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Resumo

Em células das glandulas salivares de larvas de Bradysia hygida ocorre a
formacdo de cromossomos politénicos que apresentam pufes de DNA, os
guais sao produtos da replicacdo adicional do DNA. Nessa area de atuacdao,
foi realizada por nosso grupo de pesquisa a clonagem do gene da proteina
KIN em B. hygida, BhKIN, pois em células humanas, a proteina KIN, HsKIN,
€ descrita como superexpressa na fase de replicacdo do DNA. O objetivo do
presente projeto foi identificar a expressédo da BhKIN nas glandulas salivares
nas idades larvais denominadas E1 e E7, periodos o0s quais séao,
respectivamente, anterior e posterior a amplificacdo génica e o processo de
abertura dos principais pufes de DNA. Entretanto, ndo foi detectada nessas
amostras a BhKIN, através da andlise por western blot. Desse modo, séo
discutidas duas das provaveis dificuldades dessa ndo deteccdo: 1) a BhKIN
expressa nessas idades larvais ocorre em taxa basal, sendo assim dificil sua
deteccdo por western blot; 2) nédo foi possivel a deteccdo da mesma devido
a diferenca da composicdo de aminoacidos e/ou estrutural dos segmentos
da BhKIN em relacdo a HsKIN, moléculas utilizadas para a producédo dos
anticorpos disponiveis. Em conclusédo, ndo foram detectadas as BhKIN em
amostras de glandulas salivares de larvas de idades E1 e E7, o que poderia
indicar o ndo envolvimento da expressdo dessa proteina no processo de
amplificacdo génica. Entretanto, a analise com amostras em outras idades
larvais e novas metodologias poderdo ser testadas para verificar a
possibilidade da deteccéo da expressao da BhKIN.

Introducgao
Bradysia hygida € um inseto da Ordem Diptera, pertencente a familia
Sciaridae sendo um modelo biolégico para o estudo de teldmeros, politenia e

amplificacéo génica (SIMON et al., 2016). Esse sciarideo apresenta um ciclo
de vida de aproximadamente 36 dias a 20 °C com um desenvolvimento
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holometabolo, sendo seu estadio larval composto por quatro instares
delimitados por mudas (SIMON et al., 2016).
Segundo Simon et al. (2016) as larvas apresentam um par de glandulas
salivares compostas de trés regides, S1, S2 e S3, formadas por uma Unica
camada de células que passam por endomitose, células estas constituidas
por 4 cromossomos politénicos, A, B, C, e X. A partir da idade E3 pode-se
observar o aparecimento de pufes de DNA em cromossomos em sua maioria
na regido S1, ocorrendo expansbes desde a idade E5 e atingindo seu
tamanho maximo em E7 ou em periodos apds essa idade (SIMON et al.,
2016). Os pufes de DNA séo regibes cromossOmicas onde ocorre 0
processo de replicacdo génica adicional e reiterada, estando diretamente
envolvido com a sintese de proteinas e 0 aumento da taxa de transcri¢cdo de
RNA (SIMON et al., 2016). Neste contexto, uma proteina ativada por
estresse, KIN, é descrita como putativa de envolvimento com o processo de
replicacdo, recombinacéo, reparo do DNA e tumorigénese em mamiferos
(DESPRAS et al., 2003). A analise biofisica da proteina KIN humana, HsKIN,
foi descrita por Pattaro Junior et al. (2019) e o gene da proteina KIN de B.
hygida, BhKIN, foi clonado por nosso grupo de pesquisa (MONTANHEIRO,
2018). Nessa area de atuacéo, esse estudo teve como objetivo detectar a
expressdo da proteina BhKIN no tecido glandular de B. hygida em seu
periodo anterior a amplificacdo génica, idade E1, e em seu periodo de
abertura dos pufes de DNA, idade E7. Em resumo, esse projeto visou
descrever a expressdo da BhKIN, andalise ndo reportada até o0 momento a
nenhum inseto, assim como relacionar a essa proteina com o evento de
amplificagéo génica em B. hygida.

Materiais e métodos

A cultura de Bradysia hygida é mantida em nosso laboratorio, em caixas de
terra peneirada, em temperatura de 23 °C e as larvas s&o alimentadas por erva-
mate fermentada, amido de milho e farinha de aveia.

