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RESUMO

RANDO, Fabiana, Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2013. Anélise da
expresséo da proteina de reparo kinl7 em células em cultura Bm5 e em tecidos
larvais de Bombyx mori L. Professora orientadora: Maria Aparecida Fernandez.
Professores conselheiros: Ana Silvia Lapenta e Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki.

Bombyx mori (Linnaeus, 1758), popularmente conhecido como bicho-da-seda, € um
inseto de importancia econdmica para a producdo de seda e também é o segundo
inseto mais utilizado como organismo modelo para estudos bioldgicos. O estresse
pela infec¢éo, causados por virus e bactérias, € um dos fatores chaves para a queda
da producdo. A proteina de reparo kinl7 € uma importante proteina associada ao
estresse celular, replicagdo do DNA e processamento de RNAs. O objetivo deste
trabalho foi analisar a expresséo da proteina kinl7 em tecidos larvais do 5° instar de
B. mori, incluindo glandulas sericigenas, corpo gorduroso, ovario, testiculo, tubulo de
Malpighi e sistema nervoso. Também foram analisados extratos proteicos de células
em cultura de B. mori, linhagem de Bm5, em diferentes periodos (0, 12, 24 e 48
horas), ap6s a infec¢@o pelo baculovirus BmNPV. As amostras foram extraidas de
cada tecido e extrato celular e analisadas por meio da técnica de western blotting,
utilizando anticorpos policlonais monoespecificos contra a kinl7 de humanos. Os
resultados mostraram a detecgdo de uma banda de aproximadamente 47kDa em
todos os tecidos, exceto em glandulas sericigenas. Esta banda aparece com forte
expressdo nas amostras de corpo gorduroso e testiculo. Surpreendentemente, é
observado também uma banda de aproximadamente 40kDa, mais expressa em
tubulo de Malpighi, sistema nervoso e corpo gorduroso. Nas amostras extraidas de
cultura de células controle e infectadas, também foram detectadas duas fracdes
protéicas, com 0os mesmos pesos moleculares encontrados em tecido. Assim, foi
possivel a deteccdo da kinl7 nos tecidos e no extrato proteico de B. mori e ambos
apresentam duas isoformas. Este trabalho mostra pela primeira vez as duas
isoformas da proteina de reparo kinl7 em células Bm5 e tecidos larvais de B. mori.
A deteccéo de duas isoformas da kinl17 em B. mori oferece uma nova perspectiva na

compreensdo do papel celular desempenhado por essa proteina.
Palavras-chave: Bombyx mori; Células Bm5; kinl7.
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ABSTRACT

RANDO, Fabiana, Universidade Estadual de Maringd, february 2013. Kinl7 repair
protein expression analysis on Bm5 culture cells and larval tissues of the
Bombyx mori L. Adviser: Maria Aparecida Fernandez. Committee Members: Ana
Silvia Lapenta and Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki

Bombyx mori (Linnaeus, 1758) popularly known as silkworm silk, is an insect of great
economic importance in the silk production and it is also the second organism used
as a model organism for molecular studies. Environmental stress that causes viral or
bacterial infection is one of the key factors in production decay. The repair kinl7
protein is a major protein associated with cellular stress, DNA replication and RNA
processing. In this study, our aim was to detect kin17 at 5" instar larval tissues from
B. mori, including silk gland, fat body, ovaries, testicles, Malpighian tubules and
nervous system. Protein extracts were also analyzed for cell culture of B. mori,
lineage of Bmb5, infected at different periods (0, 12, 24 and 48 hours) with the
baculovirus BmNPV. Samples were extracted for each tissue and then analyzed
through western blotting protocol using monoclonal antibodies against human
kin17.The results showed an expected ~47kDa band on all tissues, except for the silk
gland samples. The band was remarkably strong for the fat body and testicle
samples. Surprisingly, an additional ~40kDa band was detected, being more
expressive in the Malpighian tubules, nervous system and fat body. In samples
extracted from infected and control cell culture showed, also, two fractions with the
same molecular weight observed in larval tissues. Perhaps, the lower mass protein
might represent an unknown isoform of kin17 in B. mori. In conclusion, the detection
of the two kin17 isoforms offers new perspectives in the understanding of the cellular

role of this protein.

Keywords: Bombyx mori; Bm5 culture cells; kinl7.
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1. INTRODUCAO

A replicacdo do DNA é um fendmeno complexo que pode envolver milhares
de origens de replicacéo, de tal forma que ainda hoje néo é claro como 3x10°pb, em
uma célula humana tipica, sdo replicados com alto grau de fidelidade e em um
espaco de tempo relativamente tdo curto. Devido a esta complexidade, € bem
provavel que o metabolismo do DNA seja realizado por proteinas organizadas em
dominios funcionais dentro do nudcleo da célula. Proteinas cromossémicas
geralmente interagem com o DNA para controlar a manutencgéo, a propagagao e a
expressdo do genoma. Apesar de ter sido identificado um grande numero de
proteinas envolvidas na replicacdo, recombinacéo e reparo do DNA, os mecanismos
envolvidos nesses processos e as interacdes entre eles, assim como entre as
proteinas relacionadas, permanecem por ser elucidados em células de mamiferos
(Miccali et al., 2003).

Dentre as proteinas envolvidas na duplicacdo do DNA, temos a proteina
kinl7. Essa proteina foi descoberta em 1989, em células de rato, gracas a
anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA de
Escherichia coli (Angulo et al., 1989). Entre os eucariotos, 0os genes kinl7 sao
bastante conservados filogeneticamente, o que aponta para um papel essencial
desse gene. Tem sido identificados genes ortélogos da kinl7 em humanos,
camundongo, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Brugia malayi e
Schizosaccharomyces pombe. (Despras, 2006). Por meio do estudo da expresséo
do gene kinl7 em células em cultura de mamiferos, foi observado que a redugdo no
nivel de expressdo desta € acompanhada de uma redugdo do crescimento e da
proliferacé@o celular (Biard et al., 2002). A superexpressdo da proteina pode induzir
mudancas conformacionais na cromatina, hipétese consistente com fato de que uma
fracdo da proteina estd associada a cromatina (Biard et al., 1999; Kannouche e
Angulo, 1999).

