, o pesquisador Alexander Sokoloff, passou a utilizar o T. castaneum como 

organismo modelo em estudos de genética populacional (Benton e Pavlopoulos, 2014), 

visando entender melhor a distribuição e mudança na frequência de alelos sob influência de 

quatro forças evolutivas: seleção natural, deriva gênica, mutação e fluxo gênico (Gillespie, 

1998). Além de possuir essas características de menos derivadas, esse inseto também pode ser 

facilmente cultivado somente em farinha, possui um ciclo de vida rápido, onde desde a 

eclosão do ovo até ser maduro sexualmente se passam apenas 4 semanas quando mantidos à 

30 ºC. T. castaneum pode viver até 3 anos, e possibilita a realização de uma série de técnicas 

para a pesquisa de regulação de genes associados ao seu desenvolvimento, além de possuir 

seu genoma sequenciado, possibilitando a identificação mais precisa e sistemática de seus 

genes. Além disso, também podem ser facilmente identificados diversos ortólogos de genes 

de D. melanogaster conhecidos, o que também facilita a pesquisa com este modelo. A 

utilização de silenciamento por RNAi (RNA de interferência) também já foi padronizada em 

T. castaneum, tanto na sua forma adulta quanto nos embriões. Todas estas vantagens tornam 

esse inseto um candidato promissor para servir como modelo em estudos de genética. (Lorini 

2002, Bucher 2002, Tomoyasu 2004). 
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Encontra-se disponível também atualmente, nos bancos de dados, a sequência 

genômica de outro besouro: Dendroctonus ponderosae. No entanto, o besouro T. castaneum 

foi escolhido como modelo, tanto por possuir todas as características supracitadas quanto por 

também já ser objeto de estudo de nosso grupo. Estudos feitos por nosso grupo utilizando esse 

inseto já evidenciaram: a existência de uma cutícula serosa, e também a presença de alguns 

genes na serosa desse inseto (Rezende, 2008), a resistência à dessecação conferida pela 

cutícula serosa (Jacobs et al. 2013), análise temporal da formação da cutícula serosa e 

algumas considerações sobre a estrutura gênica de grainyhead (Menezes, 2014), e também a 

presença de lipídeos na cutícula serosa (Vargas, 2015). 

 

Embriogênese de T. castaneum 

A embriogênese do besouro T. castaneum, acontece da seguinte forma: o núcleo do 

ovócito (haploide) após a fecundação pelo espermatozoide (haploide) (Figura 1A) forma o 

núcleo do zigoto (diploide) e o mesmo passa a se dividir e formar vários núcleos, porém, 

esses núcleos ainda estão dentro de uma única célula, e passam a ser chamados de energídeos 

(Figura 1B). Após essa divisão rápida e sincronizada esses energídeos migram do interior do 

vitelo para a periferia do ovo, por dentro da casca, onde formam o que é chamado de 

blastoderma sincicial (Figura 1C). Posteriormente, há um crescimento da membrana celular 

do ovo, que passa a envolver cada núcleo individualmente, formando o que se chama 

blastoderma celular, uma monocamada de células localizadas também perifericamente no 

ovo. (Figura 1D).  

O embrião do besouro T. castaneum apresenta diversas características de 

embriogênese menos derivadas, como a formação de duas membranas extraembrionárias, 

âmnio e serosa, ser um inseto considerado de banda curta e também por possuir diversos 

genes ancestrais, que evoluíram a uma taxa moderada, podendo ser utilizados como referência 

para estudos de seus ortólogos em vertebrados. Já a mosca D. melanogaster, que geralmente é 

escolhido como modelo para esse tipo de estudo, apresenta uma formação diferente de 

membrana extraembrionária, possuindo uma única membrana denominada amnioserosa. 

Além disso, D. melanogaster é considerado um inseto de banda longa. A diferença entre 

banda curta e banda longa será melhor explicada abaixo. (Rafiqi et al. 2000, Klowden, 2007, 

Ezzat et al., 2012, Jacobs et al., 2013, Benton e Pavlopoulos, 2014, Richards et al., 2008) 
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No momento em que a maioria dos núcleos se organiza de forma periférica no ovo, 

cerca de dois ou três energídeos migram de forma diferenciada, indo para a parte posterior do 

ovo para subsequente formação das células polares, que originarão, nos adultos, as células 

germinativas (Figura 1C, D). E outros 20 núcleos não realizam a migração, permanecendo no 

interior do vitelo, esses núcleos irão formar futuramente, células denominadas vitelófagos, 

que auxiliarão na digestão da reserva energética do ovo (Figura 1D). Juntamente com a 

diferenciação das células polares e dos vitelófagos, a membrana plasmática começa a 

envolver os núcleos periféricos do blastoderma sincicial, fazendo com que cada núcleo dê 

origem à uma célula diploide. Essas células diploides formam então uma monocamada 

conhecida como blastoderma celular indiferenciado (Figura 1D) (Klowden 2007, Chapman 

2013). Em seguida ocorre um processo, comum em diversos insetos, onde as células do 

blastoderma se diferenciam em três tipos: células que darão origem ao embrião (essas células 

também podem ser chamadas de banda germinal), células que originarão a serosa e células 

que darão origem ao âmnio, sendo as duas últimas, membranas extraembrionárias (Figura 2). 

Essas membranas são formadas para auxiliar o desenvolvimento do embrião, uma vez que o 

ovo ao sair do corpo da mãe se torna uma estrutura completamente independente. O papel 

dessas estruturas será tratado em um próximo tópico. 

 

Figura 1: Desenvolvimento embrionário de insetos. A: Fertilização do ovócito. B: Divisão mitótica dos 

energídeos. C: Migração dos múltiplos energídeos para a região periférica do ovo, formando assim o 

blastoderma sincicial e formação das células polares. D: Formação do blastoderma celular e dos vitelófagos. 

Adaptado de Klowden, 2007. 
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Descrevendo esse processo com mais detalhes: as células do blastoderma celular que 

ainda não se encontravam diferenciadas (Figura 3 A1 e A2) começam a se diferenciar, assim 

como foi mostrado na figura 2 (Figura 3 B1 e B2). A região posterior do blastoderma inicia 

uma pequena invaginação, conhecida como poço primitivo, marcando o início da gastrulação. 

As células localizadas mais antero-dorsalmente formam a serosa, que começam a se estender 

e envolver todo o conteúdo do ovo gradativamente (todas as estruturas interiores à casca: a 

banda germinal, o âmnio e o vitelo) e as células do embrião são internalizadas. As células do 

âmnio cobrem o embrião ventralmente, e no espaço entre as células amnióticas e o embrião é 

formada a cavidade amniótica, e essas células do âmnio formam posteriormente as dobras 

amnióticas anterior e posterior (Figura 3 C1 e C2). Por fim, a serosa envolve completamente o 

embrião e se fecha ao redor das estruturas internas do ovo se separando do âmnio. Depois que 

as células da serosa envolvem tanto o embrião quanto às células amnióticas e o vitelo, a banda 

germinal começa a se estender (Figura 3 D1 e D2) (Brown et al. 1994, Handel et al. 2000, 

Schroder et al., 2008, Jacobs et al., 2014). 

 

 

 

 

Figura 2: Células blastodermais diferenciadas. Durante o processo de diferenciação, o blastoderma celular se 

organiza perifericamente no ovo, adjacente à casca. As cores representam os diferentes tipos celulares, 

mostrados na legenda. Adaptado de Jacobs 2014. 
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O embrião de banda curta é definido quando apenas uma pequena parte do 

blastoderma celular diferencia-se no embrião propriamente dito, com o mesmo ocupando um 

espaço pequeno dentro do ovo quando o processo de gastrulação se inicia (formação da 

primeira invaginação do blastoderma) e a maior parte das células blastodermais se 

diferenciam em membranas extraembrionárias. Em contrapartida, nos embriões de banda 

longa a maior parte das células blastodermais se diferenciam em células embrionárias, 

ocupando uma maior porcentagem do ovo. Outro ponto que os difere é que as células do 

embrião de banda curta começam a se diferenciar da região anterior para a região posterior 

enquanto as células do embrião de banda longa, as células tanto da região anterior quanto da 

posterior se diferenciam simultaneamente (Figura 4). Os tipos de membranas 

Figura 3: Esquema da diferenciação do blastoderma celular, definição de membranas extraembrionárias e 

início da gastrulação em embrião de T. castaneum. A1, B1, C1 e D1: Marcação nuclear com DAPI. A2, B2, C2 e 

D2: Esquema representativo dos diferentes tipos celulares presentes em A-D de acordo com as cores presentes 

na legenda. A1 e A2: Blastoderma celular indiferenciado. B1 e B2: Blastoderma celular diferenciado. C1 e C2: 

Células do âmnio e do embrião se internalizam e a serosa começa a circundá-los. As setas brancas indicam a 

formação das dobras amnióticas, e a seta vermelha índica o poço primitivo. D1 e D2: Serosa engloba âmnio e as 

células do embrião, as células do embrião começam então o processo de extensão. As células da serosa são 

poliploides e maiores que aquelas do âmnio e do embrião, que são diploides. As setas pretas indicam a direção 

da extensão da banda germinal. Imagem adaptada de Schroder et al., 2008. 
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extraembrionárias também variam de insetos de banda curta para insetos de banda longa. 

(Davis e Patel 2002, Kimelman e Martin 2012, Sarrazin et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

O embrião continua então a se desenvolver até que se complete o processo de 

fechamento dorsal, quando as porções laterais do embrião se juntam, “fechando” o mesmo e 

internalizando o aparato digestório. Após o fechamento dorsal, o embrião continua se 

desenvolvendo até que esteja pronto para eclodir (Panfilio et al., 2008). O tempo de 

incubação do ovo de T. castaneum é de cerca de 86 horas, e após eclodir, demora apenas 21 

dias para se tornar sexualmente maduro e começar a ovipor. (Brown et al. 2009) 

 

Figura 4: Desenho esquemático comparando embriões de banda curta com embriões de banda longa. O 

desenho representado em tons de vermelho mostra os embriões dentro de seus respectivos ovos, onde o 

embrião de banda curta começa a se desenvolver da porção anterior (cor mais forte) para a porção posterior 

(cor mais fraca), enquanto as células do embrião de banda longa se desenvolvem de forma cronologicamente 

simultânea. Pode-se observar também que o embrião de banda longa ocupa um espaço consideravelmente 

maior do ovo, quando comparado ao embrião de banda curta. A barra apresentada em gradiente do vermelho 

ao branco, significa que quanto mais forte for a cor vermelha, mais cedo aquela porção do embrião começou a 

se diferenciar. 
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Membranas extraembrionárias 

 As membranas extraembrionárias começam a ser especificadas após a formação do 

blastoderma celular, ou seja, algumas dessas células se diferenciam em células embrionárias, 

enquanto as demais células formam essas membranas (Handel et al., 2000). A presença dessas 

duas membranas extraembrionárias nos ovos de insetos (i.e. âmnio e serosa), foi apontada 

como um fator importante para a adaptação do ovo em diferentes ambientes, o que teria 

relação com o sucesso evolutivo dos insetos. Devido às características conferidas por essas 

membranas, como impermeabilização do ovo e proteção física, os mesmos puderam ocupar 

regiões com temperaturas e condições de umidade mais variadas, e também puderam diminuir 

a necessidade de cuidado parental, o que faz com que o sucesso reprodutivo desses animais 

aumente ainda mais em comparação com outros artrópodes. (Zeh et al., 1989).  

