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Resumo:

O Tribolium castanem, € um pequeno besouro de simples manutengdo que tem emergido como um
sofisticado modelo para estudo, assim como a Drosophila. Proteinas ligadoras de acil-CoA (ACBP)
protegem e transportam acil-CoA direcionando-o entre outras coisas para reacdes do metabolismo
de lipideos. Este trabalho tem por objetivo compreender a funcdo do gene ACBP no T. castaneum
através de silenciamento por RNA interferente. Em analise da expressdo do gene ACBP, foi
evidenciada expressdo mais relevante no inseto adulto e na larva, embora 0 gene seja expresso em
todas as fases de desenvolvimento. Foram silenciadas larvas com 25 dias e o efeito do silenciamento
do gene TcACBP-6 causou reducado significativa da beta oxidacdo. Os resultados apresentados,
mostraram uma significativa expressdo desse gene no momento de transicdo da fase de larva para
adulto, considerando uma funcdo importante desta no direcionamento de &cidos graxos para beta
oxidacéo.
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Introducéo:

Proteinas ligadoras de acil-CoA (ACBP) constitui uma familia de proteinas que regulam a
disponibilidade desses lipideos para os diversos processos metabdlicos celulares. As proteinas de
dominio ACBP sdo altamente conservadas e ligam acil-CoA graxos de cadeia longa com grande
afinidade e os protegem de hidrélise (Majerowicz et al., 2016). Nos insetos, as células do epitélio
intestinal absorve os acidos graxos presente na dieta e, provavelmente, os convertem nos seus
derivados esterificados a coenzima A antes da sintese de lipideos complexos, como diacilglicerol,
gue sera transferido para a lipoforina. Os acil-CoA de cadeia longa servem como importantes
intermediarios na biossintese de lipideos e degradacdo de acidos graxos. Além dessas funcdes
béasicas, os acil-CoA tém importantes fun¢des na regulagdo do metabolismo intermediario e
expressdo génica (Knudsen, Neergaard et al., 2000). Assim sendo, a ACBP, pelo seu o alto grau de
conservacgao por todas as espécies eucaridticas, e o fato desta proteina ser expressa na maioria das
células e tecidos, sugerem que suas fun¢des estdo associadas a um ou mais processos basicos e
comuns a todas as células. No entanto, seu papel preciso no metabolismo de lipidio ainda nédo é
completamente conhecido.

O inseto Tribolium castaneum, modelo deste estudo, esta em crescente aplicagdo em
pesquisas de andlise genética funcional de questdes biolégicas bésicas, assim como a Drosophila,
devido em parte, a facilidade de interferéncia de RNA (Susan J. Brown, et al., 2009). O silenciamento
por RNAi é um método util para avaliar fenétipos de perda de funcdo em muitos organismos,
incluindo insetos (Yoshinori Tomoyasu; Robin E. Denell, 2004).

Portanto, o escopo deste trabalho é avaliar a expressdo de um dos genes para ACBP em T.
castaneum, nomeado TcACBP-6, em todas as etapas de desenvolvimento do inseto, e tentar
compreender a funcdo desse gene atraves do silenciamento pela técnica de RNA interferente e seu
consequente efeito fisiolégico na beta oxidagdo de lipideos.

Metodologia:

1) Pesquisa de sequéncias homélogas e andlise bioinformética
A busca foi realizada utilizando a sequéncia consenso do dominio ACBP do banco de dados do
Pfam (http:// http://pfam.xfam.org/) e investigacao pelo Ensembl Metazoa
(http://metazoa.ensembl.org/biomart/martview/) com pesquisa de dados no bioMart (Metazoa Mart), o
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gual tornou existente 5 sequéncias de ACBPs no inseto. Foi prosseguida analise com o cddigo da
sequéncia primaria da ACBlp de S. cerevisiae (AAA34384) com o algoritmo tBlastn (Altschul,
Madden et al., 1997) no genoma do T. castaneum. Foram identificadas 6 sequéncias codificantes,
confirmadas no Banco de Dados de Dominios Conservados (CDD -
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
2) Caracterizacdo da expressédo génica de ACBP em tecidos por reacao
em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

Foi determinada a concentracdo dos primers em 0,2uM, utilizando 20ng de RNA total. Os
dados da analise de expressao relativa do gene TcACBP-6 foram normalizados utilizando a PS3
como gene de controle enddgeno (SANG, et al 2015). O gPCR foi realizado em termociclador 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) usando Power SYBR® Green PCR Master Kit (Applied
Biosystems).

3) Silenciamento por RNAI
a. Sintese de dsRNA

Foram sintetizados primers especificos para a sequéncia do gene (senso-
GGAAATTTACGCTTTATTTA / anti-senso- TTATTGTAAACCGATGGAT) associados ao iniciador
T7minimal (5° - TAA TAC GAC TCA CTA TAG G - 3’). Os iniciadores foram desenhados utilizando o
programa Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e sintetizados pela empresa DNA Express
Biotecnologia (Guarulhos, Sado Paulo). Como controle ndo relacionado, foi produzido um dsRNA
homoélogo a uma proteina ligadora de maltose de Escherichia coli (dsMal).

