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RESUMO

O gene BmsbRNA de Bombyx mori € um ncRNA descrito como um stem-bulge
RNA (sbRNA). Os sbRNAs foram descritos em invertebrados sendo homologos em
estrutura e funcdo aos Y RNAs de vertebrados. A interacdo dos sbRNAs no
processo de iniciacdo da replicagdo do DNA leva a hipotese de uma possivel
atividade de supresséo e/ou ativacdo da expressao desses genes quando a célula é
infectada por virus que utilizam a maquinaria de replicacdo de DNA dessas células.
Em cria¢cBes de lagartas da espécie B. mori, o bicho da seda, o baculovirus BmNPV
€ o principal causador de mortalidade, ocasionando perda da produgcdo do
sericicultor. O processo de replicacdo de DNA das células infectadas € interrompido
pelo virus, liberando poliedros com virions no balcédo de criagcéo, levando a morte
todas as lagartas. O projeto aqui descrito teve como objetivo determinar o nivel de
expressdo do BmsbRNA nos tecidos gonadais (testiculos e ovarios) de lagartas de
B. mori infectadas com BmNPV. Através da andalise por PCR quantitativo a
expressdo do gene BmsbRNA teve reducao significativa apos 48 horas da infecgéo,
de 6X em testiculos e de 13X em ovarios. Esses resultados, corroboram com
resultados prévios obtidos em corpo gorduroso e confirmam a hipétese de que a
infeccéo pelo baculovirus BmMNPYV ocasiona alteragdo na expressdo do BmsbRNA.

INTRODUCAO

Bombyx mori € um Lepiddptera, também conhecido como bicho-da-seda, utilizado
historicamente na sericicultura, além de ser um organismo modelo em areas como
biologia molecular, virologia e biotecnologia. O baculovirus Bombyx mori
nucleopolyedrovirus (BmNPV) € o principal patdbgeno de B. mori. Neste contexto, o
mecanismo de controle do ciclo celular do hospedeiro exercido pelos baculovirus é
um importante alvo para a compreensdo da relagdo virus-hospedeiro e para
demonstrar a funcionalidade do gene BmsbRNA. Os RNAs né&o codificantes
(ncRNAs) desempenham diversas fun¢des em varios processos biolégicos como a
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regulacdo da expressao génica, estrutura da cromatina, replicagdo, maturacao de
MRNAS, papéis especializados no desenvolvimento e diferenciacdo celular, apesar
da fungcd@o de muitos ainda ser desconhecida (Boivin et al., 2019). Dentre as familias
de pequenos ncRNAs, foram descritos os Y RNAs em vertebrados, os quais estédo
envolvidos com o inicio da replicacdo do DNA in vitro (Kowalski e Krude 2015). Os
stem-bulge RNAs (sbRNAs), sdo encontrados em invertebrados e sdo homédlogos
aos Y RNA em termos da conservacédo de estrutura e funcao (Kowalski e Krude,
2015). Foram descritos pela primeira vez no genoma de Caenorhabditis elegans e
demonstrados essenciais na progressao da fase S, desenvolvimento embrionario e
proliferacdo celular (Kowalski e Krude, 2015). Para insetos foram descritos os genes
BmsbRNA de B. mori (Duarte Junior et al., 2015), DmsbRNA1 (Dm1) e DmsbRNA2
(Dm2) de Drosophila melanogaster, sendo o Dm1 verificado funcionalmente ativo
para a replicacdo do DNA (Duarte Junior et al., 2019). O gene BmsbRNA, por sua
vez, ndo teve sua funcéo confirmada, porém resultados preliminares nao publicados
sugerem que possa ser um alvo do virus BmNPV. Desta forma, buscou-se verificar
por meio de RT-gPCR o nivel de expresséo génica em tecidos gonadais de lagartas
contaminadas por este baculovirus.