 

A cutícula serosa 

 O nosso grupo previamente descreveu em T. castaneum, uma matriz extracelular 

chamada de cutícula serosa, que se localiza imediatamente abaixo da casca do ovo e é 

sintetizada durante a embriogênese, logo após a serosa envolver por completo o âmnio e o 

embrião (Fig. 3, painel D2). Até agora, sabe-se que o fator de transcrição codificado pelo gene 

zerknüllt 1 (zen1) atua na especificação das células da serosa (van der Zee et al., 2005), e 

sabe-se também que o gene chitin synthase 1 (chs1) é fundamental, uma vez que codifica uma 

enzima responsável pela síntese de quitina para a cutícula serosa (Rezende, 2008, Jacobs et 

al., 2013). Menezes (2014) descreveu de forma mais detalhada o momento de formação dessa 

cutícula em T. castaneum. A serosa confere ao ovo resistência ao cloro, mesmo quando a 

casca do ovo é degradada por essa solução. A autora submeteu cinco grupos de ovos de 

diferentes idades, de 0 a 24 horas após a postura (HAP) a uma solução de cloro (hipoclorito 

de sódio 5%), onde ovos que não tivessem sintetizado a cutícula seriam digeridos, e os que já 

tivessem, se manteriam intactos. Viu-se então que ovos com mais de 17 HAP mostraram 

resistência, uma vez que mais de 80% desses foram observados intactos em lupa, enquanto 

que em ovos com 13 HAP ou idades menores foram observados menos de 10% de resistentes. 

Dessa forma foi mostrado que a síntese da cutícula serosa ocorre entre 13 e 17 HAP. Não se 

sabe a composição exata da cutícula serosa, mas a presença de quitina, um polissacarídeo 

estrutural de insetos, já foi confirmada em sua estrutura (Rezende, 2008, Jacobs et al., 2013) e 

cogita-se também a presença de lipídios (Vargas, 2015). 
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 Jacobs et al. (2013) demonstrou em T. castaneum que uma das funções dessa cutícula 

é impermeabilizar o embrião em desenvolvimento, protegendo-o contra dessecação. Tal fato 

pôde ser observado através do bloqueio da expressão do mRNA do gene zerknüllt 1 (Tc-zen1) 

através de RNAi. Tc-zen1 codifica um fator de transcrição essencial para a diferenciação das 

células secretoras da cutícula: as células da serosa (van der Zee et al., 2005). O efeito 

observado em tal silenciamento foi a diminuição da taxa de eclosão de embriões submetidos à 

estresse de baixa umidade relativa, quando comparada com ovos controles. Ou seja, embriões 

sem as células da serosa e sem a cutícula serosa são mais sensíveis à perda de água. Outro 

resultado interessante obtido pelos mesmos autores, foi através do silenciamento do gene 

quitina sintase 1 (chs1), um gene essencial para a síntese de cutículas, que foi visto ser 

importante para a síntese da cutícula serosa. Esse gene, quando silenciado, afeta a taxa de 

eclosão dos insetos em situações de umidade muito baixa (abaixo de 50%,) enquanto que 

insetos silenciados para Zen1 sofrem redução na taxa de eclosão em todas as condições de 

umidade, quando comparado ao inseto selvagem. Conclui-se então que ovos em que houve o 

silenciamento do gene chs1 produz uma cutícula, porém defeituosa, ineficiente, incapaz de 

garantir a sobrevivência do embrião em condições onde a umidade é muito baixa. (Jacobs et 

al., 2013) 

 

Fatores de transcrição e Grainyhead 

Fatores de transcrição são proteínas que se ligam a sequências específicas de DNA e 

regulam a transcrição de determinados genes alvo (Alberts et .al., 2008). A transcrição é 

iniciada com a ligação de um complexo proteico denominado TFIID à região denominada 

TATA BOX. A região TATA BOX é uma região específica no DNA, rica em adeninas e 

timinas, na qual a porção do complexo TFIID chamada TATA-binding protein irá se ligar. 

Outras porções do complexo TFIID, denominadas TAFs (TATA-binding associated factors), 

irão recrutar diversos fatores de transcrição basais, que são proteínas que, juntamente com a 

RNA polimerase, irão atuar diretamente na transcrição do DNA. Após esse recrutamento, a 

enzima RNA polimerase se ligará em seu sítio específico no DNA, e depois de recrutar mais 

alguns fatores basais, formará juntamente com eles e com o complexo TFIID, o aparato basal. 

Existem outros fatores de transcrição denominados ativadores e repressores. Esses fatores de 

transcrição podem ou não ser essenciais para que se promova ou reprima a transcrição, no 

caso dos ativadores ou repressores, respectivamente (Lewin, 2007). Uma mesma molécula 

pode atuar, tanto como ativador, quanto como repressor em diferentes contextos, como é o 

caso da proteína Grainyhead (Grh), como será descrito mais abaixo.  
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A proteína Grh é um fator de transcrição classificada como “β-Scaffold with minor 

groove contact”, esse tipo de fator de transcrição destorce o DNA em seu sítio de ligação 

inserindo suas cadeias laterais de aminoácidos entre os pares de bases do material genético, 

destorcendo parcialmente a hélice de DNA. Essa torção reversa resulta em uma grande 

quantidade de superfície de contato entre a proteína e o DNA, fazendo com que a carga 

negativa do DNA seja atraída pelos resíduos de lisina e arginina carregados positivamente, 

presentes na proteína (Carlberg e Molnár, 2014). Abaixo se encontra uma representação 

resumida da classe de proteínas à qual Grh pertence (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O gene grainyhead codifica diferentes isoformas de fatores de transcrição 

 O gene grainyhead (grh), também conhecido como NTF-1 (neurogenic 

element-binding transcription factor 1) (Dynlacht et al., 1989) ou ELF-1 (Element I binding 

activity) (Bray, et al., 1989), foi descrito inicialmente em D. melanogaster como um mutante 

letal embrionário por Nüsslein-Volhard et al. (1984) com o nome de L(2)IM45. Embriões 

mutantes para grh morrem ao final da embriogênese e, quando removidos da casca do ovo, 

sua cutícula é mais flexível do que a de embriões selvagens. Esses embriões mutantes 

apresentam uma cabeça granulosa, irregular, justificando o nome grainyhead (“cabeça 

granulosa” em inglês). Em D. melanogaster mutações em outros genes mostram fenótipos 

parecidos com o mutante para grainyhead, como os genes krotzkopf verkehrt (kkv), que 

codifica uma quitina sintase, knickkopf (knk), que codifica uma proteína responsável pela 

proteção da quitina contra degradação, e estruturação laminar da mesma na procutícula, e 

zeppelin (zep) (Sujata et al., 2014). Posteriormente o gene grh foi encontrado em diversos 

animais, desde nematódeos até mamíferos, estando presente em tecidos derivados do 

ectoderma, como traqueia, epiderme (cutícula) embrionária, intestinos anterior e posterior e 

sistema nervoso central (Jane et al., 2005, Mace et al., 2005, Wang e Samakovlis, 2012). O 

gene grh também se encontra expresso na serosa do mosquito A. gambiae, onde se viu que a 
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Figura 5: Exemplo de proteína β-Scaffold. Em amarelo as folhas beta (β-sheets), em azul as alfa hélices  

(α-helix) e em bege a dupla fita de DNA. (A) Visão frontal, (B) visão superior da estrutura protéica. 
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produção da cutícula por parte da serosa está associada com a resistência do embrião à 

dessecação (Goltsev et al., 2009). 

  O principal gene descrito a ser regulado por grh é dopa descarboxilase (ddc), que 

codifica uma enzima essencial na estruturação cuticular da larva de D. melanogaster e 

também da cutícula de outros insetos. Essa enzima realiza a descarboxilação de dopa, gerando 

dopamina, que seguirá uma cascata de reações enzimáticas para produção de quinonas. Essas 

quinonas formam ligações covalentes com resíduos de histidina presentes nas proteínas da 

cutícula, levando ao processo de enrijecimento e melanização da mesma. Assim, a perda de 

grh acaba prejudicando a síntese de Ddc, levando ao enfraquecimento da cutícula da larva. 

Mutantes para ddc apresentam defeitos menos drásticos que insetos mutantes para grh o que 

sugere que Grh é importante para regular também outros genes envolvidos na formação da 

cutícula do inseto, como os descritos mais acima (Wang e Samakovlis, 2012).  

Um exemplo em que Grh é um ativador da transcrição gênica é mostrada no trabalho 

de Mace et al. (2005), onde é avaliado seu papel na resposta à injuria física, por meio de 

testes feitos em embriões de D. melanogaster. Pequenas feridas foram feitas utilizando 

micropipeta em embriões mutados para grainyhead, e com o passar do tempo foi visto que, 

quando comparado com embriões selvagens, a ferida apresentava uma regeneração cuticular 

anormal, assim como a ausência de um ponto de melanização que se forma imediatamente 

após a ferida. Tal deficiência na resposta a ferimento também é observada em embriões de 

camundongos knock out para um homologo de grh de D. melanogaster chamado grainyhead-

like 3 (grh-l 3), descrito no trabalho de Ting et al. (2005). Quando os pequenos brotos dos 

membros superiores desses embriões são amputados, e após algum tempo a recuperação da 

ferida é observada em microscopia eletrônica de varredura, pode-se ver que o fechamento da 

mesma em embriões mutados para grh-l 3 é incompleto, em relação à embriões controle. Este 

trabalho também observa que o gene transglutaminase 1 (tgase 1) é ativado por grh-l 3, que 

assim como ddc, codifica uma enzima responsável pelo estabelecimento de ligações cruzadas 

entre os componentes da barreira epidérmica de camundongos. Tais animais, quando o gene 

grh-l 3 não é expresso, apresentam, além de defeitos na resposta a ferimentos, um aumento de 

permeabilidade a corantes, devido à perda desse tipo de ligação na epiderme (Ting et al. 

2005). 

A atuação de Grh como repressor da transcrição pode ser vista no trabalho de Harrison 

et al. (2010), onde Grainyhead compete in vitro pelo sítio de ligação ao DNA do fator de 

transcrição ativador Zelda (Zld). Além disso, embriões que super expressam Grh apresentam 

defeitos na divisão celular, o que é similar ao observado em embriões deletados para zld. 
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(Harrison et al., 2010). Em D. melanogaster a mãe insere no ovo uma certa quantidade de 

mRNA e o genoma zigótico se encontra quiescente no início do desenvolvimento. É o 

material genético materno que regula os processos de desenvolvimento mais iniciais. 

Conforme o genoma do zigoto se multiplica e aumenta em número, o material genético da 

mãe passa a fazer cada vez menos parte da regulação da estrutura zigótica, e os genes do 

próprio zigoto começam a assumir controle da regulação gênica. Esse período é denominado 

de transição materno-zigótica (TMZ), e um dos genes de grande importância para que o 

material genético zigótico comece a ser expresso é o gene zld. A proteína Grh também citada 

acima como repressor da transcrição dos genes alvo de Zelda, é proveniente desse material 

genético materno (Harrison et al., 2010). 

