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Resumo:

As glandulas salivares de larvas de Bradysia hygida € composta de células
com nucleos politénicos cujos cromossomos apresentam, através do
processo denominado amplificacdo génica, pufes de DNA em dominios
especificos. Essa amplificacdo diferencial permite a transcricdo elevada de
genes de proteinas essenciais para eventos metabdlicos no final da fase
larval desse sciarideo. Nessa area de estudo, nosso objetivo foi determinar a
possivel expresséo da proteina KIN em B. hygida em glandulas salivares no
periodo de desenvolvimento larval. A KIN é descrita em mamiferos
associada a inameros eventos metabolicos como o da replicagdo de DNA e
da ribogénese. A presenca do gene KIN no genoma de B. hygida foi
determinado pela clonagem e sequenciamento de gene homdlogo ao gene
humano e o0 mesmo foi denominado BhKIN. A determinacdo da expresséo
guantitativa do gene BhKIN foi realizada em extratos de glandulas salivares
nas idades larvais E1 e E5 no 4° instar larval, periodos nos quais,
respectivamente, antecede e ocorre o processo de replicacdo adicional de
DNA. A anadlise, através da metodologia de RT-gPCR, apresentou maior
expressdo na ordem de 3X do gene BhKIN em amostras da idade E1 do que
em E5. Os resultados propdem que a proteina BhKIN possa estar envolvida
nos processos metabdlicos adicionais de replicacdo e/ou ribogénese nas
células politénicas dessas glandulas salivares. Sao propostos para esse
projeto a realizacdo de experimentos em idades larvais anteriores e
posteriores as analisadas, afim de confirmar se a superexpressdo do gene
BhKIN esté relacionado com os eventos moleculares diferencias no tecido
analisado.

Introducao

Bradysia hygida € um inseto que pertence a Ordem Diptera e a Familia
Sciaridae, apresenta ciclo de vida holometabolo com duracdo de
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aproximadamente 36 dias a 20 °C, e seu estadio larval € composto por
guatro instares larvais delimitados por muda. Atualmente esse inseto é
utilizado como modelo em diversos estudos que envolvem eventos
moleculares como amplificacdo génica e politénia (SIMON et al., 2016). B.
hygida possui um par de glandulas salivares, constituidas de trés regides,
S1, S2 e S3, formadas por uma Unica camada de células, as quais passam
pelo processo de endomitose, e apresentam quatro Cromossomos
politénicos, A, B, C e X (SIMON et al., 2016). A partir da idade E3, no quarto
instar larval, se inicia, além de pufes de RNA, a formacéo de pufes de DNA,
0s quais se intensificam em E5 e mostram sua expansdo maxima em E7. Os
pufes de DNA sdo regidbes cromossOmicas onde ocorre a replicacédo
adicional e reiterada do DNA, iniciada em idade anterior a E3, idade E1,
estando associado com a sintese de proteinas especificas, com
consequente elevacdo da transcricio do RNA (SIMON et al.,, 2016).
Seguindo este contexto, se tém a proteina KIN, descrita como atuante no
processo de replicagdo, recombinacéo e reparo de DNA, tumorigénese e
ribogénese em mamiferos (DESPRAS et al., 2003; GASPAR et al., 2021), a
analise da expressdo da KIN é indispensavel para o estudo do efeito da
amplificacdo génica em B. hygida. A presenca do gene da proteina KIN em
B. hygida foi identificado, clonado, sequenciado e denominado BhKIN por
nosso grupo de pesquisa (MONTANHEIRO et al., 2018), sendo o primeiro e
anico gene da proteina KIN clonado em insetos. Entretanto, como ainda nao
se tém dados sobre a expressdao do gene BhKIN, o presente estudo
objetivou analisar a expressdo de BhKIN em glandulas salivares na idade
anterior a amplificacdo génica, E1, e na idade durante a qual ocorre o
processo de replicacao adicional e a abertura de pufes de DNA, idade ES5.