Os dsRNAs foi produzido com o kit MEGAScript® RNAIi Kit (Ambion, Austin, EUA). As
amostras de dsRNA foram quantificadas em Nanodrop ND- 1000, evaporadas totalmente em
liofilizador a vacuo e ressuspensas em agua mili-Q até a concentracédo de 2,17 pg/pl.

b. Silenciamento de larvas de T. castaneum

Foi realizado através da injecdo de 0,15ug de dsRNA em larvas no 20° dia de
desenvolvimento. Apos 3 dias as larvas foram homogeneizadas em 600 pl de reagente TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) para extracdo de RNA, tratadas com DNase | (Fermentas International
Inc., Burlington, Canadd) e quantificadas em Nanodrop ND- 1000. Para a sintese de cDNA, utilizou-
se o kit High-Capacity cDNA Reserve Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

C. Efeito do silenciamento na B-oxidac&o e no contetdo de triacilglicerol
(TAG)

Para a 8 oxidacao, a radioatividade associada a fragdo aquosa foi determinada por contagem
em cintilador liquido na presenca de 2 mL de Optiphase Hisafe 3 (Perkin-Elmer). O contetdo total de
TAG (Labtest Reagentes, MG, Brasil) foi avaliado em relacao ao contetido de proteina (LOWRY et al.
(1951)). nas larvas silenciadas e larvas controle.

Resultados e Discussao:

Na busca pelos genes da familia ACBP no genoma do T. castaneum, foram confirmadas 6
sequéncias codificantes. O gene TcACBP-6 (~ 9,9 KDa e pl ~ 7,77), apresenta a sequéncia mais
recente adicionada ao banco de dados génomico do NCBI, mostrou-se bastante conservada quando
comparada as outras ACBPs ja descritas.

De acordo com 0 que se conhece a respeito do metabolismo de lipideos em insetos,
visualiza-se na fase de larva aumento do armazenamento lipidico no corpo gorduroso para
posteriormente ser utilizado na fase de pupa e inseto adulto (ATELLA; MAJEROWICZ; GONDIM,
2012). Na larva no 20° dia de crescimento, que é considerado um momento proximo a mudanca para
fase de pupa, se torna visivel uma expressao maior em relacdo aos demais estagios, com excecéo
do adulto (Fig.1A). Na fase de pupa (Pl-pupa recém-formada) a expressdo do gene ¢é
significativamente menor comparado aos valores no adulto. Neste momento ndo ha mais absorcao
de lipideos da dieta, restando apenas a mobilizacdo de &cidos graxos do corpo gorduroso. Ao
contrario do que acontece na fase inicial da pupa, o fim do estagio (P2), condicionou um aumento da
expressédo até a fase adulta.

O resultado inicial da expressao desse gene em varias etapas de desenvolvimento orientou a
investigacdo da expresséo para os principais tecidos envolvidos na sua atividade. Dessa maneira, a
expressdo do gene TcACBP-6 também foi analisada no corpo gorduroso e intestino das larvas
(Fig.1B) sendo observada uma expressdo majoritaria no corpo gorduroso, quando comparado ao
intestino. Entende-se nos insetos, que o corpo gorduroso é um 6rgdo central para o metabolismo,
atuando como local de sintese e estocagem de lipideos, proteinas e carboidratos (ARRESE;
SOULAGES, 2010).
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A fim de evidenciar a mudanca da expresséo do gene TCACBP-6 na pupa, foi feita a analise
diferenciando intestino e corpo gorduroso na fase P2 (Fig.1 C) onde foi constatada maior expresséo
no corpo gorduroso, fato que pode estar associado a sintese de novo ou desvio para 3 oxidagao de
acidos graxos.

Fig.1- Expressao relativa do gene TcACBP-6 em (A) estagios de desenvolvimento; (B) intestino e
corpo gordurosa da lava; (C) Intestino e corpo gorduroso da pupa 2 do Tribolium castaneum por
gPCR.
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Considerando a significativa expresséo na fase de larva e melhor visualizacdo dos efeitos
fisiolégicos nas mudancas de estadios, foram silenciadas larvas com 20 dias e comprovado e efeito
por gPCR, onde o gene TCACBP6 apresentou uma reducao significativa da expressao em relacdo ao
controle ndo relacionado, dsMal, comprovando o silenciamento esperado.

O efeito fisiolégico nas larvas silenciadas foi avaliado por ensaio de f oxidagdo e conteludo
de TAG ap6s 7 dias. O resultado da medida de 8 oxidagdo mostrou significativa reducdo nas larvas
silenciadas com dsACBP6 em compara¢cdo com o dsMal, o que sugere fun¢do dessa ACBP no
direcionamento de acil-CoA para degradacao lipidica (Fig.2). No entanto, a analise de contetdo total
de TAG por proteina, ndo mostrou reduc¢éo significativa nas larvas silenciadas ap6s 7 dias da injecao
do dsRNA.

Fig.2- Reducéo da taxa de B-oxidacéo em larvas silenciadas apos 7 dias.
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Conclusdes:

Foram constatadas 6 sequéncias homoélogas a ACBP no genoma do T. castaneum, em que a
TcACBP-6, monstrou expresséo diferenciada nos quatro estagios de desenvolvimento. Os resultados
apresentados, mostram uma significativa expressdo dessa ACBP no momento de transicdo da fase
de larva para adulto. O estudo desse gene por silenciamento permitiu evidenciar uma possivel funcao
no direcionamento de acidos graxos para beta oxidacdo através do knockout de funcdo por RNAI.
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