Apesar de D. melanogaster possuir apenas uma única cópia de grh em seu genoma, há 

8 tipos diferentes de splices para esse gene. Isso também acontece em outros dípteros, como 

por exemplo, o A. gambiae, que também possui somente uma cópia de grh e quatro isoformas 

de splicing conhecidas. Uma vez que existem splices de grh maternos atuando nas fases 

iniciais da embriogênese, e splices pós-zigóticos atuando em diversos processos ao longo do 

desenvolvimento do mesmo, é importante saber quais formas de splicing são responsáveis por 

quais processos. Um esquema dos splices de grh de D. melanogaster é mostrado na Figura 6, 

e as sequências de aminoácidos são mostradas na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 6: Representação gráfica dos diferentes splices de grainyhead de Drosophila melanogaster. Splices RM, RO, RN, RK, RI, 

RH, RJ, RL onde cada cor indica um splice diferente. Os blocos coloridos representam os exons, e as linhas que os ligam 

representam os introns. Retirada de Menezes, 2014. 
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 Figura 7: Sequências de grainyhead de D. melanogaster. A sequência de aminoácidos do splice Dm-RJ é 

mostrada. Diferenças com as demais isoformas (Fig 6) são destacadas com cores, conforme legenda. 
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Algumas informações sobre a estrutura proteica de Grh de D. melanogaster já foram 

levantadas, como por exemplo, a existência de três sítios fundamentais para seu 

funcionamento. Um desses sítios é o de ativação, rico em isoleucina e extremamente 

importante para a atividade transcricional da proteína (Attardi e Tijan, 1993). Os outros dois 

sítios foram descritos por Uv et al. (1994), onde os autores testam diversas formas truncadas 

de Grh e avaliam a sua atividade de ligação ao DNA, além da sua capacidade de realizar tal 

ligação estando ou não dimerizado. Em conclusão, os autores determinaram então o sítio de 

ligação ao DNA do fator de transcrição e seu sítio de dimerização, após ter sido averiguado 

que tal fator só exerce sua função estando em forma dimérica (Uv et al. 1994). Alguns anos 

depois, o mesmo grupo publicou um outro estudo sobre Grh em D. melanogaster, onde os 

autores mostram uma comparação entre a forma canônica de Grh (RI), e outros 3 diferentes 

splices encontrados (RH, RJ e RL) (Figura 8), sendo os splices RI e RH expressos 

exclusivamente nas células epidermais, enquanto que RJ e RL são expressos somente em 

células do sistema nervoso (Uv et al., 1997). Nas diferentes formas de Grainyhead mostradas 

na figura, pode-se perceber que apesar das mudanças nos transcritos, os sítios citados acima 

permanecem em todas as isoformas, sugerindo grande importância para o correto 

funcionamento do fator de transcrição. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema representativo da estrutura primária das proteínas de Grainyhead. São 

apresentadas a forma canônica de Grh de D. melanogaster, Dm-grh_RI, e outras três outras variações: 

Dm-grh_RH, Dm-grh_RJ e Dm-grh_RL. Nota-se algumas diferenças entre as formas, como a presença ou 

não dos éxons destacados. As quatro formas de Grh possuem os três sítios da proteína indicados acima, 

onde o sítio de ativação está situado na região amino-terminal e os sítios de ligação ao DNA e de 

dimerização estão localizados na região carboxi-terminal. As barras representam a estrutura proteica, e 

os números acima das mesmas representam as posições dos aminoácidos (Adaptada de Uv et al. 1997). 
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Estrutura gênica de grainyhead 

Não existe nenhuma evidência que mostre a relação de Grh com a formação da 

cutícula serosa. No entanto, algumas evidências circunstanciais apontam para isso, uma vez 

que Grh se encontra expresso na serosa de A. gambiae, onde também se encontra expresso o 

gene ddc (Goltsev et al., 2009). Além disso, as células da serosa de T. castaneum expressam 

outros genes relacionados com a formação da cutícula serosa, que são semelhantes aos 

descritos na serosa de A. gambiae, como por exemplo os fatores de transcrição tramtrack e 

tailup e os genes chs1 e Elovl1, envolvidos na síntese de quitina e lipídeos, respectivamente. 

Isso sugere similaridade entre as estruturas desses diferentes insetos (Rezende, 2008). 

Foi visto anteriormente por Menezes (2014) que o Tc-grh está anotado nas bases de 

dados do BeetleBase e Ensembl Metazoa como TC004589 (denominado daqui em diante 

como Tc-grh/TC004589). A mesma autora descobriu, via BLAST (Altschul et al., 1997), que 

o gene próximo, TC004587, anotado nas mesmas bases de dados, apresenta alta similaridade 

com genes grh de outros animais. Tal análise foi feita em função da visualização do perfil de 

expressão da região genômica ao redor de Tc-grh/TC004589, em diferentes momentos da 

embriogênese  utilizando a técnica denominada tiling array, que é uma variante da técnica de 

microarranjo (microarray), que hibridiza DNA ou RNA marcado à sondas presas à um chip, 

porém o tiling array utiliza sondas que medem a expressão gênica ao longo de todo o genoma 

do organismo. No tiling array realizado para T. castaneum foi visto que os níveis de 

expressão dos exons da região TC004587 se mostravam similares aos da região de Tc-

grh/TC004589. A mesma autora, viu ainda, que entre as regiões TC004588 e Tc-

grh/TC004589 havia uma região definida como "Gap 169", ou seja, uma pequena região de 

genoma não sequenciado. A autora sequenciou o fragmento correspondente ao Gap 169, 

porém não chegou a analisar a sequência e nem a inserir na estrutura do gene (Menezes 2014) 

(Figura 9). 
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Grainyhead e a síntese da cutícula 

Colhendo informações sobre o funcionamento do gene grh de T. castaneum, pode-se 

ampliar o conhecimento em relação aos processos genéticos relacionados à formação da 

cutícula serosa, uma vez que ainda se sabe muito pouco sobre a síntese da mesma. O nosso 

grupo de pesquisa tem como proposta de trabalho determinar diferentes fatores que possam 

atuar na síntese dessa cutícula. A nossa hipótese (Figura 10) é que após a expressão do gene 

zen1 algo leve à expressão do gene grh, que por sua vez estaria atuando na regulação da 

expressão de ddc e chs1. Porém, entre a diferenciação das células da serosa e a síntese da 

cutícula, outros genes podem estar envolvidos. Além de grh, o nosso grupo também estuda a 

presença de lipídeos na cutícula serosa, assim como o papel do gene ddc em sua síntese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conforme são descobertas maiores informações sobre os genes que regulam diferentes 

processos biológicos nos insetos, o conhecimento em relação ao desenvolvimento dos 

mesmos de forma geral também é incrementado, uma vez que se torna possível a comparação 

de fatores genéticos em diferentes espécies, e a associação dos mesmos às características de 

cada uma. 

 

Figura 9: Estrutura genômica à 5' de Tc-grh/TC004589 em T. castaneum. Parte de cima da imagem: representação 

gráfica da estrutura gênica próxima à Tc-grh/TC004589. Retângulos horizontais coloridos representam os éxons (exceto 

o retângulo laranja, que representa o GAP 169) e a linha diagonais entre eles, os introns. Os gráficos com barras azuis 

na vertical representam o perfil de expressão no tiling array das região entre TC004587 e Tc-grh/TC004589 em 

embriões com 6, 14 e 30 horas após a postura (HAP). Tiling array obtido na base de dados Beetlebase. (Adaptado de 

Menezes, 2014) 

Figura 10: Hipótese de trabalho do grupo. Os quadros mostram, de cima para baixo, a associação hierárquica 

entre os diferentes genes presentes no desenvolvimento da cutícula serosa de insetos. Quadros e setas 

vermelhos mostram funções já comprovadas enquanto quadros e setas azuis demonstram hipóteses. Mais à 

esquerda estão indicadas as horas prováveis em que cada evento está ocorrendo. 
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Objetivos 

 

Objetivos Gerais 

Avaliar o papel de Grh na síntese da cutícula serosa durante a embriogênese de T. castaneum. 

 

Objetivos específicos 

 Analisar a expressão de grh em diferentes momentos da embriogênese e verificar a 

existência de splices alternativos para esse gene via RT-PCR; 

 Confirmar a existência de splices alternativos de grh por meio de clonagem e 

sequenciamento; 

 Verificar a expressão espacial de grh nas células do ovo através de hibridização in 

situ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

Materiais e métodos 

 

Manutenção da criação de T. castaneum 

 A colônia de besouros T. castaneum da cepa americana Georgia foi mantida em nosso 

próprio laboratório (LQFPP), em estufa seca a 30 ºC e cerca de 70% de umidade relativa. 

Temperatura e umidade foram verificadas semanalmente. Os insetos em os seus estágios de 

vida (ovos, larvas, pupas e adultos) foram mantidos em potes plásticos (20 x 14,5 cm), onde 

foram separados por idade (meses de vida). Os imaturos foram separados dos adultos a cada 2 

semanas. Os potes continham farinha de trigo (marca Útil, moinhos Vera Crus AS, Juiz de 

Fora, MG, Brasil) obtida em mercados locais. Antes de ser utilizada, a farinha foi esterilizada 

overnight à -70 ºC, seguido de um período de 24 horas em estufa a 60 ºC. Após esse período, 

a farinha era guardada a 4 ºC, para que pudesse ser utilizada dentro do prazo de validade. 

Adultos foram separados dos imaturos e dos ovos produzidos através de peneiração, 

utilizando peneiras de solo com malha de 710 µm e 300 µm (Betel ISSO 3310/1), sendo a 

malha de 710 µm empregada para separar os adultos, pupas e larvas maiores, e a de 300 µm 

para coletar ovos e larvas menores, liberando somente os grãos de farinha. 

 

Obtenção de dados e Bioinformática 

 Foram utilizadas as bases de dados Beetlebase (http://beetlebase.org) e Ensembl 

metazoa (http://metazoa.ensembl.org). O perfil de expressão dos exons de grainyhead durante 

a embriogênese foi observado através dos dados de tiling array disponíveis no Beetlebase. O 

tiling array (Mockler et al., 2005) consiste no desenho de sondas que cobrem todo o genoma 

do organismo, possibilitando a detecção dos níveis de expressão de quaisquer regiões do 

DNA, mesmo aquelas que apresentam transcritos não anotados. 

 Como a extensão do gene Grh ainda não estava bem estabelecida, uma vez que os 

bancos de dados apontavam tal gene como sendo a região TC004589, e já foi visto que uma 

região próxima (TC004587) apresentava similaridade com grainyhead de outros animais 

(Menezes, 2014) (vide Figura 9), foi então utilizada a ferramenta BLAST (Altschul et al., 

1997) do banco de dados NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), para comparar as regiões 

genômicas adjacentes à região TC004589 (ou seja, a região ao redor de TC004586, 

TC004588 e TC004590) para que pudesse se estabelecer a real extensão do gene. O programa 

utilizado para gerar representações gráficas, comparações e desenho de primers foi o 

GenePalette. (http://www.genepalette.org). 
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Confecção dos primers 

 Foram confeccionados primers para diferentes regiões, a fim de observar diferentes 

padrões de expressão que pudessem apontar para a existência de splicing alternativo visto que 

diferentes exons podiam ou não estar presentes em determinados momentos da embriogênese. 

