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RESUMO 

 

A interferência por RNA (RNAi) é o processo celular de silenciamento gênico 
sequência-específico que ocorre em resposta à presença de duplas-fitas de RNA 
(dsRNA) homólogas, as quais podem ser moléculas endógenas (miRNAs) ou 
exógenas (siRNAs). Apesar de outras proteínas acessórias estarem envolvidas em 
vários aspectos do RNAi, proteínas Dicer e Argonautas são suficientes para 
estabelecer a via funcional. Proteínas Dicer (dcr) são caracterizadas por múltiplos 
domínios: domínio ATPase/helicase, DUF283, PAZ, dois domínios RNase III e um 
domínio ligador de dsRNA (dsRBD). Alguns membros dessa família perdem um ou 
mais desses domínios. Proteínas Argonautas (ago) são caracterizadas pela 
presença de quatro domínios: N-terminal, PAZ, MID e PIWI. O triatomíneo Rhodnius 
prolixus tem sido usado como modelo para estudos de genômica funcional baseado 
no silenciamento gênico, exibindo uma resposta sistêmica ao RNAi. Entretanto, 
pouco se sabe sobre as vias de RNAi nesse inseto. O objetivo desse trabalho é 
identificar os componentes centrais da via do RNAi em Rhodnius prolixus, 
investigando a resposta sistêmica a dsRNAs exógenas. A partir dos dados do 
genoma do inseto e utilizando ferramentas de bioinformática, genes envolvidos com 
a via de RNAi foram identificados e comparados com genes já descritos para outros 
organismos. Utilizando técnicas de biologia molecular (RT-PCR e qPCR), foi 
possível investigar a expressão de alguns desses genes em resposta à alimentação 
sanguínea e à presença de dsMAL, uma dsRNA exógena não-específica. Além 
disso, a presença de dsMAL foi investigada após incubação da mesma com 
hemolinfa e proteínas solúveis obtidas de ovários, corpo gorduroso e intestino médio 
anterior e posterior. Foram encontrados 2 genes que codificam proteínas Dicer, 6 
genes que codificam Argonautas e um gene que codifica Drosha. Os transcritos de 
três desses genes (dcr1, dcr2 e ago2A) foram detectados em ovário, corpo 
gorduroso, intestino médio anterior e posterior. A alimentação sanguínea induziu o 
aumento da transcrição dos 3 genes em corpo gorduroso e intestino médio anterior e 
o aumento de dcr2 e ago2A em intestino médio posterior. Verificou-se também, um 
aumento de expressão do gene dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 
posterior em resposta à dsMAL, enquanto a expressão do gene dcr1 mostrou-se 
aumentada em corpo gorduroso e ago2A em corpo gorduroso e intestino médio 
posterior. O gene dcr2 parece estar relacionado à via de siRNA, já que apresenta 
alto nível de expressão após injeção de dsRNAs em todos os tecidos analisados. 
Além disso, dsRNAs não foram detectadas quando incubadas com hemolinfa e após 
24h incubadas com proteínas solúveis de ovários. Isso não ocorre com dsRNAs 
incubadas com proteínas solúveis dos outros tecidos, mostrando que a presença de 
atividade RNase é tecido-específica. Os resultados podem ajudar a elucidar a via de 
RNAi de Rhodnius prolixus  

 

Palavras-chaves: inseto, RNAi sistêmico, genômica funcional, dicer, argonauta 
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ABSTRACT 

 