E reportado também que a proteina ativada por estresse de radiacdo UV,
kinl7, esta envolvida na replicacdo, recombinacéo e reparo do DNA (Despras et al.,
2003; Mazin et al.,, 1994a). Analises por meio de técnicas de imunofluorescéncia
indireta e microscopia eletrdnica demonstraram que a proteina kinl7 esta associada

a cromatina, formando focos de replicacdo por todo o nucleoplasma (Kannouche et
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al., 2000). Provavelmente, a proteina kinl7 deve participar como uma proteina
acessoria na replicacdo do DNA, promovendo a interacdo entre a replicagdo e o
reparo do DNA, como componente de complexos proteicos de alto peso molecular
(Biard et al., 2002; Masson et al., 2003; Miccoli et al., 2005).

Recentemente, foi reportada a clonagem e sequéncia das proteinas de
reconhecimento de origens de replicagdo, ORC, Bm1 a Bm6 em Bombyx mori (Yang
et al., 2011). E relatado que essas proteinas apresentam dominios conservados com
as proteinas descritas em mamiferos. Esses resultados reforcam a importancia da
utilizac&o desse sistema para estudos de replicagédo do DNA em eucariotos.

Bombyx mori L., popularmente conhecido como bicho-da-seda, foi descrito
pela primeira vez por Linnaeus no ano de 1758. Este lepiddptero apresenta
metamorfose completa, ou seja, passa por quatro estagios no seu ciclo de vida: ovo,
larva, pupa e mariposa (Aruga, 1994). O produto secretado pelas glandulas
sericigenas do B. mori € de relevancia para a industria téxtil. Os fios de seda
possuem um alto valor comercial e caracteristicas Unicas, como brilho, suavidade e
textura (Fernandez et al., 2005). Além de sua importancia econdmica, o B. mori
representa um organismo modelo para estudos basicos, devido a suas
caracteristicas de facil manuseio e criagéo, rapida reproducéo e grande gquantidade
de descendentes. E considerado o segundo inseto mais estudado no mundo,
estando atras somente de Drosophila melanogaster (Nagaraju, 2000; Parthasarathy
e Gopinathan, 2005). Os estudos com este inseto se iniciaram antes de 1900, sob o
patrocinio da industria da seda. Em 1930, muitas pesquisas na area da genética ja
haviam sido reportadas, possibilitando hoje reconhecer mais de 400 mutagdes que
afetam diversos aspectos do organismo, como morfologia, desenvolvimento,
comportamento e até mesmo caracteristicas consideradas de importancia
econOmica (Nagaraju e Goldsmith, 2002).

Além de estudos de melhoramento genético, visando a obter maior
quantidade e melhor qualidade de seda, o B. mori vem sendo utilizado em diversas
outras areas de interesse cientifico como organismo modelo. Dentre estas, podemos
citar: expressao génica (Sreekumar et al., 2011), polimorfismo génico (Wang et al.,
2012), estrutura celular (Ichikawa et al., 1995), estudos de infecg¢éo viral (Dourado et
al., 2011) e metabolismo do DNA (Zhang, 2012).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bombyx mori

2.1.1. Classificagéo

Bombyx mori L., popularmente conhecido como bicho-da-seda, foi descrito,
pela primeira vez, por Linnaeus no ano de 1758. Pertence ao reino Animalia, filo
Artropoda, classe Insecta, ordem Lepidoptera, familia Bombycidae, género Bombyx.
Por meio de seus aspectos filogenéticos, infere-se que B. mori tenha sua origem na
China, a partir de Bombyx mandarina, de origem Chinesa, ha cerca de 4.600 anos
(Yoshitake, 1968). Este lepidoptero € holometabdlico, ou seja, apresenta
metamorfose completa, passando assim por quatro estagios distintos no seu ciclo de
vida: ovo, larva, pupa e mariposa, sendo que este Ultimo corresponde a fase adulta
(Aruga, 1994). Na fase larval, apresentam, em geral, quatro ecdises com cinco
instares (Figura 1).

Durante as ecdises, o Bombyx mori L. entra em estado de repouso, cessa a
alimentagcéo e troca de tegumento. O bicho-da-seda se alimenta apenas na fase
larval e tem uma dieta herbivora exclusivamente de folhas frescas de amoreira. Ao
longo desta fase, a larva aumenta quase que setenta vezes seu tamanho original,
ocupando quatro vezes mais o0 espaco inicial. No final do 5° instar, a larva para de se
alimentar, inicia a fiacdo do casulo de seda, que é formado principalmente pelas
proteinas fibroina e sericina, convertendo-se em pupa. Nesta fase de pupa, o
hormoénio da muda, ecdisona, é detectado em varios tecidos larvais, assim como a
glandula sericigena e pro-toracica. Estes tecidos apresentam morte celular
programada com subsequente histolise, ja os tecidos do adulto sdo formados por
meio da proliferacdo e diferenciagédo celular (Tsuchida e Wells, 1988). Assim,
durante a fase de pupa, o lepidoptero se transforma em mariposa.

A formacao dos casulos se da pela secrecdo de fibroina e sericina por meio
do par de glandulas sericigenas localizadas na regiéo toraxica. A fibroina endurece
em finos fios de seda, juntamente com a sericina, que € responsavel por consolidar
os fios de seda (Corradello, 1987). Uma terceira categoria de proteinas constituintes

do casulo, denominadas seroina 1 e seroina 2, foi caracterizada molecularmente nos



lepidopteros Galleria mellonella e B. mori. Essas proteinas atuam como agentes

antimicrobianos, protegendo o casulo de fungos e bactérias (Zurovec et al., 1998).

hibernagdo (10 a 11 dias)

—
RS
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L
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encasulamento (3 a 4 dias)

Figura 1 - Ciclo de vida de Bombyx mori.

Existem diferentes racas de bicho-da-seda que podem ser classificadas de
diversas maneiras, como, por exemplo, de acordo com a sua origem geogréfica, o

voltinismo, o numero de ecdises ou até mesmo a cor do casulo (Aruga, 1994):

2.1.1.1. Classificagdo por origem

» Japonesa: apresenta ovos de cor cinza-arroxeada; casulo branco, alongado e

de tamanho médio; ciclo uni e bivoltino com quatro ecdises.



» Chinesa: ovos esverdeados; lagartas jovens e pouco resistentes ao calor e de
corpo branco; casulo eliptico ou esférico, branco, amarelo-ouro, ou verde;
fibra fina e comprida; ciclo menor que a japonesa; uni, bi e polivoltino, com até
trés ecdises.

= Européia: ovos maiores do que de outras origens da espécie; lagartas
maiores, com manchas no corpo, pouca resisténcia ao calor e maior ciclo;
mais suscetiveis a doencgas pebrina e poliedrose; casulo oval ou alongado,
branco ou rosado; ciclo monovoltino.