Materiais e métodos

Bradysia hygida foi mantida em cultura no Laboratorio de Organizacao
funcional do Nucleo, em caixas de terra devidamente peneiradas em
temperatura de 20 °C, sendo que a alimentacgao larval foi a base de erva
mate fermentada, amido de milho e farinha de aveia. 40 glandulas salivares
das idades E1 e E5 foram dissecadas e imersas, separadamente, em tubos
eppendorf de 2 mL com 0,75 mL do reagente TRIzol LS (Invitrogen), para a
extracdo de RNA total seguindo as instrugcbes do fabricante. As
concentracbes das amostras foram determinadas no equipamento
Nanodrop2000 (Thermo Fisher), em 260 nm. Subsequentemente, a
integridade das amostras foi analisada em gel de agarose desnaturante a
1% corado com brometo de etidio a 1 pg/mL. Adicionalmente, foi
acrescentado no gel o padrdo de marcador molecular para acidos nucleicos
100 bp DNA Ladder (Invitrogen) e a aquisicdo da imagem obtida no
equipamento ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare). Sucessivamente, as
amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (Invitrogen) e para uma
concentracao final de 1 pg foram submetidas a sintese de cDNA, o qual foi
conduzido com o kit iScript™ cDNA synthesis kit (BIO-RAD) conforme as
instrucdes do fabricante. Apos a sintese de cDNA, cada amostra foi submetida
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a reacdes de RT-gPCR com o reagente Power SYBR Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher), conduzidas ao termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN) com
uma concentracao final de cDNA de 5 pg/pL. A reacao foi ajustada para 40
ciclos com temperatura de anelamento de 60 °C, otimizados para primers
especificos ao gene KIN (F 5 - GGGACGCCTAAGTATCTGGC —3 e R 5 -
GGTGGTGTGACATTTGAAGCC — 3) descrito por Montanheiro (2018) e
primers para o gene BheEF1A-F1 (GQ119627) descritos por Candido-Silva et
al., (2010), sendo esse ultimo usado como gene de referéncia. O calculo da
expressao relativa do gene BhKIN no quarto instar larval, nas amostras de E1 e
E5, foi determinada a partir da equagao; 224¢T = 2 ~(ACTED-(ACTES) 5 yalores
de Cts de cada amostra foram obtidos de reagbes em triplicatas.

Resultados e Discussao

Foi determinada uma concentracdo de 595,3 ng. uL™ para as larvas da idade
El e para as larvas da idade E5 492,0 ng. uL~. Essas concentracdes foram
ajustadas a concentracfes iguais para as reagdes de cDNA e RT-gPCR. A
analise anterior em gel mostrou a presenca de smear de mRNA e duas
bandas a 1000 e de 2000 pares de bases de RNAs ribossomais, indicando
alta integridade das amostras. Os resultados da analise quantitativa em RT-

gPCR apresentou a expressao do gene BhKIN trés vezes maior em E1 do
gue em E5 (Figura 1).
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Figura 1 — Expresséo relativa do gene BhKIN em glandulas salivares nos periodos larvais
de desenvolvimento E1 e E5 no quarto instar larval.
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Esses dados permitem propor a hipotese de que a alta expressédo de BhKIN
em E1 possa estar envolvida em processos metabdlicos nas células
politénicas como da iniciacdo da replicacdo adicional do DNA e,
possivelmente também, da ribogénese. Esses dados estdo de acordo das
publicacbes sobre a proteina KIN em mamiferos nos processos de
replicacdo (DESPRAS et al., 2003) e ribogénese (GASPAR et al., 2021) e,
em suporte em B. hygida, é descrito que em E1 intensas modificacdes
metabdlicas ocorrem nas células politénicas, como o processo de iniciacédo
da amplificacao adicional e ribogénese (SIMON et al., 2016).

Conclusodes

Por meio da metodologia aplicada verificou-se a expressao do gene BhKIN,
0S quais sdo resultados inéditos para B. hygida e em insetos. A
determinacdo do alto nivel de expressdo na idade E1 pode indicar sua
participacdo na replicacdo adicional de DNA e na ribogénese nas células
politénicas. Novas andlises serdo realizadas em outras idades do 4° instar
larval, afim de relacionar a formacgéo de outros pufes de DNA e a expresséo
de BhKIN.
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