RNA interference (RNAi) is the cellular process of sequence-specific gene silencing 
in response to the presence of homologous double-stranded RNA (dsRNA), which 
can be endogenous (miRNAs) or exogenous (siRNAs) molecules. Although other 
accessory proteins are involved in a lot of aspects of the process of RNAi, Dicer and 
Argonautes proteins are sufficient to establish the functional pathway. Dicer proteins 
(Dcr) are characterized by multiple domains: ATPase/helicase domain, DUF283, 
PAZ, two RNase III domains and binding dsRNA domain (dsRBD). Some members 
of this family lose one or more these domains. Argonaute proteins (Ago) are 
characterized by the presence of four domains: N-terminal, PAZ, MID and PIWI. The 
triatomine Rhodnius prolixus has been used as a model for functional genomics 
researches based in gene silencing, exhibiting a systemic RNAi response. However, 
little is known about the RNAi pathways in this insect. The aim of this work is identify 
the core components of the RNAi pathway in Rhodnius prolixus, investigating the 
systemic response to exogenous dsRNAs. From genomic data of the insect and 
using bioinformatics tools, genes involved in the RNAi pathway were identified and 
compared with genes already described for other organisms. Using molecular biology 
techniques (RT-PCR and qPCR), we investigated the expression of some genes in 
response both to blood feeding and to presence of dsMAL, a nonspecific exogenous 
dsRNA. In addition presence of dsMAL  was investigated after incubation with 
hemolymph and soluble proteins obtained of ovaries, fat body, anterior and posterior 
midgut. In the Rhodnius prolixus genome were found two genes encoding Dicer 
proteins, six genes encoding Argonautes proteins and a gene encoding Drosha. 
Transcripts of three genes (dcr1, dcr2 and ago2A) were detected in ovary, fat body, 
anterior and posterior midgut. Blood feeding induced an increase in transcription of 
these three genes in the fat body and midgut and an increase in transcription of dcr2 
and ago2A in anterior and posterior midgut.The gene dcr2 exhibited increased 
expression in fat body, anterior and posterior midgut in response to dsMAL injection 
while dcr1 was increased only in fat body and ago2A in fat body and posterior 
midgut. The gene dcr2 seems to be related with siRNAi pathway since it responded 
with a high increased expression, after injection of exogenous dsRNAs in all tissues 
analyzed. Furthermore dsRNAs weren’t detected in the presence of hemolymph and 
after 24 hours of incubation with soluble proteins of ovaries. The same didn’t occur 
with dsRNAs incubated with soluble proteins of the other tissues, showing that the 
presence of RNase activity is tissue-specific. The results can help to describe the 
RNAi pathway in Rhodnius prolixus. 

 

Keywords: insect, systemic RNAi, functional genomics, dicer, argonaute 
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1- INTRODUÇÃO 

1.1 – RNA de interferência 

Um dos mais importantes avanços da Biologia foi a descoberta que moléculas 

de RNA podem regular a expressão de genes (NOVINA e SHARP, 2004). Biólogos 

trabalhando com petúnias avaliaram o efeito da diminuição da expressão de genes 

envolvidos com a pigmentação de flores. Cópias dos genes diidroflavonol-4-redutase 

(DFR) ou chalcona sintase (CHS) foram introduzidos no genoma da planta Petunia 

hybrida, tendo sido observado um mecanismo natural de silenciamento gênico ao 

qual foi dado o nome de PTGS (do inglês post-transcriptional gene silencing). Isso 

mostrou que quando transgenes são homólogos aos RNAs codificados por genes 

endógenos, os dois tipos de RNAs são degradados, um fenômeno que ficou 

conhecido também como co-supressão (NAPOLI et al., 1990). No fungo Neurospora 

crassa, um fenômeno similar à co-supressão foi descrito e chamado “quelling” 

(ROMANO et al., 1992). Fire et al. (1998) descreveram e explicaram pela primeira 

vez o fenômeno que foi chamado de RNA de interferência (RNAi) em células de 

animais. Este estudo mostrou que a injeção de uma longa dupla-fita de RNA no 

nematódeo Caenorhabditis elegans levou à degradação do RNA mensageiro 

homólogo. O nome RNAi também é traduzido no nosso idioma como RNA 

interferente ou Interferência mediada por RNA. 

