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ABSTRACT

The insulin receptor (InR) pathway is a highly conserved evolutionary mechanism in
metazoans which plays a crucial role in responding to nutritional status and regulating
essential biological processes. In insects, it has been reported two distinct genes
encoding for InR. However, some insects such as the German cockroach, B.
germanica, has acquired a third InR gene by a posterior duplication, bringing the
number of InRs to 3 (Inr1, InR2 and InR3). It has been observed the involvement of
InR2 in the molting process but it's no clear its specific role. The objective of this study
is to understand the mechanism by which InR2 regulates the imaginal molt in the
prothoracic gland (GP), the tissue responsible for synthesizing ecdysone, the primary
hormone involved in molting that apply its effects through its active form 20-
hydroxyecdysone (20E).

To achieve this aim, we studied the expression of some ecdysteroidogenic genes
necessary for the 20E synthesis. Subsequently, to gain insights on the InR2 role in the
molting process, nymphs were treated with RNA interference (RNAI) targeting InR2 to
knockdown /nR mRNA levels. Additionally, a second study was conducted on
tracheas, where the expression of ecdysone triggering hormone (ETH), a gene related
with molt and ecdysone signalling, was also interfered with RNAI. In both treatments,
the expression of different genes and phenotypic alterations were analysed.

The findings suggest a relationship between InR2 and the 20E pathway in the molting

process.

Keywords: Insulin receptor, RNA interference, 20-hidroxyecdysone, Blattella

germanica, molt.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Via de senyalitzaci6 de la insulina

La via de senyalitzacio de la insulina €s una via molt conservada evolutivament en tots
els metazous que depén de l'estat nutricional de l'organisme, i que es troba
involucrada en la regulacio del metabolisme i altres processos fisiologics relacionats,
com és el cas del creixement, la reproduccid, 'envelliment, la resistencia a I'estres, i

I'activitat immunologica (1,2).

Tot i que hi ha varies families de péptids similars a la insulina, el principal lligand del
receptor d’insulina en mamifers és la insulina, una petita hormona peptidica amb acci6
anabdlica sintetitzada per les cél-lules g del pancrees (1,3). En insectes, els ortdlegs
de la insulina es diuen habitualment Insulin-like Peptides (ILPs). L'expressio, la sintesi
i I'alliberacié dels ILPs per part de teixits com el sistema nervios, cos gras, ovaris,
testicles, intesti, entre d’altres, responen a l'estat nutricional de l'insecte. Podem
trobar un nombre variat de ILPs, ja que depén de I'espécie a la qual pertanyin. Per
exemple, trobem 8 ILPs en el cas de la Drosophila melanogaster, 4 en el Tribolium
castaneum, 38 en el Bombyx mori, i 8 en Blattella germanica (1,4,5).

Com s’ha indicat més amunt, la insulina o ILPs s’uneixen i activen a uns receptors de
membrana amb activitat tirosina quinasa anomenats receptors d’insulina (InR).
Aquests desencadenen principalment una cascada de fosforilacions de diferents
molécules que finalitzaran amb la fosforilacié de FoxO (Forkhead-box class O), el
principal factor transcripcional d’aquesta via. La fosforilacio de FoxO fa que es
mantingui al citoplasma i no pugui i no sigui capag¢ d’entrar al nucli, disminuint el seu
efecte transcripcional sobre diversos gens (6,7). Aquesta via regula processos
relacionats amb el metabolisme, el desenvolupament i la reproduccio, juntament amb
altres cascades de senyalitzacié que inclouen la preséncia de molécules com Ras,
ERK, MAPK, i mTOR (1,8).

1.1.2. Receptors d’insulina

Els insectes tenen en general dos gen que codifiquen per a InR degut a una duplicacio
genica anterior a I'aparicio dels insectes alats (9). Alguns llinatges van perdre un gen
d’'InR, i per aixd, només tenen un sol tipus. Succeeix en la Drosophila melanogaster i
Bombyx mori. En canvi, altres espécies com Apis mellifera i Nilaparvata lugens van
mantenir la duplicacio, i actualment presenten dos tipus de receptors. En el cas d'un
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llinatge de Polyneoptera que va donar lloc a insectes pal, térmits i paneroles, una
segona duplicacié va incrementar el nombre de InR fins a tres (9,10). En aquest grup
es poden trobar la panerola Blattella germanica, a on es troben 3 receptor d’insulina,
InR1, INR2 i InR3.

1.2. Blattella germanica com a model experimental

La utilitzaci6 de mamifers en la investigacié ha contribuit a entendre diferents
processos biolodgics que han servit per detectar i tractar malalties en humans, ja que
la majoria comparteixen un 95% dels gens humans. La investigacio amb mamifers,
perd, comporta limitacions econdmiques perqué son cars de mantenir; limitacions
etiques (principi de les 3R: reemplacar, reduir i refinar); i fisiologiques, a causa de la
seva complexitat, que dificulta I'analisi de certs processos biologics. Com a alternativa,
hi ha models in vitro i altres models in vivo, com ara els insectes. Aquests ultims, son
bons per estudis de neurobiologia, metabolisme, genética, desenvolupament i
comportament animal, fet que s’utilitzen per la recerca médica perqué s’assemblen
genetica i fisioldogicament als mamifers. A més, son més economics de mantenir,
presenten un cicle de vida curt, una taxa de reproduccio elevada, i comporten moltes

menys restriccions étiques (11).