Glandulas salivares foram dissecadas em tamp&o PBS 1x com pH 7,4
(mantidas a 4°C) de 40 larvas do 4° instar larval, sendo que 20 estavam no
estddio E1 e as outras 20 no estadio E7. Em seguida, as amostras foram
sonicadas (30% de amplitude utilizados. O anticorpo secundario foi o
Polyclonal goat anti-mouse HRP (P0447/Dako). Para a revelacéo foi utilizado o
kit ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O alinhamento de sequéncias da proteina HsKIN
(CAA06462.1) e da BhKIN (MONTANHEIRO, 2018) foi realizado no software
Clustal Omega, tendo como analise a sequéncia do dominio RecA e o motivo
KOW da proteina, segmentos detectados pelos anticorpos primarios utilizados.,
sendo 30 s ON e 30 s OFF em um total de tempo de 3 minutos; Thermo
Fisher). Imediatamente a solucao foi centrifugada por 10 min a 10.000 rpm a
4°C, e o sobrenadante de proteinas totais foi transferido para um novo tubo e
suas concentracdes de proteinas determinadas a 280 nm (Nanodrop2000 -
Thermo Fisher). A integridade das amostras foi analisada por SDS-PAGE 12%
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(SAMBROOK & RUSSELL, 2001), com marcador de peso molecular de
proteinas Full Range Rainbow (GE Healthcare). Apos o processo de
eletroforese, o gel foi incubado por 40 min com solugéo de Coomassie Blue R-
350 (GE Healthcare) e descorado em solucdo com 10% acido acético e 30%
etanol. A transferéncia para uma membrana de nitrocelulose e a incubacéao, foi
realizada segundo Sambrook & Russell (2001). Os anticorpos primarios da
Santa Cruz Biotechnology, Anti-KIN k58 (sc-32769), que reconhece o
segmento RecA e/ou o anticorpo K36 (sc-32768), que reconhece o
segmento KOW foram

Resultados e Discussao

Foi observada concentracdo de proteinas de 4,69 mg/mL na amostra da idade
El e de 2,78 mg/mL na idade E7. As amostras foram submetidas a
separacdo em SDS-PAGE 12% com concentracao final de proteinas de 3
mg/mL™* para cada uma das amostras. Foi possivel visualizar no gel a
presenca de bandas bem definidas e auséncia de smear, indicando
integridade e auséncia de degradacdo nas amostras. Entretanto, n&o foi
possivel visualizar a deteccdo da BhKIN em nenhuma das amostras
analisadas. Esse resultado pode ser relacionado a diversas dificuldades,
sendo aqui discutidas duas principais: 1) a BhKIN ndo pode ser detectada
nessas idades larvais analisadas, E1 e E7, pois a expressdo ocorre em nivel
basal e é dificultada através de western blot; 2) ndo foi possivel a deteccéo
da BhKIN devido a diferenca da composi¢cao de aminoacidos e/ou estrutural
dos segmentos da BhKIN em relagdo a HsKIN de mamiferos, moléculas
utilizadas para a produc¢éo dos anticorpos disponiveis.

H.sapiens MGKSDFLTPKAIANRIKSKGLQKLRWYCQMCQKQCRDENGFKCHCMSESHQRQLLLASEN 60
B.hygida MGKAEVGTPKY LANKMKAKGLQKLRWY CQMCQKQCRDENGFKCHTTSESHQRQLLLFADN 60

dokkos s hkk akke ek akhkkkkhhhhkhkkhkhhhhhhhhhhhk  hhkkkkhhhrx ook

H.sapiens PQQFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDFTK 120
B.hygida SGKYIYSFSKEFSDGFMELLRRRFGTKRVSANKVYQEYISHKDHLHMNATRWLTLSDYVK 120

Kok ok n Ko kKkkkkKKkKAK Kk Kk kkkdkoky ke kkkkkok Kk ok,

H.sapiens WLGREGLCKVDETPKGWYIQYIDRDPETIRRQLELEKKKKQDLDDEEKTAKFIEEQVRRG 180
B.hygida WLGRSGQCVVDETEKGWFIAYIDRSPEVLEQQQKIARKEKQDKDDEERHMEFINQQVERN 180

dhokkk ok ok kkkk kkk ek kkkk Kk . ek s . ekekkk Kkkk. skke kK K

H.sapiens LEGKE-QEVPTFTELSRENDEEKVTFNLSKGACSSSGATSSKSSTLGPSALKTIG----- 234
B.hygida KKDAHSSKDVEFAEFKRDNEDETVKMEIKASRVKQE —————— SILIKPIKVEKRSAHDDD 234
x . k..