Muitas vias relacionadas ao RNAi são conhecidas por regular uma ampla 

variedade de processos celulares em praticamente todos os eucariontes (CERUTTI 

e CASAS-MOLLANO, 2006). RNAi pode afetar diversos aspectos da biologia dos 

eucariotos, incluindo o desenvolvimento embrionário, fertilidade em animais e a 

defesa antiviral em plantas e invertebrados (BERNSTEIN et al., 2003; SAITO e 

SIOMI, 2010; VOINNET et al., 1998; WANG et al., 2006). Apresenta também papel 

crucial em processos celulares como: proteção contra elementos de transposição, 

regulação de genes e modificação da estrutura da cromatina (ALMEIDA e 

ALLSHIRE, 2005).  

A proteção contra a proliferação de vírus e elementos de transposição, bem 

como a resposta a duplas-fitas de RNA exógenas, originam moléculas efetoras que 

guiam a degradação do RNA mensageiro alvo. Tais moléculas são conhecidas como 

pequenos RNAs de interferência (do inglês small interfering RNA - siRNA). Os 
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siRNAs são gerados pela ação de proteínas da família RNAse III, conhecidas como 

Dicer, que ao encontrarem dupla-fitas de RNA longas (dsRNA), clivam-nas em  

siRNAs (TUSCHL et al., 1999; ZAMORE et al., 2000). Após a clivagem, os siRNAs 

são separados e a fita anti-sense é preferencialmente carregada em um complexo 

protéico chamado RISC (do inglês RNA Induced Silencing Complex). Este complexo 

é responsável por buscar no transcriptoma os RNAs mensageiros alvos. Finalmente, 

a fita simples de RNA carregada, conhecida como fita guia, direciona a 

endonuclease Argonauta (AGO), que faz parte do complexo RISC, para clivar o RNA 

mensageiro que contenha a sequência homóloga à fita guia, a qual determina a 

especificidade sequencial da resposta do RNA de interferência (MEISTER e 

TUSCHL, 2004; TOMARI e ZAMORE, 2005).  

A atuação do RNAi na regulação gênica ocorre principalmente por meio dos 

microRNAs (miRNAs). Estes são RNAs com cerca de 22 nucleotídeos e são gerados 

a partir de transcritos endógenos em forma de grampo e que usam a 

complementaridade antisense para inibir a expressão de RNAs mensageiros 

específicos (AMBROS et al., 2003; BARTEL, 2004). Estudos revelaram o 

envolvimento de miRNAs em vias genéticas complexas reguladoras da 

embriogênese, hematopoiese, diferenciação neuronal e desenvolvimento mediado 

por HOX (PASQUINELLI et al., 2005).   

Os miRNAs são formados a partir de longas dsRNAs transcritas pela RNA 

polimerase II ou III, as quais são denominadas microRNAs primários (pri-miRNAs). 

Estes são processados no núcleo da célula por um complexo formado pela proteína 

Drosha, uma endoribonuclease de classe I, juntamente com seu cofator DGCR8 (do 

inglês DiGeorge syndrome critical region in gene 8), também conhecido como Pasha 

em moscas e nematódeos (DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN et al., 

2004). O processamento por Drosha envolve a remoção da haste dupla-fita e das 

sequências flanqueadoras, originando precursores de miRNAs (pré-miRNAs), 

também em forma de grampos, os quais são transportados para o citoplasma da 

célula através do receptor nuclear exportina-5 (LUND et al., 2004; YI et al., 2003). 

No citoplasma, os pré-miRNAs são processados pela Dicer, a qual através do 

domínio PAZ, reconhece a saliência 3’ terminal de 2 nucleotídeos deixada pela 

proteína Drosha, clivando o pré-miRNA em duplex de dsRNA maduros (HAMMOND, 

2005; OLENA e PATTON, 2010). A proteína TRBP (do inglês TAR RNA-binding 
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protein) atua juntamente com Dicer para formar um complexo que atua não só no 

processamento de miRNA, mas também dá suporte para a montagem de RISC 

(CHENDRIMADA et al., 2005). 

