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Resumo

Os sbRNAs constituem uma classe de RNAs n&o codificantes reportados em
invertebrados, cuja funcionalidade foi relacionada como essencial para o
licenciamento do processo da replicacdo do DNA, sendo que esses ncRNAs
foram primeiramente descritos no neméatodo Caenorhabditis elegans. Em
insetos, novos genes para sbRNAs foram descritos por nosso grupo de
pesquisa um para Bombyx mori, BmsbRNA e dois para Drosophila
melanogaster, DmsbRNA1 e DmsbRNA2. Os homologos para sbRNAs para
vertebrados sédo os Y RNAs, os quais sdo amplamente demonstrados como
participantes do licenciamento da replicagdo cromossomal. B.mori séo
insetos da ordem Lepidoptera, e sdo amplamente denominados como bicho-
da-seda, pelo tradicional uso de seu casulo na producao de fios de seda,
com producao importante referente ao valor comercial dos tecidos de seda.
Neste trabalho, foi analisado o perfil de expressdo do gene BmsbRNA em
tecidos gonadais de lagartas de 5° instar larval por meio de PCR em tempo
real. Os resultados confirmam superexpressdo em testiculos, e resultados
adicionais ainda demonstram regulacao do inicio para o final do 5° instar.

Introducéo

O inseto Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), usualmente denominado
de bicho-da-seda, é utilizado tanto economicamente, na produgcdo de
casulos, utilizados para a producdo de fios de seda, quanto em diversas
areas da pesquisa. Dentre estas areas, destaca-se os estudos de RNAs
nao-codificantes, ncRNAs (QIU-ZHONG et al., 2016). Nos invertebrados,
foram descritos uma classe de ncRNAs denominada Stem-bulge RNAs
(sbRNAs), homologos aos Y RNAs de vertebrados, sendo primeiramente
descrito em Caenorhabditis elegans, sendo que foi descrita sua expressao e
atuacao essencial no processo de licenciamento da replicagdo cromossomal
(KOWALSKI et al., 2015). Em insetos, genes para sbRNAs foram descritos
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mori, clonamos um gene, denominado BmsbRNA (DUARTE JUNIOR et al.,
2015) e em Drosophila melanogaster foram descritos dois genes, 0
DmsbRNA1 e DmsbRNA2, sendo que somente para o SORNA DmRNAL foi
identificado sua essencialidade para o licenciamento do processo de
replicacdo de DNA em ensaios in vitro de células de mamiferos (DUARTE
JUNIOR et al., 2019). Nessa area de atuacio, este projeto teve como
objetivo verificar a expressao do gene BmsbRNA em testiculos e ovarios de
lagartas do 5° instar.

Materiais e métodos

Hibridos comerciais de B. mori (cedidas gentilmente pela empresa BRATAC)
foram criados no Laboratério de Organizagdo Funcional do Nucleo (LORF-
UEM), sob condi¢cfes controladas, até o momento da dissecc¢do, onde foram
coletados 15 pares de ovarios e de testiculos de lagartas do 1° e 5° dia do 5°
instar. As amostras foram imediatamente imergidas em TRIzol® LS
(Invitrogen) para a extracdo de seus RNA totais, que apds o processo foram
dosados no equipamento Nanodrop2000 e visualizados em eletroforese em
gel desnaturante de agarose a 1%. O RNA extraido foi entdo tratado com
DNAse | (invitrogren) e utilizado para a sintese de cDNA com o kit iScript™
cDNA synthesis kit (BIO-RAD). O cDNA sintetizado foi 0 molde em reacdes
de RT-gPCR, que foram realizadas com o kit Fast Sybr Green (invitrogen) e
no equipamento LightCycler 96 (Roche). Todas as rea¢des possuiam o set
de primers que amplificam o gene alvo, denominado BmsbRNA, desenhado
por Duarte Junior et al, 2015. Primers para amplificar um fragmento do gene
do RNA ribossomal 5S (rRNA) foi utilizado de controle da reacédo. O desvio
padrao foi calculado sob trés experimentos independentes (n=3) e o calculo
da expressao relativa do gene BmsbRNA foi obtida mediante a férmula:

Ar=2 (-ACtH) — 2= (Ct da amostra — Ct do gene 5S)

Resultados e Discussao

Conforme apresentado no EAIC 2018, resultados parciais indicavam que
ocorre a superexpressdo do gene BmsbRNA em testiculos em relacdo a
ovarios de lagartas do 5° dia do 5° instar de desenvolvimento. Os resultados
apresentados neste trabalho confirmam estatisticamente que o0 gene em
guestdo possui uma expressao acentuada em testiculos, na ordem de 40x,
guando comparada a expressao deste gene em ovarios (Grafico 1). Como
resultado adicional, os mesmos procedimentos metodologicos foram
realizados para verificar a expressao do gene alvo em lagartas do 1° dia do
5° instar, possibilitando desta forma uma visdo do perfil de expressédo ao
longo do desenvolvimento do 5° instar (Grafico 2). Os resultados evidenciam
gue em ambos os periodos analisados a expressao verificada em testiculos
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Gréfico 1. Expresséao génica de BmsbRNA em testiculos e ovarios de lagartas de 5° dia do
5° instar larval (n=3).

foi maior do registrado para ovarios. A maior relacdo da expressao
testiculo/ovario foi obtida em lagartas do 1° dia, diferenca de 400x maior em
testiculos. Estes resultados demonstram que o gene alvo teve reducéo de
expressdo ao longo do 5° instar tanto em ovarios como em testiculos, o que
demonstra que possivelmente exista nestes 0rgaos uma relagéo negativa da
expressdo deste gene conforme a progressdo do 5° instar. E importante
ressaltar, que o 5° instar € o periodo de maior crescimento da lagarta em
massa, assim como de producdo intensiva de espermatozoides nos
testiculos, maturacdo dos ovécitos, além de ser o0 estagio preparatorio para a
metamorfose, requerendo grande armazenamento de tecido gorduroso e
producéo de seda. A evidéncia de superexpressao em testiculos corrobora a
hipétese de que este sbRNA seja funcionalmente relacionado com os
processos de replicacdo cromossomal, como j& foi descrito e publicado para
o DmsbRNA1 de D. melanogaster (DUARTE JUNIOR et al., 2019). A
producdo de espermatozoides nos testiculos de Bombyx mori e outros
insetos holometabolos, é acentuada e ininterrupta da metade do quarto
instar até a fase de pupa, ja que a fase adulta do bicho-da-seda é
comprometida exclusivamente com o acasalamento (SAKAGUCHI, 1978).

Expressdo relativa do gene BmsbRNA durante o 5° instar
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Gréfico 2 . Expresséo relativa do gene BmsbRNA em testiculos e ovarios de
lagartas do 1° e 5° dia do 5° instar (n=3). Em pontilhado, a linha de tendéncia em logaritmo.
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Conclusoes

A relacdo expressao-desenvolvimento larval obtido nesse trabalho é de
suma importancia para elucidar os detalhes relativos a funcdo do gene
BmsbRNA em B. mori. A superexpressao em testiculos em um periodo de
elevada atividade replicacional indica que este ncRNA seja funcionalmente
relacionado com atividades descritas para outros sbRNA.
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