MATERIAIS E METODOS

Lagartas hibridas de B. mori de 3° instar foram obtidas da empresa Fiacdo de Seda
BRATAC S/A e criadas no Laboratério de Melhoramento Genético do bicho-da-seda
(UEM), em temperatura e umidade de 26 °C e 70%, respectivamente. As lagartas
foram alimentadas sob demanda ao dia com folha de amoreira até a coleta das
amostras. No 5° instar foram divididas em grupo controle e infectado e separadas
para o experimento de contaminacdo com o BmNPV, o qual foi realizado com
concentracdo do in6culo determinada previamente em experimentos de DL50 [8x10°
COPS/mL (COPS=corpos de ocluséo virais poliédricos por mililitro)]. As coletas de
testiculos (TC) e ovérios (OV) foram realizadas por disseccéo das lagartas 48 horas
pés infeccdo (hpi), sendo os tecidos homogeneizados em TRIzol LS® (Invitrogen), os
RNAs purificados e dosados em Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific). A verificacdo da qualidade do RNA extraido foi realizada eletroforese em
agarose a 1%. As amostras validadas foram submetidas a reacdo com DNAse |
(Biolabs) e em seguida utilizadas para sintese de cDNA com o kit Iscript cDNA
synthesis (BIO-RAD). Para quantificar o gene alvo, foi realizado ensaios de RT-
gPCR (QuantStudio 3, Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do kit
SYBR Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Primers para os seguintes
genes foram utilizados: BmrRNAS5SS (gene normalizador do gene-alvo), BmsbRNA
(gene alvo), BmRP49 (gene codificante), BmMNPVEC27 (gene viral como marcador
da infeccdo e correlacdo com a parada do ciclo celular). Os dados gerados no
experimento foram analisados na linguagem R com diversos pacotes auxiliares,
incluindo o gPCRtools, com o qual foram calculados os niveis de expressao génica
[baseado no método: 2"-(AACt)], analise estatistica (t-test com nivel de confianca
p<0,05, n=9) e geracao dos graficos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de RT-gPCR mostraram reducdo no nivel da expressdo do gene
BmsbRNA de 6 vezes em TC e 13 vezes em OV de lagartas infectadas como
BmNPV (Figura 1). Esses resultados corroboram com dados ainda n&do publicados
onde foi verificada que ocorre reducao (20 vezes com 48 hpi) em corpo gorduroso.
Vale ressaltar que a redugcdo encontrada foi mais evidente e estatisticamente
significativa em OV do que em TC (Figura 1).
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Figura 1 -“Nivel de expressdo do gene BmsbRNA em tecidos de lagartas infectadas pelo BmNPV.
Resultados observados em amostras de testiculos (A) e ovarios (B)”.
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Entretanto, mesmo que a reducdo do nivel de expressdo do gene-alvo,
BmsbRNA, tenha sido menos pronunciada em TC do que em OV, o
comprometimento em proliferagéo viral em TC foi 50 vezes maior (Figura 2).
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Figura 2 -“Nivel de expressédo do gene viral BmMNPVEC27 em TC e OV do grupo infectado (n=3,
experimento Unico com replicatas técnicas). Os valores estdo em escala log”.

Desta forma, pode-se inferir que: devido ao gene-alvo ser superexpresso em TC do
gue em todos o0s outros O6rgaos analisados previamente (resultados anteriores néo
publicados), o nivel de expressdao do gene BmsbRNA, de algum modo desconhecido
€ mantido (pelo menos de forma relativa ao verificado em OV) pela fisiologia do
orgdo em questdo, mesmo com intensa presenca viral. Possivelmente isso esta
relacionado com algum mecanismo molecular que as células proliferativas exercam
gue dependa da presenca do BmsbRNA. Estes resultados abrem um leque de
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estudos que podem ser realizados para uma melhor compreenséo sobre a atuacéo
funcional deste sbRNA e determinar qual relacéo eles possuem com a infeccéo viral.
Uma hipotese que pode explicar esta relacdo é a de que os baculovirus séo
conhecidos por causarem uma parada no ciclo celular do hospedeiro, e desta forma
0 BmsbRNA - que potencialmente possui funcdo apenas no inicio da fase S - seja
degradado pela prépria célula quando param em S e G2 (Davy e Doorbar, 2007).
Outrossim, pode-se inferir que o virus tenha mecanismos de inibicdo de certos
genes do hospedeiro como parte de sua estratégia de proliferacéo.

CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados é possivel concluir que o gene BmsbRNA sofre
reducdo de seu nivel de expressdo em testiculos e ovarios de lagartas de B. mori
contaminadas pelo baculovirus BmNPV. Ademais, € possivel inferir que o gene
avaliado possui fungcédo impar na fisiologia de ambos os érgdos analisados, e que
deva ser um alvo molecular da estratégia de proliferacdo deste patdgeno.
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