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Resumo

Estudos do metabolismo do bicho-da-seda (Bombyx mori), inseto muito importante
economicamente e modelo bioldgico no estudo de biologia basica, tém evoluido de
maneira importante nas ultimas décadas, e a pesquisa de moléculas de RNA
funcionais se destaca, revelando importantes funcdes regulatérias na fisiologia e
metabolismo deste animal. Os stem-bulge RNAs (sbRNA), sdo non-coding RNAs
(ncRNA) de invertebrados que desempenham funcédo essencial na iniciagcdo da
replicacdo do DNA, sendo homologos aos Y RNAs de vertebrados. Neste trabalho,
por meio de RT-gPCR, avaliou-se a expressdo génica diferencial do BmsbRNA,
primeiro gene de sbRNA descrito para B. mori. Para tal, foram utilizados como
amostra cDNAs dos seguintes 6rgaos de lagartas do bicho-da-seda no 5° dia do 5°
instar: testiculos, ovarios, glandulas sericigenas, tubulos de Malpighi e corpo
gorduroso. Os resultados mostraram uma elevada expressdo do BmsbRNA nas
gbnadas quando comparada com corpo gorduroso e expressao basal em glandulas
sericigenas e tubulos de Malpighi. Adicionalmente, foi verificado em resultados
parciais, que a expressdo em testiculos é cerca de 37 vezes maior do que em
ovarios nesse periodo do desenvolvimento larval. Em resumo, estas analises
mostraram que o gene BmsbRNA é expresso, comparativamente com os dados de
outros tecidos, mais acentuado nos tecidos gonadais, principalmente em testiculos,
tecidos os quais estdo comprometidos com altas taxas de proliferacdo, devido aos
processos de gametogénese que ocorrem expressivamente nestes 0rgdos, o que
indica uma possivel relacéo funcional de mesma natureza com o que ja foi verificado
para os sbRNAs de Drosophila melanogaster e Y RNAs de mamiferos.

Introducao

A sericicultura € um antigo processo, iniciado ha mais de 5.000 anos na China, que
compreende a criagdo do inseto Bombyx mori com a finalidade de se obter fios
proteicos de seda provenientes de seus casulos. Estes fios de seda sdo usados para
a confeccdo de tecidos e outros produtos de grande importancia econdmica no
mundo. O bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), foi selecionado
artificialmente ao longo de milénios, visando principalmente uma maior producao de

seda aliada a resisténcia ambiental e a patégenos (ARUGA, 1994). Hoje, o
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repertério de matrizes fornece hibridos altamente produtiveis e resistentes a
doencas e a alteracdes do ambiente. Paralelamente, este animal tem sido usado
como modelo em diversos estudos cientificos, desde a pesquisa basica na
elucidagdo de mecanismos moleculares e fisiologicos, até a utilizagdo na area da
biotecnologia, medicina e na fabricacdo de biomateriais (HUANG et al., 2018). A
area de estudo dos non-coding RNAs (ncRNAs) funcionais, tem se destacado,
principalmente, devido a diversidade de funcbes celulares com as quais estdo
envolvidos (HALL & DALMAY, 2013). Os stem-bulge RNAs (sbRNA) sdo ncRNAs,
descritos em invertebrados como essenciais para a iniciacao da replicacdo do DNA,
e sdo homédlogos aos Y RNAs de vertebrados (revisdo em KOWALSKI & KRUDE,
2015). Em insetos, nosso grupo de pesquisa reportou dois genes putativos para
sbRNAs em Drosophila melanogaster, sendo que um € expresso e funcional no
processo de iniciagcdo da replicacdo cromossomal em extrato nuclear de células
humanas (DUARTE JUNIOR et al., 2019). Em B. mori, foi também descrito pelo
nosso laboratério o gene BmsbRNA, o qual se mostrou expresso em pool de tecidos
desse lepidéptero (DUARTE JUNIOR, et al., 2015). A proposta desse projeto foi
determinar a ocorréncia da expressao do gene BmsbRNA em diferentes 6rgaos de
lagartas do bicho-da-seda do 5° dia do 5° instar larval. Os resultados obtidos
determinaram que ocorre expressao diferencial deste gene de acordo com o 6rgao
analisado.