A confecção dos primers foi feita visando detectar mais de um tipo de splice, uma vez que já 

se sabe da existência de diferentes formas de grh, tanto de origem materna quanto zigótica. 

Além disso, já se sabe também que em D. melanogaster diferentes formas de splicing de grh 

possuem diferentes funções. Logo, faz-se importante identificar as diferentes formas de 

splicing e seus níveis de expressão em diferentes sítios e etapas do desenvolvimento. Os 

primers foram desenhados utilizando a ferramenta online Primer3web versão 4.0.0 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3) de forma a obtê-los com tamanhos entre 18-24 pb, com 

frequência média de CG em torno de 50% , e suas sequências se encontram na tabela abaixo 

(Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Tabela contendo os nomes e sequencias de nucleotídeos de cada um dos primers utilizados nos 

experimentos. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Reações de RT-PCR 

 O perfil de expressão do gene grainyhead foi avaliado por RT-PCR (Reverse 

transcriptase polimerase chain reaction, do inglês, que significa a Reação da transcriptase 

reversa seguida de reação em cadeia da polimerase) onde, a partir de um RNAm é sintetizado 

um DNA complementar (cDNA) utilizando a enzima transcriptase reversa, e posteriormente 

realizado um PCR convencional a partir desse molde (cDNA). Foram utilizados cDNAs 

previamente sintetizados pelo grupo, obtidos em diferentes momentos da embriogênese, a 

saber: 2 HAP, quando ainda há mRNA materno atuando, 6 HAP, após a transição materno-

zigótica (Ribeiro, comunicação pessoal), 10 HAP, quando, supostamente, os genes 

responsáveis pela secreção da cutícula serosa estão sendo expressos, 14 HAP, momento em 

http://bioinfo.ut.ee/primer3
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que a cutícula serosa está sendo secretada (Menezes, 2014), 28 HAP, no início da retração da 

banda germinal e 48 HAP, no início do fechamento dorsal. As amostras utilizadas foram 

sintetizadas previamente pelo grupo. As condições de ciclagem da reação de PCR são 

descritas abaixo: 

- 95 °C por 3 minutos e 20 segundos 

- Ciclagem (34 ciclos) 

 - 95 °C por 30 segundos 

 - 60 °C por 40 segundos 

 - 72 °C (o tempo desta etapa pode variar de 1 a 3 minutos e 20 segundos, de 

 acordo com o tamanho do fragmento a ser amplificado) 

- 72 °C por 5 minutos 

- 4 °C por 5 minutos 

- 14 °C até que as amostras sejam retiradas da maquina 

 

Géis de agarose 

 Alíquotas dos produtos dos RT-PCRs foram aplicadas em gel de agarose 1% feito com 

tampão TAE 1x (Tris-HCl 40mM, pH 8,0, ácido acético 20mM, e EDTA 1mM) marcado com 

o corante GelRed™ (Biotium - 41003). O padrão de peso utilizado foi o O’generuller ladder 

plus 1kb (Fermentas - SM1343) e os resultados foram registrados em sistema digital de 

aquisição de imagem após exposição à luz UV. 

 

Separação, purificação e quantificação das amostras 

 Após a visualização dos resultados dos RT-PCRs, as “bandas” contendo os amplicons 

de interesse foram cortadas do gel com auxílio de um bisturi, e postas em tubos tipo 

Eppendorf de 1,5 mL, para que seja feita a purificação deste material com o Illustra GFX PCR 

DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare 28-9034-70) 

 A quantificação do material purificado foi feita no Nanodrop 2000c (Thermo 

Scientific). 

 

Ligação, transformação, clonagem e obtenção dos plasmídeos 

 Após a purificação, cada amplicon foi clonado em um plasmideo pGEM-T Easy 

vector (Promega). Em seguida células competentes de Escherichia coli DH5α foram 

transformadas com os plasmídeos através de choque térmico, e estas foram cultivadas em 

placas contendo meio LB sólido e ampicilina 0,1mg/mL, IPTG (Isopropil β-D-1-

http://www.uniscience.com.br/corantes-de-acidos-nucleicos-e-produtos-para-genomica/gelred-concentrado
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tiogalactopiranosida) 0,5mM e X-gal 0,4mM. Bactérias portadoras de plasmídeos fechados 

sem inserto utilizam o IPTG como substrato para a produção de uma enzima que quebra a 

molécula X-gal. O X-gal é um composto que, quando quebrado, apresenta cor azul. Portanto, 

colônias azuis não possuem inserto em seus plasmídeos. Tal plasmídeo também confere às 

bactérias resistência à ampicilina, ou seja, bactérias que não tenham internalizado o plasmídeo 

não são capazes de crescer nas placas contendo meio seletivo. Sendo assim, o próprio 

crescimento ou não de bactérias na placa já é sinal de que as mesmas possuem o plasmídeo e, 

dentre estas, há colônias azuis (negativas, sem inserto) e colônias brancas (positivas, com 

inserto). As colônias positivas foram então coletadas para a realização de PCR de colônia, 

assim como para crescimento overnight a 37 ºC em shaker a 220 rpm em meio LB líquido 

contendo ampicilina (0,1 mg/mL). As bactérias competentes utilizadas foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Biologia Molecular de Insetos, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, 

Rio de Janeiro. 

 Após o crescimento bacteriano, os plasmídeos foram extraídos através de Miniprep, 

utilizando o kit GeneJET Plasmid miniprep (Fermentas K0503). 

 

Preparo das amostras para sequenciamento 

 Depois de extraídos, os plasmídeos são preparados para o sequenciamento, que é feito 

na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PDTIS, RPT01A), IOC, Fiocruz, Rio de Janeiro, 

utilizando primers: 

M13 forward (5' TGTAAAACGACGGCCAGT 3') 

M13 reverse (5' CAGGAAACAGCTATGACC 3') 

Tais primers encontram-se localizados de forma que o sequenciamento possa iniciar-se no 

primer, e passar pelo fragmento de interesse, obtendo assim a sequência desejada (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema representando o plasmídeo pGEM-t Easy. Os sítios para os primers utilizados no presente 

trabalho (M13) estão localizados juntamente com os sítios para RNA polimerase T7 e SP6 e também o gene da 

β-Lactamase, todos na região de cor laranja. Na região de cor roxa estão o gene que confere resistência ao 

antibiótico Ampicilina. (Informações obtidas no protocolo online promega: https://www.promega.com.br/-

/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf) 

https://www.promega.com.br/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf
https://www.promega.com.br/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf
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Análise das sequências 

 A análise das sequencias será feita utilizando o software BioEdit Sequence Alignment 

Editor, e as representações gráficas das sequencias foram confeccionadas no software 

GenePalette. As sequencias serão também traduzidas em aminoácidos através do software 

online Expasy (http://web.expasy.org/translate). 

 

Postura e fixação dos ovos 

 Para que fosse realizada a etapa de hibridização in situ, foram necessários ovos fixados 

do inseto, que puderam ser obtidos transferindo até 6g de adultos para potes plásticos (20cm x 

14,5cm) com 300 g de farinha de trigo esterilizada, onde os mesmos foram mantidos por duas 

horas em estufa seca a 30 ºC (Incubadora 411D, ethik tecnology) e aproximadamente 70% 

umidade relativa. Após este período, os adultos eram retirados utilizando a peneira de 710 µm 

citada anteriormente e retornavam à colônia. Os ovos eram mantidos em farinha na estufa a 

30 ºC até que atingissem a idade entre 6 a 10 horas após a postura, quando eram então 

conduzidos ao processo de fixação, em que o embrião é sacrificado, preservando-se sua 

estrutura morfológica. O procedimento de fixação dos ovos foi realizado de acordo com van 

der Zee et al. (2005). Os ovos foram lavados em hipoclorito de sódio durante 3 minutos, em 3 

placas de petri diferentes (1 minuto por placa), para que fosse retirado o excesso de farinha e a 

camada mais externa da casca, o exocórion. Os ovos eram então fixados em uma mistura de 

PBS (solução salina tamponada com fosfato, do inglês Phosphate-buffered Saline: NaCl 

137mM, KCl 2,7mM, Na2HPO4 10mM e KH2PO4 2mM, pH 7,4), com formaldeído 8% e 

heptano por uma hora. Em seguida era feita a retirada da fase aquosa (PBS + Formaldeído) e 

posterior choque térmico com a adição de metanol a -70 ºC seguido de agitação do recipiente, 

que após se assentar, formava novamente uma mistura bifásica. Os ovos que ficassem no 

fundo do recipiente estariam sem casca, enquanto que os ovos que ficassem entre as duas 

fases liquidas estariam ainda com suas cascas. Os ovos do fundo do recipiente eram então 

lavados em metanol e estocados no mesmo a -20 ºC. 

 

Hibridização in situ 

 Protocolo adaptado de Kosman et al. (2004). Em síntese, o fragmento de DNA de 

interesse foi amplificado via PCR, utilizando como matéria prima o plasmídeo contendo esse 

fragmento. Após diversas ciclagens, o material mais abundante era o fragmento de DNA de 

interesse, restando apenas resquícios do material plasmidial. Depois de amplificado, o 

fragmento foi purificado e utilizado para a síntese de sondas de RNA, que foram feitas 
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utilizando enzimas RNA polimerase de vírus (T7 ou Sp6), e como substrato foram utilizados 

nucleotídeos onde a uracila (U) era marcada com DIG (digoxigenina), que é uma pequena 

molécula esteroide com alta antigenicidade (capacidade de ser reconhecida por anticorpos), 

originária das folhas e flores de algumas plantas do gênero Digitalis, sendo comumente 

utilizado como marcador imuno-histoquimico. Foram produzidas sondas senso e anti-senso 

marcadas com DIG que foram então incubadas com anticorpos anti-DIG associados à 

fosfatase alcalina, e posteriormente foi feita uma incubação com NBT e BCIP. O BCIP (5-

Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) é um substrato artificial que, quando desfosforilado 

pela fosfatase alcalina, forma o composto 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl, que pode ser oxidado 

pelo oxigênio atmosférico, e também pelo NBT (Nitro blue tetrazolium), formando assim o 

composto 5,5′-dibromo-4,4′-dichloro-indigo, um corante azul escuro) possibilitando a 

visualização da região onde o RNA mensageiro de interesse está sendo expresso. A sonda 

anti-senso é um fragmento de RNA cuja sequência é complementar ao mRNA de interesse, 

sendo assim, a sonda se ligaria ao mRNA e onde este estiver sendo expresso haverá a 

produção de cor, que poderá ser vista no microscópio. A sonda senso possui a mesma 

sequência do RNAm, e funcionará como controle negativo, uma vez que a sonda não é 

complementar àquele RNAm específico, portanto não se hibridizará com o mesmo. 