» Indiana ou Equatorial: ovos brilhantes; lagartas menores, mais resistentes ao
calor e com ciclo curto; casulo conico, pequeno, branco ou esverdeado, com
pouco teor de seda,; fibra fina; ciclo polivoltino.

= Coreana: ciclo da lagarta curto; casulo alongado, branco ou amarelo;

univoltino com trés ecdises.

2.1.1.2. Classificagéo por voltinismo

= Monovoltino (um ciclo anual): ocorre nas regides frias; ciclo larval mais longo;
maior crescimento do corpo; boa qualidade dos casulos; menor resisténcia a
doencgas e as altas temperaturas e umidade.

= Bivoltino (dois ciclos anuais): ocorre nas regides subtropicais; ciclo lagarta
menor; maior resisténcia ao calor; qualidade inferior dos casulos; mais
utilizadas pelos sericicultores.

» Polivoltinismo (véarios ciclos anuais): ocorre nas regifes tropicais; ciclo de
lagarta curto; maior resisténcia ao calor e a doengas; casulos pequenos;

baixo teor de seda.

2.1.1.3. Classificagc&o por numero de ecdises ou de mudas

= Trés ecdises: ciclo larval mais curto; resistente a doengas; lagartas e casulos
pequenos; fibra mais fina; espécie de origem coreana e chinesa.

» Quatro ecdises: mais utilizada pelos criadores; lagartas e casulos médios.

= Cinco ecdises: mutacdo da origem de quatro ecdises; lagarta de ciclo longo;

casulos maiores; fibra mais grossa.
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2.1.2. Origem

Considerando os aspectos filogenéticos, € provavel que a origem do Bombyx
mori tenha sido na China, a partir da espécie selvagem Bombyx mandarina, ha cerca
de 4.600 anos (Yoshitake,1968). Estes dados se baseiam também na semelhanca
morfolégica e fisiolégica entre as duas espécies, mesmo que ainda haja

controvérsias a respeitos do numero de cromossomos (Goldsmith et al., 2005)
(Figura 2).

i

it

2

an_|!mjr!'ﬂm|

Figura 2 - Comparacao entre a morfologia da mariposa, larva e casulos de Bombyx mori (A;
C; E — casulo a direita) e Bombyx mandarina (B; D; E — casulo a direita).
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A espécie B. mori, possivelmente tenha se originado do processo de
domesticacdo de sua espécie selvagem, B. mandarina, ocorrido ha cerca de cinco
mil anos. No entanto, existem diversas caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas
que diferenciam as duas espécies relacionadas. B. mandarina, por exemplo, pode
voar e produz casulos 10 a 20 vezes menor que 0s genotipos comerciais de B. mori
(Martinez et al., 2004;).

Devido ao seu antigo processo de domesticacdo, as lagartas ndo conseguem
se alimentar em seu ambiente natural, necessitando que o alimento seja levado até
elas pelo homem. As mariposas, por possuirem asas e aparelho mastigatorio
degenerados, ndo podem mais voar ou se alimentar.

O B. mori, assim como as abelhas, foram os Unicos insetos domesticados
com finalidade comercial (Kellogg, 1910). Foi propagado em larga escala e utilizado
para a producéo de seda, na China, Japédo e Europa, chegando ao Brasil apenas no
ano de 1740 (Inceoglu et al., 2001).

2.1.3. Sericicultura

A atividade da sericicultura abrange o cultivo da amoreira até a criagdo do
bicho-da-seda, em que a seda é extraida dos casulos. A primeira civilizag&o a utilizar
a seda foi a China, e esses dados encontram-se nas escritas de Conflicio®, que
descreve sobre a criagdo doméstica do bicho-da-seda nos palacios da imperatriz
Siling_Chi, esposa do imperador Hoang-Ti, no século XVIII a.C. (Alvarez e Lopes,
2003), controlando-se o ciclo do bicho-da-seda, alimentando-o com folhas de
amoreira branca e matando os adultos antes de nascerem, além de se conhecer as
técnicas do bobinamento dos filamentos, tecendo-os em fios resistentes que,
posteriormente, eram usados para a confecg¢ao de tecidos.

A sericicultura tem sido um meio de subsisténcia econémica para muitos
trabalhadores no campo e na cidade. Consequentemente foi um grande fator de
globalizagdo durante aproximadamente 2000 anos, a chamada Era da Rota da
Seda. A Rota da Seda (Figura 3) era uma série de rotas interconectadas através do
sul da Asia, usadas no comércio da seda entre o Oriente e a Europa provavelmente

estabelecidas a partir do VIl século a.C. (Elisseeff, 1998).

Confucio foi a figura histérica mais conhecida na China como mestre, filésofo e tedrico politico. Sua doutrina, o
confucionismo, teve forte influéncia nao apenas sobre a China mas também sobre toda a Asia oriental. Na sua
época, a China estava praticamente dividida em reinos feudais cujos senhores dependiam muito pouco do rei.
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Figura 3 - Rota da seda.

Os antigos povos do Saara possuiam animais domésticos provenientes da
Asia e foram fundamentais para as trocas entre estes continentes até a descoberta
do caminho maritimo para a india. Conectava Chang'an (atual Xi'an), na China, a
Antioquia, na Asia Menor, assim como a outros locais. Sua influéncia expandiu-se
até a Coréia e o Japdo. Formava a maior rede comercial do Mundo Antigo. Estas
rotas ndo so foram significativas para o desenvolvimento e florescimento de grandes
civilizagdes, como o Egito Antigo, a Mesopotamia, a China, a Pérsia, a india e até
Roma, mas também ajudaram a fundamentar o inicio do mundo moderno. Rota da
seda € uma traducdo do alemdo SeidenstraBe e a primeira denominacdao do
caminho feita pelo gedgrafo alemdo Ferdinand von Richthofen, no século XIX
(Elisseeff, 1998).

A sericicultura é a principal fonte econdmica para cerca de 30 milhes de
familias em paises como a China, india, Vietna e Tailandia. E n&o seria diferente
para o0 agronegécio brasileiro, pois a atividade pode contribuir para o
desenvolvimento sustentavel do pais, por meio da inclusdo social, por ser uma
atividade de baixo impacto ambiental e que gera riqueza, ao proporcionar trabalho
no campo, com a criagdo do bicho-da-seda e o cultivo da amoreira, e, na cidade,
com a industria de fiacdo e o comércio. Portanto, a atividade da sericicultura
proporciona importantes aspectos socio-econdmicos: € uma cultura alternativa, gera

produto de exportacdo, fixa o0 homem no campo, apresenta pouca dependéncia
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climatica, tem pequeno custo de producéo, além de contribuir para a racionalizag&o
da méo-de-obra.