Material e métodos

As lagartas, gentilmente cedidas pela empresa BRATAC, foram criadas com folhas
de amoreira até o 5° dia do 5° instar, e utilizadas para dissec¢do dos 6rgaos, 0s
quais foram testiculos, ovarios, glandulas sericigenas, tubulos de Malpighi, e corpo
gorduroso. Os orgdos dissecados foram submetidos a extragdo de RNA total com o
reagente TRIzol® LS (Invitrogen). A dosagem foi realizada no equipamento
Nanodrop 2000, e a integridade do RNA foi verificada por eletroforese. Dessas
amostras, 1500ng do RNA foram tratados com DNAse | (Invitrogen), e submetidos a
sintese de cDNA com o kit iScript™ cDNA synthesis kit (BIO-RAD). Os cDNAs
sintetizados foram utilizados como amostras em reacdes de RT-gPCR, com o Kit
Fast SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Os procedimentos foram
realizados de acordo com as recomendacOes dos respectivos fabricantes. Os
primers utilizados para amplificar o gene BmsbRNA foram os mesmos utilizados por
Duarte Junior et al., 2015. Para controle de expressao, utilizou-se um conjunto de
primers para o gene 5S ribossomal. As reacdes de RT-gPCR foram realizadas no
equipamento LightCycler® 96 (Roche), e o calculo da expresséao relativa foi obtido
pela expressdo Ar: 22T A média e o desvio padrdo foram calculados a partir de 2
ou 3 experimentos diferentes com amostras em triplicata.

Resultados e Discussao

As andlises demonstraram que o gene BmsbRNA é expresso, de maneira diferencial
no 5° dia do 5° instar, entre os 6rgédos selecionados para a analise (Gréafico 1). Em
gbnadas, foi identificada uma quantidade elevada deste ncRNA, em comparacao
aos outros tecidos. Em glandula sericigena e tubulos de Malpighi, foi verificado uma
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taxa basal, ndo ultrapassando 0,0001%. Ja em corpo gorduroso, foi verificado uma
expressao aproximada a 0,001%. Os resultados parciais provenientes das amostras
gonadais separadas por sexo, devem ser repetidos para a determinacdo da
expressiva diferenca entre a quantidade deste sbRNA em testiculos, como podemos
observar quando comparado com ovarios, na ordem de 37 vezes superior no
periodo de desenvolvimento larval analisado (Grafico 2).
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Grafico 1. Expressdo relativa do gene BmsbRNA em diferentes 6rgdos de lagartas de Bombyx mori
no 5° dia do 5° instar. A média e o desvio padréo foram calculados a partir de trés experimentos
independentes, com amostras em triplicata (n=3).
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Gréfico 2. Expresséo relativa do gene BmsbRNA em tecidos gonadais de lagartas de Bombyx mori
no 5° dia do 5° instar. A média e o desvio padréo foram calculados a partir de dois experimentos
independentes, com amostras em triplicata (n=2).
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Os dados apresentados acima corroboram com a literatura ja descrita para sSbRNAs
ja descritos, embora experimentos funcionais para verificar sua participacdo na
iniciacdo da replicacdo do DNA ainda nao tenham sido realizados. Desta forma, o
gene BmsbRNA se expressa de maneira diferencial e acentuada em tecidos
especificos, o que por si sO0 é de importancia impar no estabelecimento do perfil de
expressao deste sbRNA. Ainda tendo em vista que tais tecidos, de elevada presenca
deste ncRNA, sdo comprometidos com intensa proliferacado celular — representada
pela producdo continua de gametas masculinos nos testiculos e maturacdo de
foliculos nos ovarios —, a inferéncia deste gene como participante dos processos de
replicacdo do DNA, assim como j& demonstrado experimentalmente para os sSbRNAs
de D. melanogaster, pode ser sustentada de uma maneira mais acurada e coerente
com os fatos fisioldégicos apresentados neste trabalho.

Conclusbes

Os resultados obtidos indicam uma expressdo génica diferencial do BmsbRNA, de
acordo com os tipos de tecidos analisados, mostrando que 0 mesmo possui
regulacdo de maneira relacionada ao comprometimento fisiologico de cada 6rgao.
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