 Os embriões previamente fixados foram lavados com etanol por 3 minutos, 4 vezes 

para a retirada da maior parte do metanol, e então foram incubados em etanol e xileno (1:9) 

por 1 hora, após esse tempo, serão lavados 2 vezes com etanol e incubados no mesmo por 5 

minutos. Posteriormente segue-se com outras duas lavagens, desta vez com metanol, 

incubação em metanol, e incubação em mistura de metanol e PBTF (Tween-20 0,1% e 

formaldeído 5% em PBS). Depois de quatro incubações em PBT (PBS com Tween-20 0,1%) 

seguido de incubação em solução de hibridização (DNA de esperma de salmão 0,1mg/mL, 

Heparina 0,05mg/mL, Tween 0,1%, Formamida 50%, SSC 5%) e PBT (1:1) por 10 minutos, 

os embriões foram incubados na mistura de hibridização a 55 °C por 1h, com duas trocas 

neste intervalo. Ao final deste período, a mistura foi substituída por 100 µL da mesma 

solução, acrescida de 2 µL da sonda (previamente aquecida a 85 ºC por 3 minutos e resfriada 

no gelo). Foi feita incubação com sonda a 55 ºC por 35 horas e após essa incubação remove-

se o máximo possível do liquido (solução de hibridização + sonda) e adiciona-se 1 mL de 

solução de hibridização pré-aquecida a 55 ºC sem a sonda e os tubos são mantidos por mais 5 

minutos a 55 ºC. Feito esse procedimento, os embriões foram incubados por 1 hora em PBT e 

WBR (Western Blocking Reagent, Roche) (4:1) e em seguida incubados novamente com PBT 

e WBR (1:1) acrescido de anticorpo anti-DIG overnight a 4 ºC. No outro dia os embriões 
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seriam lavados por 10 minutos em PBT, 3 vezes. Posteriormente são feitas 4 lavagens com 

PBT por 15 minutos cada, e depois mais 3 lavagens em tampão de coloração (MgCl2 0,05 M, 

NaCl 0,1 M, TRIS-HCl 0,1 M e Tween-20 a 0,1%, pH 9,5). Em seguida os ovos foram 

incubados com solução de coloração contendo BCIP e NTB, a incubação pode demorar de 

alguns minutos até 4 horas. Feita a coloração, foram feitas 2 lavagens rápidas com PBT, 

seguido de uma lavagem de 5 minutos com o mesmo, depois mais 5 minutos em etanol, 

seguido de 8 lavagens com etanol de 7 minutos cada. Após o término das lavagens, é feito o 

protocolo de marcação nuclear com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e em seguida são 

montadas as lâminas de microscopia. 

 A visualização da marcação da hibridização in situ será feita em microscopia óptica de 

campo claro, contraste de fase ou DIC, e para visualização dos núcleos marcados com DAPI 

foi utilizada a microscopia de fluorescência. 

 

Resultados 

 

Levantamento de dados de Bioinformática 

Foi feito um levantamento de dados sobre o gene grh de T. castaneum, e decidiu-se 

utilizar a anotação presente na base de dados Ensembl (https://metazoa.ensembl.org), 

identificado como TC004589. Porém, como visto anteriormente por nosso grupo, a anotação 

gênica adjacente TC004587 também faz parte do gene grh (Menezes, 2014). A região 

correspondente ao Gap 169 que foi sequenciada pela autora, conforme descrito na Introdução, 

foi analisada e inserida no genoma no presente trabalho. No presente estudo foi então feita 

uma análise do perfil de expressão gênica do besouro, utilizando os dados de tiling array do 

BeetleBase, a fim de averiguar quais regiões adjacentes à TC004587 e TC004589 tinham um 

perfil de expressão parecido com as mesmas, a fim de descobrir a verdadeira extensão de grh. 

Foram feitas então comparações entre as regiões próximas, TC004586, TC004588 e 

TC004590 com sequencias de outros animais, por meio da ferramenta BLAST do NCBI para 

que pudesse ser visto a semelhança das mesmas com genes grh desses animais. Foi então 

realizado um Blastx não redundante para a região anteriormente conhecida como TC004588 

contra todo o banco de dados do NCBI. (Figuras 12 e 13). A primeira proteína de outro 

animal a ser identificada foi uma das isoformas de Ghr do inseto Anoplophora glabripennis, 

também conhecido como besouro asiático, possuindo 82% de identidade e 83% de 
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similaridade com a proteína de TC004588 (Fig. 13). Concluiu-se então que essa região fazia 

parte do corpo do gene grh.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A extensão do gene ficou estabelecida como iniciando em TC004587, passando por 

TC004588 e finalizando em TC004589, visto que as regiões TC004586 e TC004590 não 

mostraram semelhanças com grh. A estrutura gênica após a inclusão do Gap 169 e 

determinação dos verdadeiros limites gênicos (TC004587, TC004588 e TC004589) se 

encontram na Figura 12. Daqui em diante a região contida entre TC004587 e TC004589 será 

denominada "Tc-grh completo" 

 

 

 

Figura 12: BLASTx da região genômica TC004588 contra todos os bancos de dados não redundantes. 

Figura 13: Alinhamento da sequência de aminoácidos traduzida de TC004588 contra a isoforma X2 da 

proteína grainyhead de Anoplophora glabripennis. 
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Definição da região dos primers 

 Foram sintetizados primers para amplificação das diferentes regiões do gene grh 

(TC004587, TC004588, TC004589), sempre procurando colocar um dos primers em um dos 

exons de TC004589 indicado como "Região Conservada" (Figura 12), pois essa era 

aparentemente uma região com expressão constante ao longo da embriogênese, como 

mostrado na Figura 9. Além do mais, em grh de D. melanogaster a região mais 3’ do gene 

também é mais conservada, uma vez que boa parte dessa região é vista em várias isoformas 

diferentes do gene, vide Figura 6. O perfil de expressão das diferentes partes do gene nos 

ajudará a obter mais informações sobre o splicing do mesmo. As regiões do gene para os 

quais os primers foram desenhados estão mostrados abaixo (Figura 13): foram desenhados 

três pares de primers de forma a compreender três regiões do gene: da região TC004587 até a 

região conservada em TC004589, da região TC004588 até a região conservada e da parte 

conservada até a porção mais 3’ do gene, ambos em TC004589. 

 Foi feita também à amplificação de uma outra região que será detalhada 

posteriormente nesse mesmo trabalho, com os primers MC9-F e MC9-R apresentados na 

metodologia. 

Figura 14: Representação gráfica do gene Tc-grainyhead. (A) – Representação das regiões TC004587, 

TC004588 e TC004589 como encontradas no banco de dados, em vermelho se encontra a região chamada de 

Gap 169, não sequenciada no genoma, que foi sequenciada por Menezes (2014), e analisada no presente 

estudo. (B) – Representação do que se sabe ser a verdadeira extensão de grh. A região do Gap 169 foi 

sequenciada e incluída no gene. A região indicada como “Região conservada” apresenta níveis de expressão 

constantes ao longo da embriogênese, e por isso é uma boa região para síntese de primers. Os blocos amarelos 

representam os exons do gene, e as linhas pretas horizontais entre eles representam os introns. A presença de 

linhas verticais significa que grandes introns foram cortados para melhor visualização gráfica. A escala em pares 

de bases (pb) está indicado na régua no canto superior direito, e o tamanho dos “cortes” nas regiões intrônicas 

está indicado com as setas pretas, também em pares de bases (pb). 
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Expressão das diferentes regiões de Tc-grh ao longo da embriogênese 

Os primers foram usados na realização de RT-PCR conforme descrito na metodologia. 

A Figura 14 mostra o resultado do perfil de expressão que corresponde aos primers 

desenhados para a região que compreende da região TC004587 até a região conservada.  

Existe expressão dessa região do gene Tc-grh em todos os momentos analisados, embora o 

perfil das bandas varie de acordo com o momento da embriogênese. O aparecimento de duas 

bandas no gel significa que existem amplicons de tamanhos diferentes sendo produzidos 

sugerindo que pode estar ocorrendo splicing alternativo desse gene. Já as bandas referentes à 

região TC004588-Cons (Figura 15), também mostraram perfis variados em todos os 

momentos da embriogênese e também apresentou o mesmo padrão de bandas duplas, 

indicando a ocorrência de splicing alternativo. O resultado do RT-PCR realizado com os 

primers ancorados na região TC004589-Cons (Figura 16) indica que a região pode ser de fato 

constitutiva, uma vez que é observada expressão em todos os tempos observados.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Representação gráfica das regiões amplificadas por cada par de primers. As setas em vermelho 

representam a região de anelamento dos primers, onde as setas apontando para a direita são os primers 

forward e as setas apontando para a esquerda são os primers reverse. A região a ser amplificada é a região que 

se localiza entre os primers forward e reverse A abreviação “Cons” Significa que um dos primers está ancorado 

na região conservada mostrada na Figura 12. O primer 4589-F também se encontra ancorado na região 

conservada, porém não apresenta a mesma sequência do primer Cons-R. 

Figura 16: Perfil de expressão da região TC004587-Cons nos períodos embrionários entre 02 e 48 horas após a 

oviposição. O peso molecular é mostrado em pares de bases no poço mais à esquerda.  O último poço representa 

o controle negativo NTC (Non-template control), que é um poço onde não foi adicionado nenhum DNA. As bandas 

amplificadas possuem aproximadamente 1500 e 2000 pb e a caixa vermelha destaca as bandas selecionadas para 

avançar para as próximas etapas. 
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Como o interesse do trabalho é a cutícula serosa, que de acordo com Menezes (2014) é 

sintetizada em torno de 14 HAP (horas após a postura), foram escolhidos para análises mais 

profundas, material genético de embriões cujo tempo de vida seja anterior a 14 HAP, os 

embriões 06 e 10 HAP, conforme hipótese apresentada na Figura 10. Os amplicons 

selecionados para serem sequenciados foram os obtidos nos RT-PCRs realizados envolvendo 

as regiões TC004587 e TC004588 (Figuras 14 e 15, indicados pelas caixas vermelhas), 

totalizando 4 amostras: TC004587 com 6 e 10 horas, e  TC004588 com 6 e 10 horas. 

 

Purificação dos amplicons obtidos. 

 Posteriormente esses mesmos materiais genéticos foram utilizados novamente em 

reações de PCR de maior volume (100 µL) a serem utilizadas nas próximas etapas. Essas 

amostras apresentaram, cada uma, três bandas no gel (Figura 17), totalizando 12 amplicons. 

Na etapa seguinte as amostras foram purificadas e um novo gel foi feito (Figura 18). A banda 

do meio de cada amostra não apresentou bons resultados, já que essas bandas se abriram em 

diversas outras, sugerindo haver diversos amplicons de tamanhos diferentes e por isso, foram 

descartadas. Sobraram então 2 bandas de cada amostra, totalizando 8 amostras.  

Figura 17: Perfil de expressão da região TC004588-Cons nos períodos embrionários entre 02 e 48 horas após 

a oviposição. Peso molecular é mostrado em pares de bases. O último poço representa o controle negativo 

NTC. As bandas amplificadas possuem aproximadamente 1000 e 1500 pb e a caixa vermelha destaca as bandas 

selecionadas para avançar para as próximas etapas. 