No Brasil, a seda foi introduzida somente no século XIX, durante o reinado
de D. Pedro I, no estado do Rio de Janeiro, no municipio de Itaguai, onde foi
instalada a primeira industria de seda nacional, a Companhia Imperial Seropédica
Fluminense. Posteriormente, a atividade se desenvolveu em Minas Gerais, com a
instalagdo da primeira Estacdo Experimental de Sericicultura, no municipio de
Barbacena, em 1912. Em 1921, a atividade recebeu estimulo para se instalar em
Sao Paulo, com a criacdo da S/A Industria de Seda Nacional, em Campinas. Em
1940, foi fundada em Bastos (SP), por imigrantes japoneses, a Sociedade
Colonizadora do Brasil, Brajiru Takushoku Kumiai, da qual originou a Fiacdo de
Seda BRATAC S.A., hoje a maior e Unica industria de fiagdo de seda que atua no
Brasil.

Na sericicultura, é de grande valor comercial a obtencdo de hibridos que
apresentem um alto rendimento de casulos por grama de ovo, resisténcia ao cultivo
no campo e qualidade do fio de seda. As ragas japonesas apresentam alto teor de
seda ao casulo, e as ragas chinesas apresentam maior resisténcia ao cultivo no
campo. Desta forma, para obtengdo do hibrido, procura-se misturar as
caracteristicas genéticas das racas japonesas e chinesas puras. As racas puras sao
resultantes do cruzamento de racas de mesma origem entre si, de modo a obter
uma raga pura japonesa e outra raga pura chinesa. O cruzamento destas resulta no
bicho da seda hibrido (Fernandez et al., 2005).

2.1.4. Patégenos

Bombyx mori é susceptivel a muitas doencas, podendo estas serem
causadas por bactérias, fungos e virus. As doencas causadas por patdgenos
ocorrem em quase todas as &reas de criagdo do mundo, sendo que as doencgas
virais s8o responsaveis por quase 70% da perda da producdo, representando
mundialmente um sério problema para a sericicultura (Sengupta et al., 1990;
Brancalh&o, 2002).

Os virus entomopatogénicos da familia Baculoviridae infectam
predominantemente insetos holometébolos, particularmente da ordem Lepidoptera,

sendo, assim, as sericulturas um grande alvo destes. Os virus desta familia séo
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conhecidos como baculovirus e taxonomicamente divididos em dois géneros:
Nucleopolyhedrovirus (NPV; Figura 4) e Granulovirus (GV). No Brasil, a primeira
observacéo notificada foi a da presenca de NPV em culturas de hibridos do bicho-
da-seda em S&o Paulo (Gatti et al., 1976). No Parana, a primeira descri¢cdo foi

realizada por Brancalh&o (2002).

Figura 4 - Micrografia do poliedro viral de Bombyx mori (BmNPV - Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus) (Brancalho, 2002). VEJA SE ESTA CERTO

Em Maringd, a Cooperativa Agroindustrial de Maringa (Cocamar) fez a
Universidade Estadual de Maringa (UEM) a doacao de um banco de germoplasma,
composto de 16 matrizes chinesas e japonesas. Com a obtencédo deste banco e
sabendo que a heranca genética destas racas € completamente desconhecida,
vérias pesquisas vém sendo realizadas. Na UEM, o grupo da Prof2 Dr2 Maria A.
Fernandez e na UNIOESTE (Universidade Estadual do Oeste do Parand) e o grupo
da Prof2 Dr2 Rose M.C. Brancalhdo desenvolvem projetos de genética molecular e

de resisténcia a patégenos com estas 16 matrizes.

2.1.5. Importancia

O B. mori é de relevante importancia econdmica para as industrias téxteis,
pois seu produto de secrecdo, os fios de seda, tem alto valor comercial e possui

caracteristicas Unicas, como brilho, suavidade e textura, apresentando excelente
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qualidade de acabamento e uma resisténcia natural ao amarrotamento. Quando
misturada com outros fios, é possivel desenvolver tecidos tdo resistentes que o
homem ainda n&o conseguiu igualar com outras fibras sintéticas, como o nylon e o
poliéster (Fernandez et al., 2005).

Esta espécie é muito importante economicamente e é o Unico inseto
realmente domesticado que perdeu suas caracteristicas selvagens, sendo
selecionado ha milhares de anos para melhorar a producéo de seda, havendo mais
de 3.000 linhagens conhecidas. No entanto, estes insetos também tém sido usados
para produzir proteinas recombinantes (Tamura et al., 2000; Thomas et al., 2002;
Tomita et al., 2003; Imamura et al., 2003), biorreatores (Chen et al., 2006; Hofmann
et al., 2006; Zhang et al., 2006), a seda como fonte de biomateriais como mostrado
por Altman et al., (2003), Huang e Li (2004), Servoli et al., (2005), Wang et al.,
(2006; 2007) e as crisdlidas para a remocdo de metais pesados de &guas
contaminadas (Paulino et al., 2006).

O B. mori é hoje um organismo modelo em estudos cientificos bésicos,
devido as suas caracteristicas de facil manuseio e criagéo. E considerado o segundo
inseto mais estudado no mundo, estando atras somente de Drosophila melanogaster
(Nagaraju, 2000; Parthasarathy e Gopinathan, 2005). Apresenta grande importancia
econdmica, pois o produto de secre¢do de suas glandulas sericigenas, uma proteina
flamentosa que origina o fio da seda, tem alto valor para a indastria. Com o
patrocinio da industria da seda, os estudos com este inseto iniciaram-se antes de
1900 e, em 1930, muitas pesquisas na area da genética ja haviam sido reportadas,
possibilitando hoje reconhecer mais de 400 mutagbes que afetam diversos aspectos
do organismo, como morfologia, desenvolvimento, comportamento e até mesmo as
caracteristicas consideradas de importancia econdmica (Nagaraju e Goldsmith,
2002).

2.2. Proteina de reparo kinl7

A proteina kinl7 foi descoberta, em 1989, em células de rato, gracas a
anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA de
Escherichia coli (Angulo et al., 1989). Em bactérias, a proteina RecA é responsavel
pelo reparo do DNA em eventos como a recombinagéo, a mutagénese e a regulagdo

de genes da resposta SOS. A detec¢do de uma proteina homoéloga em eucariotos
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era o objetivo dessa analise, visto que esses processos também ocorrem nessas
células (Anderson e Kowalczykowski, 1998). Entre os eucariotos, os genes kinl7
sdo bastante conservados filogeneticamente, o que aponta para um papel essencial
desses genes. Tem sido identificados genes ortélogos da kinl7 em humanos,
camundongo, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Brugia malayi e
Schizosaccharomyces pombe (Despras, 2006).