Uma fita do miRNA maduro é empacotada no RISC e guiada para o RNA 

mensageiro alvo, enquanto a outra é degradada. Argonautas que compõem RISC 

intermedeiam tal pareamento da fita com o RNA mensageiro alvo, sendo que o grau 

de complementaridade entre estes dois define se o RNA mensageiro será clivado e 

degradado ou se ocorrerá repressão da tradução (OLENA e PATTON, 2010). A 

Figura 1 resume as etapas comuns das vias de siRNAs e miRNAs e a Figura 2 

mostra a via do RNAi (miRNA) e seus principais componentes. 

 
 

 

 
 

Figura 1: Mecanismo de RNA de interferência. Etapas comuns das vias de siRNAs e 
miRNAs. Duplas-fitas de RNA de diversas origens são processados por uma proteína 
RNase III, como Dicer, em curtos fragmentos (~ 20-30 nt). Uma das fitas é carregada 
por Argonauta, permitindo o reconhecimento do RNA alvo. Uma vez que o alvo é 
reconhecido, a sua expressão é modulada por um dos vários mecanismos distintos, 
dependendo do contexto biológico. Adaptado de Carthew e Sontheimer (2009).  
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Figura 2: Descrição da via de RNAi mediada por microRNAs. Inicialmente pri-miRNAs 
são processados pelo complexo Drosha/DGCR8 no núcleo, originando os pré-miRNAs. 
Logo após, estes são enviados para o citoplasma onde são processados em duplex de 
miRNAs maduros pelo complexo Dicer/TRBP. Os miRNAs maduros direcionam RISC ao 
RNA mensageiro, que de acordo com a complementaridade pode ser clivado e degradado 
ou ter sua tradução impedida. Adaptado de Olena e Patton (2010). 
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Uma classe diferente de pequenos RNAs compostos por 24 a 30 nucleotídeos 

são produzidos por um mecanismo independente de proteínas Dicer. Essa classe de 

pequenos RNAs são chamados piRNAs, por se associarem a proteínas PIWI.  

Proteínas PIWI, juntamente com as helicases Armitage e Spindle E, estão 

envolvidas com o processamento dos piRNAs e são restritas às células germinativas 

(ARAVIN et al., 2004; GIRARD et al., 2006; KLATTENHOFF e THEURKAUF, 2008;  

VAGIN et al., 2006). 

Os mecanismos de RNAi desencadeados em nível celular foram chamados 

de “cell autonomous RNAi”, onde apenas as células que entram em contato com as 

dsRNAs, ou as geram, são afetadas pelo silenciamento (WHANGBO e HUNTER 

2008). Entretanto, em plantas e alguns animais, o silenciamento gênico iniciado 

localmente pode se espalhar para partes distantes do organismo, o que é chamado 

de “non-cell autonomous RNAi” (TERENIUS et al., 2011; WHANGBO e HUNTER 

2008). Isso pode ocorrer quando dsRNAs são captadas do ambiente e internalizadas 

para dentro da célula (RNAi ambiental) ou quando o sinal de silenciamento é 

transportado de uma célula para outra ou de um tecido para outro (RNAi sistêmico). 

Em organismos multicelulares, o RNAi ambiental pode ser seguido pelo RNAi 

sistêmico e ambos sempre serão seguidos do RNAi celular autônomo (HUVENNE e 

SMAGGHE, 2010). 

1.2 – Proteínas envolvidas em RNAi 

1.2.1 – Família RNase III 

 

Enzimas pertencentes à família RNase III podem ser classificadas em três 

classes, de acordo com a disposição dos domínios (MACRAE e DOUDNA, 2007).  A 

classe I apresenta apenas um domínio RNase III e um domínio ligador de dsRNA 

(dsRBD). Já a classe II, além de apresentar um domínio RNase III e um dsRBD, 

apresenta uma região de poli-prolina, próxima a extremidade amino-terminal. Nesta 

classe estão as proteínas chamadas Drosha (MACRAE e DOUDNA, 2007).  