Figura 18: Perfil de expressão da região TC004589-Cons nos períodos embrionários de 02 e 48 horas após a 

oviposição. Peso molecular é mostrado em pares de bases. O último poço representa o controle negativo NTC. As 

bandas amplificadas possuem cerca de 1000 pb. 
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Figura 19: Gel dos amplicons a serem purificados. Relação de poços e conteúdo: 1 – padrão de peso, 2 a  

6: produtos de RT-PCR, a saber: 2 – Controle Positivo (RPS6), 3 e 4: – amplicons da região TC004587-Cons com 

cDNA de embriões de 06 HAP (poço 3) e com cDNA de embriões de 10HAP (poço 4), 5 e 6: – amplicons da 

região TC004588-Cons com cDNA de embriões 06 HAP (poço 5) e com cDNA de embriões de 10HAP (poço 6). 

NTC: non template control. 

Figura 20: Géis após a purificação dos amplicons selecionados. As bandas numeradas de 1 a 6 são referentes à 

amplicons da região TC004587-Cons (1 a 3 de 6 HAP; 4 a 6 de 10 HAP) e as bandas de 7 a 12 são referentes à 

amplicons da região TC004588-Cons (7 a 9 de 6 HAP; 10 a 12 de 10 HAP). As bandas 2, 5, 8 e 11 não 

apresentaram um resultado satisfatório, uma vez que se abriram em diversas bandas e por isso foram 

desconsideradas. O padrão de peso molecular é mostrado em pares de bases. Após a purificação então, 

obteve-se 8 amostras no total (1, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12) que seguiram para sequenciamento. 
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Transformação bacteriana 

 As 8 amostras foram então ligadas em plasmídeos, introduzidas em células E. coli 

DH5α competentes, crescidas em meio seletivo e posteriormente seus plasmídeos foram 

extraídos e purificados e seguiram para o sequenciamento conforme metodologia descrita. Da 

placa de cada uma das 8 amostras, foram selecionadas três colônias bacterianas, nomeadas 

com a numeração de 1 a 8, de acordo com qual amostra gerou a colônia, e de A a C, de acordo 

com cada colônia, obtendo assim 24 colônias (i.e. 1A, 1B, 1C até 8A, 8B e 8C), como 

mostrado abaixo (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Géis dos PCRs de colônia. São mostradas todas as 24 colônias geradas a partir das 8 amostras 

purificadas anteriormente, juntamente com o controle positivo do PCR (Ctrl Pos., onde foi utilizado o gene 

constitutivo Tc-Rps6) e os controles negativos de cada gel (NTC). 
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 Das três colônias obtidas de cada uma das 8 amostras, seriam escolhidas duas para o 

sequenciamento, o que resultaria num total de 16 colônias. Porém, das três colônias geradas a 

partir da amostra 7, duas (7A e 7C) apresentaram diversas bandas e por isso escolhemos 

seguir somente com a amostra 7B, chegando a um total de 15 colônias sequenciadas. De cada 

colônia, foram gerados dois sequenciamentos, uma com o primer M13 forward e outro com o 

primer M13 reverse. O sequenciamento do clone obtido da colônia 1C não funcionou, e, 

portanto, ficamos com apenas 14 clones que foram sequenciados com sucesso. 

 

Análise do sequenciamento 

 A análise das sequencias apontou a presença de 7 formas de splicing alternativo de 

Tc-grh. Os diferentes splices foram alinhados e comparados e uma representação esquemática 

dos mesmos encontra-se na Figura 20. Os quatro exons mais 3' são comuns as sete isoformas 

encontradas. Já os exons mais 5' variam bastante entre as isoformas. Inclusive a região mais 5' 

de todos as isoformas sequenciadas não condiz com a predição de exons encontrada no 

Ensembl e BeetleBase.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Após análises das diferentes isoformas de Tc-grh, deduziu-se que as formas Spl 01 e 

Spl 04 provavelmente representam o mesmo splice, sendo que o que muda é apenas o primer 

que os limita a 5’ (Fw1 e Fw2). O mesmo acontece com as formas Spl 02 e Spl 06.  

Figura 22: Representação gráfica dos diferentes splices de Tc-grh (Spl 01 – 07). Nesse esquema são mostrados 

diferentes splices de Tc-grh, cada um com uma cor diferente. Os retângulos indicam os exons, linhas 

horizontais e verticais representam, respectivamente, regiões intrônicas e cortes nessas regiões. Em amarelo 

são representados os exons para a região "Tc-grh completo" descrita no Ensembl. Fw1, Fw2 e Rev 

representam, respectivamente, a região dos primers 4587-F, 4588-F e Cons-R (vide Tabela 1). Os clones que 

geraram cada sequência se encontram sinalizados à esquerda. Essa representação gráfica foi feita com auxílio 

dos programas GenePalette e Microsoft Powerpoint 2013 a partir dos alinhamentos obtidos com a extensão do 

Clustal W dentro do programa Bioedit. 
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A partir das sequências das cinco formas de splices não redundantes (i.e. Spl 03; Spl 

04; Spl 05; Spl 06 e Spl 07) foi calculada a frequência de cada splice, dentro dos 14 clones 

sequenciados. Na Figura 21 estão indicadas essas frequências. As formas Spl 01 e Spl 02 

foram então removidas do esquema e suas frequências foram somadas a seus equivalentes 

(Spl 04 e Spl 06, respectivamente). Dentre todas as encontradas, as formas Spl 01 + 04 e Spl 

02 + 06 possuem percentuais de frequência bem acima das demais: 36 e 43%, 

respectivamente. É interessante notar que essas formas têm uma diferença marcante: a 

presença ou ausência de um grande exon de 663 pares de bases, denominado pelo grupo de 

“Exon novo” (Figura 21). Parte do "exon novo" pertence ao Gap169, região não sequenciada 

no genoma de T. castaneum (vide Figuras 9 e 14). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A dedução dos aminoácidos referentes ao sequenciamento das diferentes isoformas de 

Tc-grh encontram-se na Figura 24.  

 

 
        10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       

         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 

QLKATNGLVSGAGLELPTPPQLSSQDWQGLFINQHVGYPQAAASAQNFQLVKREPEDLSHHRKLDCSSPSSVSLDGAIINTKQQRHKVVLVSSAGGQHGD 

 

 

       110       120       130       140       150       160       170       180       190       100       

         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 

LVVDVNSVKDENNPRGLNSPQHGSRSVNATPTSQHSHSSLLADGSNTGPIEFISSDGIKPAMYATQMFAAMTNNGHGGSGTPSPTPYSDHVTGYTQSGAG 

 

 

       210       220       230       240       250       260       270       280       290       300       

         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 

YAAASRTATSAAAFVSDPYYREYFTVASGGATPEPAYSGQLRQSQAYSEEVGGGTTASFVERYVRQPYHSKGVIAAATAAGLTVDLPSPDSGIGADAITP 

 

 

Figura 23: Representação gráfica dos splices 03 – 07. Splices 01 e 02 foram removidos por se tratarem 

de formas repetidas (Spl 01 = Spl 04 / Spl 02 = Spl 06). A direita dos splices são mostrados em vermelho 

os percentuais de frequência dentre todos os clones analisados. No Spl 04 em caixa vermelha está 

destacado o “Exon novo” e a ausência do mesmo também está destacada, no Spl 06. A barra em 

amarelo representa a região genômica de grainyhead com os éxons deduzidos no Ensembl; parte do 

"exon novo" está contida na região Gap169, não sequenciada no genoma (vide texto principal e Figuras 

9 e 14). 



32 

 

       310       320       330       340       350       360       370       380       390       400       

         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 

RDQNTLQQNYEYPEICPNPNILDPLTISQRNSSSSQSPGSQSTSRSRPWHDFGRQNDADKIQIPKIFSPVGFKYQLETPISTSQRREDDRITYINKGQFY 

 

 

       410       420       430       440       450       460       470       480     488       

         |         |         |         |         |         |         |         |       | 

GITLDYIPDPDKQLKSQTVKSIVMLMFREEKSPEDEIKAWQFWHGRQHSVKQRILDADTRNSVGLVGCIEEVAHNAVAIYWNPLESPA 
 

 

 

 

 

Na figura abaixo (Fig 23) é mostrado um alinhamento entre as sequencias deduzidas 

de resíduos de aminoácidos de Grh de D. melanogaster (isoforma RJ), de A. gambiae 

(isoforma PA) e de T. castaneum. As sequencias de D. melanogaster e A. gambiae foram 

obtidas no Ensembl, enquanto a de T. castaneum foi deduzida a partir do sequenciamento dos 

nucleotídeos da isoforma Spl 01(vide Figura 20-22), combinada com as extremidades 3' e 5' 

não sequenciadas, deduzidas a partir dos dados genômicos presentes no Ensembl. 

 

 
Ag      -----------------MSASPEMHHQHQQLQQE-------------------------- 
Dm      MSTSTATTSVITSNELSLSGHAHGHGHAHQLHQHTHSRLGVGVGVGILSDASLSPIQQGS 
Tc      ------------------------------------------------------------ 
                                                                     
 

Ag      ----------------ANAPLEMKSNSAEGTPPPELATMTTVSVLDLHKDYNGGGGGGGG 
Dm      GGHSGGGNTNSSPLAPNGVPLLTTMHRSPDSPQPELATMTNVNVLDLHTDN--------- 
Tc      ------------------------------------------------------------ 
                                                                     
 

Ag      GTAESGATAGAVTSPHIVHEGATDMSLPDDGTTEKVYDKDTNTVYVYTTAAGV------A 
Dm      ---------------------------------SKLYDKEA--VFIYETPKVVMPADGGG 
Tc      ------------------------------------------------------------ 
                                                                     
 

Ag      GHKLVVNPHHHQLTTIVHGGQQQQQQQQQQQQQQQQQMASPDQLHPSEHHAVAEQNLLHA 
Dm      GNNSD-EGHAIDARIAAQMGNQAQQQQQQQQQTEHQPLAKIE-FDENQIIRVVGPNGEQQ 
Tc      ------------------------------------------------------------ 
                                                                     
 

Ag      RLIQQQAVEEQQQQQQQQQQQQH-LQRM-------SPGDPH-------------QQHHQQ 
Dm      QIISREIINGEHHILSRNEAGEHILTRIVSDPSKLMPNDNAVATAMYNQAQKMNNDHGQA 
Tc      ---------------------------MAELPEGAAPPE--------------------- 
                                   :        * :                      
 

Ag      HSQVHP---------------------DDSGIIDGHRLLPATI---NGT-----DASDPQ 
Dm      VYQTSPLP-LDASVLHYSGGNDSNVIKTEADIYEDHKKHAAAAAAAAGGGSIIYTTSDPN 
Tc      --DQHPLTAATTAMLNISGGAEDQST-AMGLIYEYYK------------------FQPIS 
          :  *                       . * : ::                   .  . 
 