Proteinas de localizacdo nuclear geralmente interagem com o DNA para
controlar a manutencdo, propagacao e expressdo do genoma. Apesar de ter sido
identificado um grande numero de proteinas que estdo envolvidas na replicacéo,
recombinacao e reparo do DNA, os mecanismos envolvidos nesses processos e as
interacdes entre eles, assim como entre as proteinas relacionadas, permanecem por
ser elucidados.

A estrutura da proteina kinl7 tem sido estudada em camundongos, sendo
possivel observar que ela apresenta cinco dominios funcionais, como pode ser visto

na Figura 5 e na Figura 6 (Kannouche et al., 1997; Mazin et al., 1994b).

! 24 28 162 240 337
NIIEHHCOOH
3! 30 204 258 372 393
/ZF RH KOW

Figura 5 - Dominios funcionais da proteina kinl7: MTS (sinal putativo de localiza¢éo
mitocondrial); ZF (dedo de zinco); RH (dominio de homologia a proteina RecA de E.
coli); NLS (sinal de localizagcdo nuclear); KOW (motivo KOW). Original de Despras,
2006.

A proteina kinl7 apresenta quatro dominios particulares (Despras, 2006):

* Um sinal de localizagdo nuclear, NLS (nuclear localization signal), que esta
situado entre os aminoacidos 240 e 258 da proteina kinl7. Ele assegura a
localizacdo nuclear da proteina, a qual possui uma distribuicdo intranuclear em
compartimentos especificos, que se co-localizam com sitios de sintese de DNA.

» Um motivo dedo de zinco, ZF (zinc finger) do tipo Cx2Cx12Hx5H, que esta

situado entre os residuos 28 e 50, permitindo a interacdo da proteina Kinl7 com o

12



DNA (Mazin et al., 1994b). Este dedo de zinco é similar ao da PARP (poly ADP-
ribose polymerase), uma proteina que esta envolvida no reparo do DNA.

* Uma regido de 40 aminoacidos situados na regiao mediana da proteina
(residuos 162 a 201), que apresenta uma homologia de 49% com a extremidade C-
terminal da proteina RecA bacteriana (Angulo et al., 1991). Esta regido de homologia
explica a deteccdo da kinl7 por anticorpos dirigidos contra a RecA, sendo uma
regido fortemente conservada na sequéncia da proteina kinl7. De fato, a delegéo
deste fragmento inibe a reacdo cruzada com os anticorpos dirigidos contra a RecA e
provoca uma redistribui¢cdo da kinl7 no nucleo (Kannouche et al., 1997).

* Um motivo denominado KOW foi identificado entre os residuos 330 e 363,
confirmado por meio de andlise de cristalografia da extremidade C-terminal da
proteina kinl7 (le Maire et al., 2006). Alguns autores indicam que 0os motivos KOW
estdo, dentro do metabolismo do RNA, relacionados com interacbes proteina-

proteina e proteina-RNA (Steiner et al., 2002).

Figura 6 - Imagem dos modelos estruturais de regides da kin1l7 humana depositadas
no banco de dados Protein Data Bank (www.pdb.org). Regido A: formada pelos
residuos 51-160 (pdb id:2V1N), em B: regido formada pelos residuos 269-388 (pdb
id: 2CKK).

Por meio do estudo da expressdo do gene kinl7 em células de carcinoma
colorretal humano (linhagem RKO), utilizando RNA anti-senso para silenciar o RNA
mensageiro da proteina, foi observado que a reducdo no nivel de expressao desta é
acompanhada de uma reducao do crescimento e da proliferacdo celular, além de um

acumulo de células no comeco ou no meio da fase S do ciclo celular (Biard et al.,
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2002). A analise por citometria de fluxo de células que superexpressam a proteina
kinl17 revelou uma alteragéo no padrdo de intercalamento do iodeto de propideo ao
DNA, um composto fluorescente utilizado nesta técnica para marcar a molécula.
Assim, a superexpressao da proteina poderia induzir as mudangas conformacionais
na cromatina, hipétese reforcada pelo fato de uma fracdo da proteina estar
associada a cromatina (Biard et al., 2002). Além disso, esse fato poderia também
explicar as alteracbes nucleares observadas em células que superexpressam a
kinl7 quando transfectadas com o cDNA da proteina. Essas alteragfes consistem
na diminuigdo da taxa de replicagéo e na inibigcdo da proliferacdo celular (Biard et al.,
1999; Kannouche e Angulo, 1999).

Recentemente, tém sido descritos resultados que apontam que a proteina
kinl7 é ativada por estresse (Kannouche et al., 1998. Foi observado, por meio de
técnicas de imunofluorescéncia indireta e microscopia eletrénica, que essa proteina
esti associada a cromatina, formando focos de replicagdo por todo o nucleoplasma,
similar aqueles observados com outras proteinas envolvidas no splicing de RNA, na
replicacé@o e reparo do DNA. Cogita-se a hipétese de que ela possa participar como
fator na replicacdo do DNA, criando uma ponte entre a replicagdo e o reparo do
DNA, sendo esta ponte mediada por complexos proteicos de alto peso molecular
(Mazin et al., 1994a; 1994b; Kannouche et al., 2000; Biard et al., 2002; Despras et
al., 2003; Masson et al., 2003; Miccoli et al., 2005).

Os genes da kinl7 estédo situados no cromossomo 2, em murinos, e no brago
curto do cromossomo 10 nos seres humanos (Angulo et al., 1991). Estes genes
possuem, respectivamente, 391 e 393 residuos de aminoécidos e uma massa
molecular de 45 e 47kDa, apresentando ambas um ponto isoelétrico de 9,3
(Kannouche et al., 2000).