El model que s’utilitza en aquest treball és la Blattella germanica (B. germanica), un
insecte de l'ordre Blattodea molt comu arreu del mén degut a que és una plaga
domestica. Destaquen per la seva supervivéncia, ja que son insectes petits, molt
resistents a diferents habitats i pesticides, i tenen una alimentacié variada.
Coexisteixen amb els humans i poden transmetre patdgens, malalties, provocar
al-lérgies i empitjorar 'asma. Per aquests motius és important 'estudi d’aquest insecte
(12).

B. germanica mesura uns 12-15 mm en 'edat adulta, esta segmentat en cap, torax i
abdomen, té 3 parells de potes, i 2 parells d’ales en els adults. El primer parell d’ales,
les ales mesotoraciques, estan endurides i s'Tanomenen tegmines. El parell d’ales
posterior o metotoraciques son ales membranoses. Els adults estan recoberts per una
cuticula, exoesquelet de quitina, de color marr6 amb dues linies paral-leles negres
sobre el torax molt caracteristiques d’aquesta espécie. Al ser un insecte hemimetabol,
el seu desenvolupament presenta una metamorfosis incompleta, és a dir,

experimenten 3 etapes de canvi en el seu cicle vital: ou, nimfa i adult (fig. 1). Les



nimfes son les formes immadures de I'organisme que desclouen dels ous i que,
posteriorment, pateixen 6 estadis nimfals abans de mudar en adult (muda imaginal).
Morfoldbgicament s’assemblen pero els adults son més grans, presenten ales i genitals

funcionals (13).

T
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4-6 dies . —_—
Sdies 5 jies

7 dies

Figura 1: Cicle de vida de B. germanica des de I'ou fins ’adult. Es pot observar els dies que
necessiten per canviar d’estadi.

1.3. Senyalitzacié de la muda

El desenvolupament post-embrionari dels insectes esta regulat pel sistema endocri,
principalment per 'hormona juvenil (HJ) i els ecdisteroides (20-hidroxiecdisona, 20E,
és la forma activa). Ambdues regulen la reproduccid, el desenvolupament i la
metamorfosis (14,15). L'HJ és sintetitzada pels corpora allata (CA), un parell de
glandules retrocerebrals. Per la seva part, els ecdisteroides son sintetitzats a la
glandula protoracica (GP), situada al protorax (15). La GP consta de dos eixos
musculars envoltats de cél-lules productores d’ecdisteroides que es degenera un cop
es produeix la muda imaginal, ja que els ovaris i testicles s’encarreguen de produir
ecdisteroides en 'adult. De fet, a partir del dia 7 de I'tltim estadi nimfal (N6D7), és

quan la GP deixa de créixer i comenca a degenerar-se (16).

L’estat energetic de l'insecte té un paper fonamental en el desenvolupament perqué
la insulina o ILPs actuen con a sensors nutricionals activant cascades intracel-lulars
quan s’uneixen als InRs. Algunes d’aquestes vies estan involucrades en la biosintesi
de la JH i del 20E. Els diferents nivells d’aquestes hormones al final de cada fase del
desenvolupament, determinara quina muda es produira (fig. 2). La preséncia elevada

de 20E, indueix el procés de muda, mentre que nivells d’'HJ determina la naturalesa



d’aquesta. Quan el pic de 20E coincideix amb el de I'HJ, la muda sera entre estadis
juvenils. | quan el pic de 20E es produeix amb baixos nivells d’HJ, la muda sera
imaginal (17,18). Concretament, a I'ultim estadi nimfal de B. germanica, el pic de 20E
es dona el dia 6 (N6D6), iniciant la metamorfosi cap a I'adult (19).
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Figura 2: Nivells de 20E i HJ al penultim estadi nimfal (N5DO0), ultim estadi nimfal (N6DO), i

adultes de femelles. (A) Nivells de 20E a 'hemolimfa. (B) Nivells d’'HJ sintetitzada per la Corpora
allata (CA) (19).

1.3.1. Biosintesi dels ecdisteroides

La via de sintesi dels ecdisteroides (fig. 3) comenga amb el colesterol ingerit de la
dieta, que pateix una série d’hidroxilacions, a la GP, fins a convertir-se en ecdisona
(15). Aquesta és alliberada a 'hemolimfa i anira a diferents teixits periferics a on
experimentara una darrera hodroxilacion per convertir-se en 20E (18,20). Tota
aquesta conversid es dona gracies a la participacié dels enzims ecdisteridogénics,
varis dels quals, formen part de la familia del citocrom P450, codificats pels gens de
la familia “Halloween” (Halloween genes) (21-23).