Ag      QHQQQQHHHLGRLSPEDQQQQQAHQQGGVRLLEDSHIQRLLGN--QEI-------ISRDI 
Dm      GVNVKQLPHLTVPQKLD---------PDLYQA-DKHIDLIYNDGSKTVIYSTTDQKSLEI 
Tc      GESKDKL-------------------ADIWPFLNKLFEFFLPVRVEGVAM-----SKWGL 
          . .:                     .:    :. :: :     : :        .  : 
 

Ag      ING-EHHIITRNENGETILTRIAISTADQLLNRMDNGIIYTTTGGSTG---------VIG 
Dm      YSGGDIG-----S----LVS--------DGQVVVQAGLPYATTTGAGGQPVYIVADGALP 
Tc      KIGGRA-MNERNE----WVR--------VLAVVISGRMRYVTLCARASS----QAGGILT 
          *         .     :              :.  : *.*  .  .          :  
 

Ag      AGPQEQ------------LPT----------------------T----VLQYEKDVED-- 
Dm      AGVEEHLQSGKLNGQTTPI-DVSGLSQNEIQGFLLGSHPSSSATVSTTGVVSTTTISHHQ 
Tc      SQLK--ATNGLVSGAGLELPTPPQLSSQDWQGLFINQHVGYPQA---------------- 
        :  :              :                        :                 
 

Ag      --KHQPQQQQQQQHHGHAHAAHQPQTIYATAGAAP------------------------- 
Dm      QQQQQQQQQQQQQQQQHQQQQQHPGDIVSAAGVGSTGSIVSSAAQQQQQQQLISIKREPE 
Tc      ---------------------------------------------AASAQNFQLVKREPE 
                                                                     
 

Ag      ------------------------DQTGQTKQIV-YALGGGEPKNVIYGDPKAAM----- 
Dm      DLRKDPKNGNIAGAATANGPGSVITQK-----I------------LHVDAPTASEA---- 
Tc      DLSHHRKLDCSSPS-SVSLDGAIINTKQQRHKVVLVSSAGGQHGDLVVDVNSVKDENNPR 
                                  .     :            :  .  ..        

Figura 24: Sequência parcial de aminoácidos de Tc-grh, obtida experimentalmente. A sequência de 

aminoácidos do splice Spl 04 é mostrada como base, comparada com as demais isoformas presentes na Figura 

21. Os resíduos de aminoácido com fundo cinza são a região do “exon novo” encontrada no Spl 04 e ausente do 

Spl 06. As letras em amarelo representam os aminoácidos ausentes no Spl 03. As letras em vermelho 

representam os resíduos presentes no Spl 07 e os resíduos sublinhados são os presentes no Spl 05. 
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Ag      ---------------PHF--EAVSGAGSGAGSGGPGSVEEEKPQIDYVYNEGNKTVIYTD 
Dm      --DRPSTPSSSINSTENTESDS--QSVSGSESGSPGART--TATLEMYATTGGTQ-IYLQ 
Tc      GLNSPQHGSRSVNATPTSQHSHSSLLADGSNT----------GPIEFISSDGIKPAMYAT 
                            .      .*: :            ::   . * .  :*   
 

Ag      QKGLESLYAN-----NELGLMDGTQIVVQSNLYTQQQGPDGTTVYVVSS-DMN---PEDI 
Dm      TSH-PSTASGAGGGAGPAGAAGGGGVSM------QAQSPS-PGPYITAN-DYGMYTASRL 
Tc      QMFAAMTNNGHGGS----------------------GTPS-PTPYSDHVTGYTQSGAGYA 
                 .                            *.    *     .          
 

Ag      NGLQQSPGGTTFITEPYTYREYFDNQG---YA--PARTIYGTAADS-EGPQPATTYEGRF 
Dm      PPGPPPTSTTTFIAEPSYYREYFAPDGQGGYVPASTRSLYGDVDVSVSQPGGVVTYEGRF 
Tc      AASRTATSAAAFV-SDPYYREYFTVASGGAT-PEPAY--SGQLRQS-------QAYSEEV 
               . ::*: .   *****   .        :    *    *        :*. .. 
 

Ag      TK----------------------------------------------------TGSIYT 
Dm      AGSVPPPATTTVLTSVHHHQQQQQQQQQHQQQQQQQQHHQQQQHHSQDGKSNGGATPLYA 
Tc      GGGTTA----SFVE-----------------------RYVRQPYH----------SKGVI 
                                                                     
 

Ag      KTITSAGLTVDLPSPDSGIGADAITPRDQNNVQQQFDYAEPCQAPIGMVDPNAAGHIPAC 
Dm      KAITAAGLTVDLPSPDSGIGTDAITPRDQTNIQQSFDYTELCQPGTL-ID--ANGSIPVS 
Tc      AAATAAGLTVDLPSPDSGIGADAITPRDQNTLQQNYEYPEICPNPNI-LD--PLTIS--- 
         : *:***************:********..:**.::* * *      :*           
 

Ag      VASLQRNLAINGSQPSPTTSLGGSSTAAAVAVAGAAAAPRSRPWHDFGRQNDADKVQIPK 
Dm      VNSIQQRTAVHGSQNSPTTSLVDT---------STNGSTRSRPWHDFGRQNDADKIQIPK 
Tc      -----QRNS---------SSSQSP---------GSQSTSRSRPWHDFGRQNDADKIQIPK 
             :. :         :*  .          .: .: ****************:**** 
 

Ag      IYTDVGFKYYLESPISSSQRREDDRITYINKGQFYGITLEYVHDPDKPLKNQTVKSVIML 
Dm      IFTNVGFRYHLESPISSSQRREDDRITYINKGQFYGITLEYVHDAEKPIKNTTVKSVIML 
Tc      IFSPVGFKYQLETPISTSQRREDDRITYINKGQFYGITLDYIPDPDKQLKSQTVKSIVML 
        *:: ***:* **:***:**********************:*: * :* :*. ****::** 
 

Ag      LFREEKSPEDEIKAWQFWHSRQHSVKQRILDADTKNSVGLAGCIEEVSHNAIAVYWNPLE 
Dm      MFREEKSPEDEIKAWQFWHSRQHSVKQRILDADTKNSVGLVGCIEEVSHNAIAVYWNPLE 
Tc      MFREEKSPEDEIKAWQFWHGRQHSVKQRILDADTRNSVGLVGCIEEVAHNAVAIYWNPLE 
        :******************.**************:*****.******:***:*:****** 
 

Ag      SSAKINVAVQCLSTDFSSQKGVKGLPLHLQIDTFEDPRDTSVFHRGYCQIKVFCDKGAER 
Dm      SSAKINIAVQCLSTDFSSQKGVKGLPLHVQIDTFEDPRDTAVFHRGYCQIKVFCDKGAER 
Tc      SPAKINIAVQCLSTDFSSQKGVKGLPLHLQIDTYEDPRDTNVYHRGYCQIKVFCDKGAER 
        * ****:*********************:****:****** *:***************** 
 

Ag      KTRDEERRAAKRKMTATGRKKLDELYHPVVDRSEFYGMSDLMKPPVLFSPSEDIDKLTSM 
Dm      KTRDEERRAAKRKMTATGRKKLDELYHPVTDRSEFYGMQDFAKPPVLFSPAEDMEKVGQL 
Tc      KTRDEERRAAKRKMTATGRKKLDELYHPMCERSEFYSMSDLAKPPVLFSPAEDIDKLTSM 
        ****************************: :*****.*.*: ********:**::*: .: 
 

Ag      D-------------------------MQFYGHDADSLSGT--SDNVKSPFLLHAN--KPA 
Dm      GIGAATGMTFNPLSNGNSNSNSHSSLQSFYGHETDS-----PDLKGASPFLLHGQ--KVA 
Tc      E------------------------LQGFYPHDTDSSLTGPVDHKSGSPFLLHAAAKPPT 
                                    ** *::**      . :  ******.     : 
 

Ag      TPTLKFHNHFPPDVPTSDKKDPSIIMDGSMV-TNSMVDFTPQIKRQRM--------TPPL 
Dm      TPTLKFHNHFPPDMQTDKKD---HILDQNMLTSTPLTDFGPPMKRGRM--------TPPT 
Tc      TPTLKFHNHFPPDA--DKKD---NILDNSLTTD--GSVFSPPLKRTKMLTGPGSAGPPPL 
        *************   ..*.    *:* .:        * * :** :*         **  
 

Ag      SERVMLYVRQDNEDVYTPLHVVPPSTVGLLNAIENKFKISSSRINTIYRKNKKGITARID 
Dm      SERVMLYVRQENEEVYTPLHVVPPTTIGLLNAIENKYKISTTSINNIYRTNKKGITAKID 
Tc      HERVMLYVRQEVDDVYTPLHVVPPTTAGLLNAIENKYKISASSINNLYRKNKKGITAKID 
         *********: ::**********:* *********:***:: **.:**.*******:** 
 

Ag      DDMIRHYCNEDIFILEVQRYEEDLYDITLTELPTH 
Dm      DDMISFYCNEDIFLLEVQQIEDDLYDVTLTELPNQ 
Tc      DDMVAYYCNEDLFLLELKIVEEDLFDITFVELSDH 
        ***: .*****:*:**::  *:**:*:*:.**  : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Alinhamento entre as sequencias das proteínas deduzidas de grainyhead de A. gambiae, D. 

melanogaster e T. castaneum. Foram utilizadas as maiores isoformas de Grh de D. melanogaster e A. gambiae. 

A sequência de Tc-Grh mostrada é a do Splice 01 adicionada das regiões mais extremas do gene Tc-grh que não 

foram amplificadas pelos primers que utilizamos. Essas regiões estão sublinhadas e foram retiradas da 

sequência anotada no Ensembl. Abaixo dos aminoácidos o ponto (.), os dois pontos (:) e o asterisco (*) 

significam, respectivamente, aminoácidos conservados, altamente conservados e idênticos. O Splice 01 de Tc-

grh foi traduzido utilizando o software Expasy (http://web.expasy.org/translate/) e as proteínas foram 

alinhadas com a ferramenta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

http://web.expasy.org/translate/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Hibridização in situ 

 Devido à grande diferença no percentual de representatividade dos splices Spl 04 e Spl 

06 em relação às outras formas analisadas, resolvemos seguir para a etapa de hibridização in 

situ com essas duas isoformas de Tc-grh. Para uma melhor comparação dos resultados de 

duas hibridizações in situ oriundas de sondas diferentes é pertinente que as sondas sejam de 

tamanhos próximos. As formas Spl 04 e 06 possuem tamanhos de 1464 e 801 pares de bases, 

respectivamente. Para que pudéssemos ter moldes com tamanhos aproximados, foi feito um 

PCR a partir do plasmídeo contendo o splice Spl 04, de forma que uma região amplificada de 

660 pares de base incluísse o “Exon novo” (Figura 24), mas excluísse uma parte da região 

mais conservada, a fim de se aproximar do tamanho do Spl 06.  

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 O produto do PCR com essa versão menor de Spl 04 foi purificado e sequenciado e foi 

confirmado o fragmento de 660 pares de bases esperado. Foram então sintetizadas sondas 

para o Spl 06 (801pb) e para a versão reduzida de Spl 04 (660pb). Obtiveram-se também ovos 

fixados cujas idades foram escolhidas para que melhor fosse vista a separação entre as células 

da serosa e as células do embrião. Os experimentos de hibridização in situ utilizaram três 

diferentes sondas.  

 A primeira é para Tc-Zen-1 (Figura 25), empregada como controle positivo, uma vez 

que já é conhecido que a sua expressão ocorre apenas nas células da serosa (van der Zee et al., 

2005). A sonda senso para Tc-Zen-1 não mostrou nenhum tipo de marcação (Fig 25 A), 

embora algumas vezes haja uma marcação difusa (Fig 25 B). Já a sonda anti-senso mostra 

claramente o padrão de expressão exclusiva nas células da serosa e ausência de marcação em 

células embrionárias (Fig 25 C). 