A distribuicdo nuclear da proteina kinl17 ao longo do ciclo celular apresenta
alteragdes dinamicas entre a estrutura da cromatina e a matriz nuclear (Miccoli et al.,
2003) e foi constatado que esta proteina estia associada ao complexo multiproteico
de replicagdo do DNA, em conjunto com outras proteinas, como a RPA70, PCNA e
DNA polimerase a. Complexos multiproteicos isolados de células em cultura
capazes de realizar replicagdo do DNA in vitro apresentam atividade reduzida
quando a kinl7 é inibida por imunodeplecdo. Além disso, a kinl7 associa-se
diretamente a certas regides de origens de replicagdo (Miccoli et al.,, 2005). Em

muitas linhagens celulares derivadas de tumores, foi constatado um alto nivel de
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expressédo da kinl7 (Kannouche et al., 2000; Despras et al., 2003), assim como em
tecidos tumorais de pacientes de cancer de mama (Zeng et al., 2011). Este ultimo
estudo apontou que a kinl7 pode ser um potencial alvo no tratamento desse tipo de
cancer e correlacionou a expressdo dessa proteina com fatores de regulagdo do
ciclo celular, como a ciclina D1 e o ERK1/2.

Os dados obtidos até o momento sugerem que a kinl7 pode atuar como um
elo entre processos de replicagdo e reparo do DNA, impedindo a parada do ciclo,
celular devido a presenca de les6es ndo reparadas no DNA. Além disso, a proteina
kin17 também é parte do spliceossomo (Rappsilber et al., 2002) e pode ser capaz de
se associar diretamente a moléculas de mRNA durante a espermatogénese,
sugerindo a atuacdo dessa proteina também no processamento do RNA. Tais
processos podem ser regulados pela presengca do motivo KOW (Pinon-Lataillade et
al., 2004).

Tendo em vista a importancia do conhecimento sobre os mecanismos de
envolvimento da proteina kinl17 nos processos de replicacdo, recombinagéo e reparo
do DNA, propomos neste trabalho analisar a detec¢@o da proteina kinl7 em cultura

de células de ovéario de B. mori.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais Biol6gicos
3.1.1. Lagartas

Foram utilizadas lagartas hibridas de 5° instar de B. mori, gentiimente
cedidas pela Fiacdo de Seda BRATAC S.A., uma industria sericicola da regido
noroeste do Estado do Parang, Brasil. Os insetos foram mantidos em ambiente
controlado (temperatura média de 25°C e umidade relativa média do ar de 70% de
ventilagéo), sendo alimentadas trés vezes ao dia com folhas frescas de amoreira

(Morus sp).
3.1.2. Células

A linhagem de células Bm5 de Bombyx mori (Figura 7) é derivada de tecido
embrionario e foram gentilmente cedidas por Maria Elita B. Castro (Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia). As células foram inoculadas na concentracao
de aproximadamente 6x10°células/mL em garrafas de cultura de 25cm? com meio
TNMFH (GIBCO® Invitrogen Corporation, CA, USA), suplementado com 10%
de soro fetal bovino e adicionado 1% de ampicilina-estreptomicina (GIBCO®
Invitrogen Corporation, CA, USA). Estas foram mantidas a 27°C e replicadas

assim que atingiram a confluéncia de 90 a 100% da garrafa de cultura.

Figura 7 - Células da linhagem Bm5 derivadas de ovéario de Bombyx mori. (aumento
20X).
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3.2. Dissecacgéo e preparagdo das amostras

Os tecidos larvais, tubulo de Malpighi, sistema nervoso, gbnadas (ovérios e
testiculos), corpo gorduroso e glandula sericigena (anterior, medial e posterior)
foram dissecados e transferidos para um tubo eppendorf 1,5 mL, contendo tampé&o
de lise (lauril sulfato de sodio 2%; EDTA 10mM; Tris-HCI 0,1M pH 8,0) e
armazenados a -80°C. As células Bm5 de culturas de 4-5 dias (monocamada) foram
coletadas por raspagem e centrifugadas a 448G, para a retirada do meio de cultura,
e resuspendidas no mesmo tampé&o de lise. As amostras foram extraidas por meio
de homogeneizacdo, com auxilio de pistilos e, em seguida, fragmentadas por
sonicagdo em cinco etapas, com duracdo de 30 segundos cada, na poténcia média
(3) do equipamento Fischer Scientific. Posteriormente, as amostras foram
ressuspendidas em 20pL de tampé&o de corrida para proteinas (Red Loading Buffer,
New England Biolabs), adicionado de ditiotreitol (DTT), exceto para as amostras de
glandulas sericigenas, nas quais foram utilizados 40 pL do tampdo para a

ressuspensdo do material devido a sua baixa solubilidade.

3.3. Inoculagéo de células Bm5 com BmNPV

Foram inoculadas 2 x 10°%cels/mL, em cada frasco T-25. No controle, foram
adicionados 1mL de meio TMNFH sem soro fetal bovino para simular as mesmas
condigdes celulares que nas células infectadas. No infectado, foram adicionados 1
mL do in6éculo viral de BVs e homogeneizados. As células foram homogeneizadas e
incubadas, por 1 hora, a 27°C para a infec¢do. Apos 1 hora do tempo de inoculacéo,
retirou-se 0 meio incompleto, das células controle, e das células infectadas foram
retirados o meio com os BVs. Foram adicionados meios TMNFH com soro e as
células foram analisadas no microscépio de luz invertido. As células foram
incubadas na estufa bacterioldgica pelo periodo em que seriam analisadas: 0, 12, 24

e 48 horas.

3.4. Gel de poliacrilamida

As amostras de proteinas foram separadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida unidimensional do tipo descontinuo, na presenca de dodecil sulfato de
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sédio (SDS-PAGE), segundo a técnica descrita por Laemmlli (1970). Para a
preparacdo dos géis, foi utilizada uma solucdo de acrilamida/bis-acrilamida na
proporcao de 29:1%. O gel de empilhamento foi preparado a uma concentragéo de
4% (0,125M de Tris-HCI, pH 6,8; 0,1% de SDS) e o gel de separagdo a uma
concentracdo de 12% (0,375M de Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% de SDS). As amostras
foram incubadas a 100°C, por 5 minutos e aplicadas no gel. A separagéo
eletroforética foi realizada a 80 volts, por 20 minutos, no gel de empilhamento, e a

110 volts, por 40 minutos, no gel de separagéo.