Na classe III das RNases III estão presentes as enzimas Dicer, que 

apresentam vários domínios em uma ordem específica. Da extremidade amino para 

a carboxi-terminal: um domínio ATPase/helicase (também chamado ATPase DEXD-

H), um domínio DUF283, um domínio PAZ, dois domínios RNase III e um dsRBD 
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(Figura 3a). Vale ressaltar que membros da classe III podem diferir ligeiramente 

nesse arranjo, apresentado a falta de um ou mais domínios (CARTHEW e 

SONTHEIMER, 2009). 

A função dos domínios ATPase/helicase e DUF283 no processamento da 

dsRNA ainda não foi esclarecido (HAMMOND, 2005; MACRAE e DOUDNA, 2007).  

O domínio PAZ reconhece a extremidade dsRNA, enquanto os dois domínios RNase 

III formam um centro catalítico e clivam as fitas opostas da dsRNA, de maneira a 

formar uma saliência de 2 nucleotídeos na extremidade 3' (Figura 3b). A distância 

entre PAZ e os resíduos catalíticos determina o tamanho dos pequenos RNAs (LIU e 

PAROO, 2010).  

 
 

 
 
 

Figura 3: O funcionamento de Dicer. (a) Os domínios presentes em Dicer da extremidade 
amino para a carboxi-terminal: um domínio ATPase/helicase, um DUF283 (do inglês 
‘Domain of Unknown Function’), um domínio PAZ, dois domínios RNase III (RIIIa e RIIIb) e 
um dsRBD. (b) O domínio PAZ reconhece a extremidade dsRNA, dsRBD liga a dsRNA, 
enquanto os dois domínios RNase III clivam as fitas opostas da dsRNA. A função dos 
domínios helicase e DUF283 no processamento da dsRNA é desconhecida. Adaptado de 
Liu e Paroo (2010). 
 
 

Alguns organismos, incluindo mamíferos e o nematódeo C. elegans, possuem 

uma única Dicer que participa da biogênese de ambos, miRNAs e siRNAs, enquanto 

outros organismos apresentam múltiplas, as quais atuam separadamente nas duas 

vias (BATISTA e MARQUES, 2011). Um exemplo é D. melanogaster, que apresenta 

dois parálogos de Dicer: Dicer-1, envolvida na biogênese de miRNA e Dicer 2, 

envolvida na geração de siRNAs (LEE et al., 2004). Além disso, Dicer-1 não possui o 

domínio helicase, enquanto Dicer-2 apresenta este domínio completo (LEE et al., 

2004). 
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1.2.2 – Argonautas 

As proteínas argonautas estão presentes em procariontes e eucariontes e 

acredita-se que o aumento de cópias dos genes ago está relacionado à 

adaptabilidade ao ambiente e à resistência a doenças (WEI et al, 2012). Em 

eucariontes, as proteínas AGO são compostas por: um domínio N-terminal, um 

domínio PAZ, um domínio MID (do inglês middle) e um domínio PIWI (Figura 4), 

enquanto proteínas AGO de procariontes não apresentam o domínio PAZ, sendo a 

arquitetura dessa proteína variável (WEI et al., 2012). O domínio PAZ interage com a 

extremidade 3’ de siRNA ou miRNA, orientando seu posicionamento dentro de PIWI, 

o qual executa a clivagem dos RNA mensageiros alvos (SONG et al., 2004;  

PARKER et al., 2005; LIU e PAROO, 2010). 

Em eucariontes, as proteínas AGO podem ser classificadas, 

filogeneticamente, em 3 sub-famílias: AGO, PIWI e WAGO (TOLIA e JOSHUA-TOR, 

2007; CZECH e HANNON, 2011). As proteínas da sub-família AGO se associam 

com siRNAs e miRNAs, direcionando RISC ao RNA alvo apropriado (CZECH e 

HANNON, 2011), enquanto proteínas da sub-família PIWI, se associam aos piRNAs 

(JINEK e DOUDNA, 2009). Membros da sub-família WAGO, particularidade dos 

nematódeos, ligam-se a siRNAs secundários (YIGIT et al., 2006). 