A segunda sonda é para Tc-grh Spl 06 (Figura 26). A sonda senso apresentou 

marcação bem fraca no embrião e nenhuma marcação nas células da serosa, tanto em 

Figura 26: Representação gráfica da região amplificada dentro de Spl 04. A região indicada pelo colchete foi 

amplificada por PCR incluindo boa parte do “Exon novo”. Os primers utilizados foram MC9-F e MC9-R indicados 

na metodologia. 
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embriões precoces (Fig 26 A), quanto em embriões em estágio um pouco mais avançado (Fig 

26 B); vide Figura 03. Já com a sonda anti-senso observa-se uma marcação possivelmente 

específica nas células do embrião, mas não em células da serosa, tanto em estágios mais 

novos (Fig 26 C), quanto em estágios mais avançados (Fig 26 D). 

A terceira sonda é para a versão reduzida do Tc-grh Spl 04 (Figura 27). A sonda senso 

apresentou marcação bem definida em células embrionárias, mas não da serosa, podendo ser 

tanto em embriões mais novos (Fig 27 A) quanto em embriões um pouco mais tardios (Fig 27 

B). Já os ovos tratados com a sonda anti-senso apresentaram uma marcação bem fraca e 

dispersa, também tanto em ovos mais novos (Fig 27 C), quanto mais velhos (Fic 27 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 27: Hibridizações in situ com embriões de T. castaneum entre 9 e 15 horás após a postura 

(HAP) para Tc-Zen-1. A, A', B, B': embrião marcado com sondas senso. C, C': embrião marcado com 

sonda anti-senso. A, B, C: microscopia DIC. A', B', C' microscopia de fluorescência com marcador de 

núcleos (DAPI). 
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Figura 28: Hibridizações in situ com embriões de T. castaneum entre 9 e 15 horás após a 

postura (HAP) para Spl 06. A, A', B, B': embrião marcado com sondas senso. C, C', D, D’: 

embriões marcados com sonda anti-senso. A, B, C, D: microscopia DIC. A', B', C', D’ 

microscopia de fluorescência com marcador de núcleos (DAPI). 
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Figura 29: Hibridizações in situ com embriões de T. castaneum entre 9 e 15 horas após a postura (HAP) para a 

porção de Spl 04. A, A', B, B': embrião marcado com sondas senso. C, C', D, D’: embriões marcados com sonda 

anti-senso. A, B, C, D: microscopia DIC. A', B', C', D’ microscopia de fluorescência com marcador de núcleos 

(DAPI). 
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Discussão 

 O presente estudo teve como objetivo estudar a respeito do gene grh do besouro 

T.castaneum, e seu possível papel na síntese da cutícula serosa desse inseto. A própria 

estrutura desse gene no besouro T. castaneum não era bem descrita nos bancos de dados 

BeetleBase e Ensembl, uma vez que foi visto anteriormente pelo nosso grupo (Menezes 2014) 

e no presente trabalho que a verdadeira extensão do gene de grh em T. castaneum se estende 

além da estrutura mostrada em ambos os bancos de dados. Esses bancos de dados também 

mostram uma região não sequenciada (Gap 169) cujo tamanho real, de 195 pares de bases, foi 

elucidado também por nossa equipe. Além disso o presente estudo mostra na figura 20, que, 

tanto o segundo quanto o terceiro exon anotados na base de dados Ensembl (barras amarelas) 

na verdade não são exons e sim introns. 

 Após a elucidação da real extensão de grainyhead, foram determinados sítios para a 

confecção de primers, a fim de analisar o nível de expressão do gene em diferentes tempos de 

embriogênese de T. castaneum. Na maioria dos resultados dos RT-PCRs, foi observado o 

aparecimento de mais de uma banda amplificada pelo mesmo par de primers, no mesmo 

tempo de embriogênese, e em diversas regiões do gene, o que indica a ocorrência de splicing 

alternativo. Além disso, foram observados diferentes níveis de expressão em diferentes 

tempos de embriogênese, outro fator que indica, além da ocorrência de splicing alternativo, 

que o gene está atuando em intensidades e momentos diferentes. A ocorrência de diversas 

formas de splicing foi confirmada após sequenciamento dos diferentes amplicons obtidos. 

 Os tempos de embriogênese escolhidos para a realização da clonagem e 

sequenciamento para as subsequentes etapas do projeto foram de seis e dez horas após a 

postura (HAP), por serem idades anteriores à secreção da cutícula serosa, que ocorre em torno 

de 15 HAP (Menezes 2014), para que pudéssemos avaliar o possível papel de Grh nessa 

secreção. Também foram analisados embriões com 2 HAP, idade bem anterior à secreção 

cutícula serosa. Com 2 HAP também ocorre a expressão de grh, porém nessa idade, o material 

genético que está sendo utilizado para tradução provavelmente ainda é o material genético 

materno depositado durante a ovogênese. O material genético materno atua majoritariamente 

dentro do ovo até o momento da transição materno-zigótica, que é quando o material genético 

do próprio embrião passa a regular seu próprio desenvolvimento (Ribeiro, comunicação 

pessoal). 

Após a realização do sequenciamento foi observado um grande "exon novo" de 709 

pares de bases que se encontra total ou parcialmente presente em algumas isoformas, e 

completamente ausente em outras. A região do “exon novo” é a única que apresenta 
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mudanças reais quando comparadas todas as isoformas encontradas, por isso pode ser que a 

presença ou ausência de exons situados nessa região seria um fator determinante para o 

momento e forma de atuação do gene. Além disso, esse exon se situa na porção mais 5’ 

(região N-terminal da proteína) das sequencias encontradas.  No trabalho de Wang et al. 

(2014) foi descrito o gene grh da abelha Apis mellifera, onde constatou-se que, assim como 

em diversos insetos, a região mais conservada se encontrava na região 3’ (porção C-terminal 

da proteína). Portanto, os dados aqui apresentados corroboram os dados mostrados em A. 

mellifera e outros insetos. Nas duas isoformas de Tc-grh escolhidas para serem utilizadas nas 

etapas seguintes, Spl 04 e Spl 06, o exon novo estava, respectivamente, completamente 

presente e ausente. Além disso, ambas isoformas foram as mais presentes dentre os clones 

sequenciados. 

Nos dípteros D. melanogaster e A. gambiae o gene grainyhead possui diversas 

isoformas depositadas em bancos de dados, enquanto que o besouro T.castaneum apresentava 

somente uma forma (http://metazoa.ensembl.org). Sabendo que grh pode possuir diversas 

isoformas em outros insetos, e que o mesmo pode atuar de diferentes formas, tanto em 

diferentes tecidos como em diferentes momentos, no organismo destes (Uv et al. 1997, 

Harrison et al. 2010), imaginamos que com T. castaneum não seria diferente, o que se 

mostrou verdadeiro com a presença de diversos tipos de splicing. 

 Como etapa final do estudo, foram realizadas hibridizações in situ a fim de visualizar 

onde grh está sendo expresso nos ovos durante o período da embriogênese inicial, entre 9 e 15 

horas após a postura. Nesse período pode-se fazer clara distinção entre as células da serosa e 

as células do embrião, além desta ser a fase logo antes do período de secreção da cutícula 

serosa (Menezes, 2014). 

 As hibridizações in situ feitas para zen-1 (utilizadas como controle) funcionaram como 

esperado, marcando somente as células da serosa e confirmando a funcionalidade do 

experimento. Assim, toda a metodologia de hibridização in situ foi validada. O resultado da 

hibridização in situ para Tc-grh Spl 06, foi diferente do que esperávamos: se imaginava que 

esse gene seria expresso nas células da serosa, mas foi observado uma marcação específica 

nas células da banda germinal (o embrião). Curiosamente, foi visto também por nosso grupo, 

que um gene diretamente responsivo a Grh, o ddc, também se encontra expresso nas células 

embrionárias, mas não nas células da serosa (Xavier, comunicação pessoal). Dessa forma, 

tanto Tc-grh quanto Tc-ddc, mostram um padrão de expressão diferente do que ocorre em A. 

gambiae (o único outro inseto em que a expressão desses genes foi investigada em relação à 
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serosa), onde Ag-grh e Ag-ddc são expressos nas células da serosa, mas não no embrião 

(Goltsev et al. 2009). 

 Já nos experimentos realizados com as sondas anti-senso para o Spl 04 de Tc-grh, 

conforme mostrado na figura 24, houve uma marcação semelhante à que aconteceu nas 

sondas anti-senso do Spl 06, porém muito fraca. Entretanto, a sonda senso para a região do 

Spl 04, que deveria apresentar marcação difusa e não específica, apresentou uma marcação 

muito bem definida nas células do embrião. A partir desse ponto pode-se pensar em algumas 

teorias: o fato de haver algum mRNA presente nas células embrionárias que seja, mesmo que 

parcialmente, complementar à sonda senso sintetizada, fazendo com que a mesma tenha um 

sinal falso positivo ou, no momento da síntese das sondas, ter havido uma troca nos tubos 

contendo os moldes senso/anti-senso, caracterizando uma falha humana. De qualquer forma, 

os resultados referentes ao fragmento Spl 04 são inconclusivos, e seria necessária nova síntese 

das sondas e a repetição do experimento ou, de preferência, uma abordagem diferente no 

estudo dos padrões de expressão desses splices.  

No entanto, o resultado apresentado com o Spl 06 se mostrou interessante, e deste 

surgem duas hipóteses. A primeira hipótese é de que os splices de grh escolhidos (Spl 04 e 

Spl 06), não codificam proteínas que fazem parte da cascata de fatores de transcrição 

responsável pela síntese da cutícula serosa. E seria necessário testar outros splices observados 

atuando nessa faixa de tempo, a fim de descobrir se e qual deles estaria atuando nas células da 

serosa.  

Outra hipótese é de que as células, tanto da serosa quanto do embrião estariam 

geneticamente programadas para sintetizar uma cutícula no início da embriogênese, porém, 

nas células do embrião, essa “programação” seria inibida pela presença de um fator repressor, 

no caso Grh. Dessa forma se garantiria que as células do embrião não secretassem essa 

cutícula, deixando essa função somente para as células que não receberam essa sinalização 

repressora (i.e. as células da serosa). Essa hipótese pode ser fortalecida pelo fato de que já foi 

visto que Grh atua como repressor gênico em D. melanogaster (Harrison et al. 2010). 
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Conclusões 

 

 A verdadeira extensão do gene grainyhead de Tribolium castaneum não é somente a 

da região denominada TC004589 nos bancos de dados, mas também as regiões 

adjacentes a 5', TC004587 e TC004588; 

 

 A sequência do GAP 169, contendo 195 pares de bases, faz parte de um grande exon 

novo, constituído de 709 pares de bases, não visto nas versões anotadas nos bancos de 

dados consultados; 

 

 O gene grh apresenta diversas isoformas de splicing tanto em T. castaneum, quanto 

em D. melanogaster; 

 

 Os splices mais representativos dentre os expressos nos ovos de 6 e 10 HAP 

apresentavam o exon novo como principal diferença. 

 

 Viu-se que ambos os splices de maior representatividade são expressos nas células da 

banda germinal, porém em níveis diferentes. 
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