3.5. Western blot

As proteinas separadas em gel de poliacrilamida foram transferidas para
membranas de nitrocelulose e a imunodeteccdo da proteina realizada com
anticorpos policlonais anti-kinl7. Foram utilizados dois anticorpos (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), que detectam dominios diferentes da proteina. O K36 (sc-
32768) reconhece uma sequéncia de aminoacidos denominada KOW, localizada ao
longo da regido carboxi-terminal da proteina kinl7 humana. O K58 (sc-32769),
reconhece uma sequéncia localizada ao longo do dominio homologo ao da RecA
(dominio central da proteina kinl7 humana). A eficiéncia da eletrotransferéncia foi
avaliada pela coloracdo das membranas com o corante Ponceau S para proteinas.
O corante foi removido por sucessivas lavagens com &gua bidestilada e,
posteriormente, com TBS-T 1X (Tris-HCI 100mM pH 7,5; NaCl 1,5M e Tween-20
0,05%). A etapa de bloqueio foi realizada com solugédo de bloqueio (albumina a 5%
em TBS-T 1X), por meio de incubagdo, por 1 hora, sob agitagdo, a 25°C.
Sequencialmente, a membrana foi incubada com anticorpos primarios (diluicdo
1:10000) em TBS-T, por 16 horas, a 4°C, sob agitacdo. A incubacdo com os
anticorpos secundérios (goat anti-mouse HRP Dako (P0447) - diluicdo 1:5000) foi
realizada por 1 hora, sob agitacdo, em temperatura ambiente. A revelagdo foi obtida
utilizando o kit ECL Plus da GE Healthcare. Os sinais de quimiluminescéncia foram
detectados em equipamento Storm® (405 nm), disponivel na Central de Produtos

Naturais do Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da UEM.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Detecgdo da proteina kin17 em tecidos larvais de Bombyx mori

Pode-se observar na Figura 8A a imagem da membrana de nitrocelulose
corada com Ponceau S, evidenciado que a transferéncia das proteinas do gel de
poliacrilamida para a membrana foi realizada com sucesso. Esta figura apresenta
diversas bandas coradas em vermelho que representam as proteinas transferidas.

Na Figura 8B podem ser observadas a imagem das proteinas detectadas
com os anticorpos primarios K36 e K58. Estes anticorpos reconhecem regifes

distintas da proteina de reparo kinl7 de humanos, como descrito anteriormente.
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Figura 8 - Deteccado de kinl7 em tecidos larvais de Bombyx mori. A) membrana de
nitrocelulose apos a transferéncia dos polipetideos, corada com Ponceau S. B)
imunodetec¢do com anticorpos para kinl7. M, marcador de peso molecular Biolabs
Color plus. Amostras: GSM, glandula sericigena, regido medial; GSP, glandula
sericigena, regido posterior; OV, ovario; TEST, testiculo; TM, tabulo de Malpighi; SN,
sistema nervoso; CG, corpo gorduroso; 422, extrato de células de pulm&o em cultura
de hamster Chinés.

S&o observadas duas isoformas dessa proteina. Uma de aproximadamente
47kDa é detectada em todos os tecidos, exceto em glandulas sericigenas. Esse

peso molecular é similar ao valor de ~45kDa encontrado na amostra utilizada como
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controle positivo (extrato de células de pulm&o em cultura de hamster Chinés). Outra
isoforma de aproximadamente 40kDa também foi detectada em ovario, testiculo,
tibulo de Malpighi, sistema nervoso e corpo gorduroso. No entanto, essa isoforma,
assim como a outra, néo foi observada em glandulas sericigenas.

Observa-se na figura 8A, corada com Ponceau S, que as concentragdes dos
extratos dos tecidos ndo estdo completamente iguais. Entretanto, as glandulas
sericigenas apresentam bandas proteicas, mas, quando detectadas com o anticorpo,
ndo apresentam a proteina kinl7. No entanto, as amostras de sistema nervoso e
testiculo, na membrana corada com Ponceau S, apresentaram menor concentracao
de proteinas totais, quando comparadas a outras amostras, mas expressam em
niveis elevados a proteina kinl7, detectadas com os anticorpos.

Ao analisar a deteccdo somente com o anticorpo K36, que reconhece a
regido KOW, localizada ao longo da regido carboxi-terminal da proteina kinl7
humana (veja Figura 5), ndo se detectou a proteina em nenhum dos tecidos de B.
mori (resultados ndo mostrados). Na figura 9, é observado o alinhamento da
sequéncia de Bombyx mori contra a sequéncia da proteina humana, apresentando a
baixa identidade entre as mesmas. Esse resultado implica na afirmacéo de que as
fracdes protéicas de kinl7 possuem uma regiao de baixa identidade com a proteina

kinl7 de humanos, indicando que o dominio KOW néo faz parte da proteina em B.

mori.
Bombyx 311 RIVDEKIKLKLDQNHLETVVPSCGRKVRVVNGAXPGGRGHAARRSAPTPTAAXSKRKGPL
Humano 317 KMIDSGDKLKLDQTHLETVIPAPGKRILVLNGGYRGNEGTLESINEKTFSATIVIETGPL

* *hkkhkk Khkkhkkk K * * X% * * * * *k*k

Figura 9 - Alinhamento da sequéncia proteica de kin17 de Bombyx mori contra a
sequéncia humana (em lilas — regido KOW).

4.2. Detecc¢do da proteina kin17 em células Bm5 infectadas pelo BmNPV

Foram observadas as fragcdes de aproximadamente 40 a 47kDa em todos os
extratos celulares de células de Bombyx mori da linhagem Bmb5, infectados e
controle (Figura 10). Todas as fragdes apresentaram um aumento da expressao da

proteina kinl7 ao longo do periodo de tempo analisado (0, 12, 24 e 48 horas), fato
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possivelmente relacionado ao aumento da concentracdo dessa proteina durante o
ciclo celular e o processo de replicacdo do DNA nessas células.

A expressao da proteina kinl7 nos extratos controle e infectados apresentou
alteracbes somente para a fracdo de ~47kDa, com aumento da expressao até 24
horas e diminuicdo no extrato de 48 horas de células infectadas. Entretanto, as
células dessa fracdo de 48 horas infectadas se encontravam com indicios de
degradacéo proteica, ndo podendo essa fracdo ser considerada para fins de analise.
A fracdo menor é a ~40kDa, a qual pode ser caracterizada como a isoforma da
kinl7, ndo apresentou modificacdo da sua expressdo entre células controle e
infectadas. Fracdes protéicas com pesos moleculares superiores a 60kDa podem
ser indicativas da interagdo da kinl7 com ubiquitina, resultado de um sistema de

degradacéo e/ou controle de disponibilidade dessa proteina nessas células.

kDa . M oOh C oh | 12h C 12h | 24h C 24h | 48h C 48h |

60
50

40"

Figura 10 - Proteina de reparo kinl7 extraida de células Bm5. Imunodeteccéo,
utilizando anticorpos especificos. Amostras: células 0, 12, 24, e 48 horas controle (C)
e infectados (I) com Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV). M) Protein Ladder
(Biolabs).