La 20E s’uneix a un receptor heterodimer format per la combinacié de dos factors de
transcripcio: el receptor d’ecdisona (EcR) i ultraespiracle (USP). La seva activacié
indueix I'expressié de gens primerencs (com E75A i HR3A), que alhora, s’autoregulen
i controlen I'expressié dels gens secundaris o tardans. Aquests ultims son els que
s’encarreguen del procés de metamorfosis (18,24).



1.3.2. Procés de muda
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e Pre-ecdisis: la disminucid dels

nivells de 20E promou l'activacio de
les cél-lules Inka, unes cél-lules situades al voltant de les traquees en estadis
juvenils que es degeneren quan l'insecte muda a adult. Aquestes produeixen
Ecdysis Triggering Hormone (ETH), una hormona peptidica que és detectada
pel SNC, i desencadena l'ecdisis (25,26). A l'ultim estadi nimfal (N6) de B.
germanica, el pic d’ETH es dona el dia 7 (N6D7) (28).

e Ecdisis: és quan linsecte produeix una série de moviments musculars
ondulatoris en diferents parts del cos I'objectiu de trencar I'antiga cuticula i
separar-se’'n d’aquesta. A nivell molecular, la presencia d'ETH provoca la
sintesi de Eclosion Hormone (EH) per part del cervell, que indueix I'alliberacio
de Crustacean Cardioactive Peptide (CCAP) i de més ETH. D’aquesta manera,

es crea una retroalimentacio positiva (26).



Post-ecdisis: s’allibera l'antiga cuticula i augmenten els nivells de CCAP,
provocant I'activacio de Bursicon, un neuropéptid que s’encarrega de d’endurir

(esclerotitzar) i pigmentar la cuticula (26,27).

1.4. Antecedents del treball

2. OBJECTIUS

Els objectius principals del present treball son dos:

1. Entendre el procés de la muda i la seva regulacio.

Identificar quin és l'efecte del silenciament amb RNAi del InR2 en la
glandula protoracica per aixi establir quin és el paper d’aquest receptor

en el procés de la muda imaginal.

Per aconseguir-ho, es van establir els seguents subobijectius:

1.

Quantificacio dels nivells de mRNA de diferents gens de la via de sintesi de
I'ecdisona (gens ecisteroidogéncis) a la glandula protoracica.

Identificacio de la funcié de InR2 en la glandula protoracica. Analisis del fenotip
produit pel silenciament de InR2 en I'expressio dels gens ecdistroidogénics.
Estudi de la funcié de InR2 en el creixement. Mesura del creixement del pronot
en individus control i interferits per InR2.

Identificacio de la funcido d’'ETH en el procés de muda. Observacié del fenotip
produit pel seu silenciament i comparacié d’aquest fenotip amb el reportat pel
silenciament de la senyalitzacio de la 20E i de InR2.

Analisi de la regulacié de I'expressié de ETH. Quantificacié dels nivells de
MmRNA d’ETH, E75A i HR3A en individus control i interferits per InR2 i

comparacié amb els nivells d’expressié dels enzims ecdisteroidogénics

3. MATERIALS | METODES

3.1. Insectes

L’espécie utilitzada en aquest treball va ser la panerola Blattella germanica. Pels

experiments es van utilitzar principalment femelles del cinqué (penultim) (N5) i sisé

(ultim) (N6) periodes nimfals. Les paneroles provenien d’una colonia establerta a I'|BE
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i es mantenien a la foscor a 30 + 1 °C, amb una humitat relativa d’entre 60-70%.

S’alimentaven de pinso de gos (PANLAB) i aigua ad libitum.
3.2. RNA interferéncia (RNAi)

3.2.1. Clonaci6é del cDNA

3.2.2. Sintesi de dsRNA

3.3. Injeccioé dsRNA
3.4. Disseccions dels teixits
3.5. Extraccié de RNA, sintesi cDNA i qRT-PCR

3.5.1. Extraccid de RNA

3.5.3. Reaccid en cadena de la polimerasa a temps real (dPCR)

3.6. Analisi estadistic

L’analisi estadistic es va realitzar amb el programa IBM SPSS Statistics (v. 29). La
comparacié de les mitjanes del valors en el control i els tractats es va realitzar utilitzant
el test t de Student. Es va considerar que les diferéncies eren estadisticament

significatives quan p < 0.05.



4. RESULTATS

4.1. Quantificacié dels nivells de mRNA dels gens ecdisteroidogénics a la GP
4.2. Identificacio de la funcié del InR2 a la GP

4.3. Estudi de la funcié del InR2 en el creixement

4.4, Identificacio de la funcié d’ETH a la muda

4.5. Identificacié de la funcié del InR2 a les traquees
5. DISCUSSIO

5.1. Quantificacié dels nivells de mRNA dels gens ecdisteroidogénics a la GP
5.2. Identificacié de la funcié del InR2 a la GP

5.3. Identificacio de la funcié d’ETH a la muda

6. CONCLUSIO
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