Kaky K.k

H.sapiens SSASVKRKESSQSSTQSKEKKKKKSALDEIMEIEEEKK-RTARTDYWLQPEIIVKIITKK 293
B.hygida DTRSV- RSEKKYKPSSMKDDGKKLSALDEIIKIEEYKKEKANRKDYWLSEGIVVKLITKG 293

L okk KK . Kok kkkkokk g akkk Kk o. K kkkk ko kok g KKk

H.sapiens LGEKYHKKKAIVKEVIDKYTAVVKMIDSGDKLKLDQTHLETVIPAPGKRILVLNGGYRGN 353
B.hygida LGDKFYKQKGVVVEVIDKYRAKVKMLETGEKVKIDQAHAETVIPAVGKLIRVLNGAYRGC 353

Kk ekeakak ok kkkkhkk Kk khkkaookekakakkok Khkkkkk Kk Kk Kkkk kkk

H.sapiens EGTLESINEKTFSATIVIETGPLKGRRVEGIQYEDISKLA-- 393
B.hygida NATLLSLDEDNFCVSIEIASGPLKGRVVKNIQYEDVSKLFQE 395

e kK ke ek K sk ok akkhkkkk ke Kkkkk s kkKk

Figura 1. Alinhamento das proteinas KIN humana e de Bradysia hygida. A analise foi
realizada com o software Clustal Omega e as amostras de HsKIN (CAA06462.1) e da
BhKIN (MONTANHEIRO, 2018), sendo que o dominio RecA (vermelho) e o motivo KOW
(roxo) sdo os segmentos detectados pelos anticorpos primarios utilizados.
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Em relacéo ao item 1, a utilizacdo de metodologias, como o RT-qPCR para a
deteccdo de mRNAs de BhKIN devera ser entédo realizada. Em relacdo ao
item 2, a razdo de identidade dos aminoacidos dos segmentos RecA e KOW,
local de afinidade dos anticorpos k58 e k36, respectivamente, das
sequencias codificadoras das proteinas BhKIN e HsKIN, foi realizada, Figura
1. A identidade de apenas 37,5% no epitopo especifico do segmento RecA
(Figura 1, em vermelho) e 51% do segmento KOW (Figura 1, em roxo) pode
indicar grandes modificagdes na estrutura tridimensional da proteina,
dificultando a interacédo do anticorpo com a proteina BhKIN, impossibilitando
entdo a utilizacao desses anticorpos.

Conclusodes

Por meio da metodologia aplicada nao foi possivel detectar a BhKIN, logo
pode-se propor que esta proteina ndo € expressa nos instares larvais
analisados ou que nao foi possivel sua detec¢do devido a inespecificidade
do anticorpo primario usado no procedimento metodoldgico. Novas analises
com amostras em outras idades larvais e com metodologias distintas (como
a técnica de RT-qPCR) poderao permitir a deteccao, ainda que reduzida, da
expressao da BhKIN.

Agradecimentos

CNPg pelo auxilio financeiro, do meu coorientador José Renato Pattaro
Janior e da minha orientadora Prof2 Dr2 Maria Aparecida Fernandez por toda
orientacdo e auxilio na realizacdo do trabalho.

Referéncias

DESPRAS, E.; MICCOLI, L.; CREMINON, C. ; ROUILLARD, D.; ANGULO, J.
F.; BIARD, D. S. Depletion of KIN17, a human DNA replication protein,
increases the radiosensitivity of RKO cells. Radiation Research, Vv.159,
p.748-58, 2003.

MONTANHEIRO, I. R. Clonagem e sequenciamento do gene KIN em
Bradysia hygida (Diptera:Sciaridae). 2018. 27f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Tecnologia em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Maringa,
Maringa, 2018.

PATTARO JUNIOR, J. R.; CARUSO, I. P.; LIMA NETO, Q. A. DE; DUARTE
JUNIOR, F. F.; RANDO, F. S.; GERHARDT, E. C. M.; FERNANDEZ, M. A,;
SEIXAS, F. A. V. Biophysical Characterization and Molecular Phylogeny of
Human KIN Protein. European Biophysics Journal with Biophysics
Letters , v.48, p.645-657, 2019.

. FUNDACAO o
> [RCNPq ARAUCARIA X

GOVERNO

DO ESTADO DO PARANA

Conseiho Nacional de Desanvotvimento Apolo a0 Desenvolvimento Cientifico
oo ¢ Tecnolégico do Parand




\r
29° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica

9° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior .,\ » Z¥csldeouiibrode

SAMBROOK J.; RUSSELL D. W. Molecular cloning : a laboratory manual.
Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001.

SIMON C. R; SIVIERO F.; MONESI N. Beyond DNA Puffs: What Can We
Learn From Studying Sciarids? Genesis, V.54, n.7, p. 361-378, 2016.

- [QCNPq _ ARAGCAiR 7

-
A
e e oot 2= Dozt Gt GOVERNO
 SSeentags o porand

DO ESTADO DO PARANA