4.3. Estudo de analises de sequéncia protéica de kinl7 de hamster contra a

sequénciade disco imaginal de B. mori

Foi realizada a conversdo da sequéncia de nucleotideos para a sequéncia
de aminoécidos de disco imaginal de B. mori, por meio do programa computacional
ExPASy Bioinformatics Resource Portal, notada no banco de dados com o namero
de acesso: AK377488.1. Essa sequencia proteica foi submetida ao programa
computacional ExPASy-Compute pl/Mw tool para o célculo teérico do peso

molecular.
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MKHGREKRRKVLRNTSRTKRLKASQKLRWYCQMCQKQCRDENGFKCHTMSESH
QRQLLLFADNASKYIDQFSKEFSDGYVELLSRQFGTKRVNANKVYQEYISNRDHLH
MNATQWETLTDFVKWLGREGKCVVDETEKGWFVTYIDRDPAAIAAQEAKAKKEKM
DKDDQERMLEFIQKQVEKGKKENDSNIEPTYTELKRESSQERLTFNLNLKRKNEDK
KSEVLSSSALKSLKSKEDSKRIRIEESTSRQSALDEIMKMEEKAKEKANRKDYWLTE
GIVVKIVTKSLGDKFYKRKAVVERVIDKYGAEVRIVDEKIKLKLDQNHLETVVPSCGR
KVRVVNGAXPGGRGHAARRSAPTPTAAXSKRKGPLTGRLVKGVEYEDISKLASYTI
D

Figura 11 - Sequéncia protéica de disco imaginal de Bombyx mori. Sublinhado a
sequéncia maior da proteina, com 392 residuos de aminoacidos; em negrito, a
sequéncia retirada da proteina menor, com 365 residuos de aminoacidos.

A sequéncia apresenta dois nucleotideos de terminacdo (Figura 11). O
primeiro, com 392 aminoacidos, possui um peso molecular de aproximadamente
45.5kDa; a outra sequéncia, com 365 aminoacidos, possui uma massa de
aproximadamente 42.5kDa. A andlise computacional dessa sequéncia mostra que
as bandas observadas na imunodeteccdo dos tecidos e da cultura de células,
possuem tamanhos similares aos estimados pelo programa com a sequéncia de

cDNA do disco imaginal.

CLUSTAL 2.1 multiple ssquence alignment

Bomby MEHGRERRREVLRNT SRTRRLFASQORLRWY COMCORQCRDENGFRECHTMSESHOROLLLE 60
hamster MGESDFLSPFAIANRIESE———GLOELEWYCOMCORQCRDENGFECHCMSESHOROLLLE 57
w s w s P B L e Tl o B R A S S o e
Bomby ADNASEYIDOFSFREFSDGY VELLSROFGTERVNANEVYOEY ISNEDHLHMNATOWETLTD 120
hamster SENPCQFMDYESEEFRI\__)FLEI.LRRRFGT?RVI-_NI\ IVYNEY ISHREHIHMNATOWETLTD 117
saw L Lpzah Aokl oo osbakd kbl AR A s b bbbl sk ook bbbkl A bbb
Bombyy FVEWLGREGECVVDETERGWEVTY IDRDEPAATALOFRARAREERMDEDDOERMLEFIOQREQV 180
hamster FrEWLGREGLCEVDETPRGWY IQY IDRDPETIRROLELEFRFRFRODLDDEERTARFIEEQY 177
ko kAR ok Rk hok AR R non AR Rk ok n A - R T
Bomby ERGERENDSNIEPTYTELERESSOERLTFNLNLEREN————EDEESEVLSSSATESLESE 236
hamstexr RRG-LEGRECQETEFVETELSRENDEERVIFNLNEGAGSSAVATSSRSGSLEGPSALETLGSAE 236
. . I . L L P
Bomby EDSFRIRIEESTSR—————— COSATDEIMEMEEFAREEANREDYWLTEGIVVEIVTESLGD 230
hamster SSMRREESSCOSSAQPARRRRESATLDEIMELEEERRRTA-RTDSWLOPGIIVEIITERLGE 235
L T R o T N o ek s R e n
Bombyy FFYERFAVVERVIDEYGAEVRIVDERIFLELDONHLETVVESCGREVRVVNGAXPEGRGH 350
hamster FRYHRRRGVVEREEVIDRY TAVVEMIDSGDRLELDOTHLETVIFAPGRRILVLNGEYRGNEGT 355
W a ok a R s | Wk sk W W om o R kA R Rk | ko sk s W oa o Won ek W
Bomby AARREAPTPTARNSEREGPLTGRLVEGVEYEDISELASYTID 392
hamster LESINERTFSATIVIETGPLEGRRVEGIOYEDTISELA————— 352
W B st

Figura 12 - Alinhamento das sequéncias de disco imaginal de Bombyx mori com
hamster. Em azul — o motivo dedo de zinco; em verde — NLS (entrada nucleo); Em
vermelho — RecA; Em lilds — KOW.
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Foi realizado o alinhamento da sequéncia protéica de disco imaginal de
Bombyx mori notada contra a sequéncia da kin17 de hamster (P003494972.1; Figura
12). O alinhamento mostrou que existem similaridades entre as sequéncias,
principalmente no que se refere ao motivo dedo de zinco. Porém a sequéncia que
contém a regido KOW, que reconhece a regido Carboxil-terminal, mostra-se
degenerada ou inexistente em B. mori. Pode-se observar, marcado em azul, o dedo
de zinco presente nas duas sequéncias; em verde, o sinal de entrada no ndcleo; em
vermelho, a regido RecA que o anticorpo K58 reconhece; e em lilds a regido KOW

ndo aparente em B. mori.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel detectar a proteina kinl7 em Bombyx mori por meio de
anticorpos policlonais monoespecificos para humanos, dirigidos contra a proteina
RecA de Escherichia coli.

A imunodetecgdo com o anticorpo K36, que reconhece uma sequéncia de
aminoacidos denominada KOW, localizada ao longo da regido carboxi-terminal da
proteina kinl7 humana, ndo conseguiu detectar a proteina kinl7 em extratos de
células de Bombyx mori.

Este trabalho mostrou pela primeira vez a existéncia de duas isofromas da
proteina kinl7 em tecidos larvais de Bombyx mori e da linhagem celular Bmb5,
derivadas de células embrionérias de ovario de B. mori.

A infeccdo por BmNPV em células Bm5 influencia na expresséo da proteina
kinl7, em especial a isoforma com ~47kDa. Foi possivel observar também que as
duas isoformas (com aproximadamente 40kDa e 47kDa) apresentam aumento de

sua expressao durante o ciclo celular.
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