Apesar de algumas espécies, como Schizosaccharomyces pombe, 

apresentarem apenas uma Argonauta, a maioria das espécies contêm múltiplas. Em 

D. melanogaster, humanos e C. elegans, por exemplo, existem 5, 8 e 27 parálogos 

de Argonauta, respectivamente, o que pode significar uma especialização funcional 

entre as vias do siRNA e miRNA (BATISTA e MARQUES, 2011).  

 
 

 
 
 

Figura 4: Os domínios presentes em argonautas de eucariontes. Adaptado de Ender e 
Meister (2010). 
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1.2.3 – Outras proteínas 

Proteínas RNase III e argonautas são suficientes para estabelecer a via 

funcional. Apesar disso, outras proteínas acessórias estão envolvidas em diferentes 

aspectos das vias de RNAi (DRINNENBERG et al., 2009). 

Um grupo de proteínas que contém domínios ligadores de dsRNAs (dsRBD) 

atuam como ‘pares’ de Dicer, auxiliando na passagem das moléculas de pequenos 

RNAs para RISC. Em D. melanogaster, Loquacious (LOQS) atua juntamente com 

Dicer 1, R2D2 com Dicer 2 e Pasha com Drosha (DENLI et al., 2004; 

FORSTEMANN et al., 2005; LEUSCHNER et al., 2005; LIU et al., 2003; PELLINO e 

SONTHEIMER, 2003; SAITO et at., 2005). LOQS apresenta 3 domínios dsRBD e é 

um homólogo da proteína TRBP humana (FORSTEMANN et al., 2005). R2D2 é um 

homólogo da proteína RDE-4 de C. elegans e em complexo com Dicer 2, em D. 

melanogaster, facilita a passagem de siRNA da Dicer 2 para RISC. O complexo, mas 

não Dicer 2 sozinha, liga-se ao siRNA e aumenta a degradação do RNA mensageiro 

mediada por RISC (LIU et al., 2003). Pasha, como mencionado anteriormente, é o 

cofator de Drosha. Apresenta 2 domínios dsRBD e atua ligando-se ao RNA, de 

forma a reconhecer a junção dsRNA–ssRNA e posicionar Drosha (DENLI et al., 

2004; HAN et al., 2006). Essas proteínas parecem determinar a especificidade das 

enzimas Dicer, o que sugere que diferenças nessas proteínas podem afetar a 

eficiência de RNAi em diferentes organismos (TOMOYASU et al., 2008). 

Também em D. melanogaster, uma endoribonuclease dependente de Mg2+, a 

C3PO (do inglês component 3 promoter of RISC), foi identificada como um complexo 

multimérico composto de Translina e Trax. C3PO atua na ativação de RISC através 

da remoção dos produtos de clivagem de siRNA (LIU et al., 2009). 

Em C. elegans foi identificada uma RNA polimerase dependente de RNA 

(RdRP) que usa siRNAs primários processados por Dicer como iniciadores para a 

produção de mais siRNAs, gerando com isso mais substratos para Dicer e uma 

“onda” secundária de siRNAs. Essa amplificação parece ser essencial para o efeito 

de RNAi nesse nematódeo (SIJEN et al., 2001; SIJEN et al., 2007). 

Ainda em C. elegans, a proteína Sid-1 está envolvida na resposta sistêmica 

ao RNAi. Sid apresenta um domínio extracelular amino-terminal seguido de vários 

domínios transmembrana, os quais formam um canal que permite a passagem de 

moléculas de dsRNA (FEINBERG e HUNTER, 2003; MAY e PLASTERK, 2005; 
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WINSTON et al., 2002). Algumas espécies de invertebrados, como Tribolium 

castaneum, apresentam homólogos de Sid-1(DUXBURY et al., 2005; WINSTON et 

al., 2002; TOMOYASU et al., 2008), enquanto outros, como D. melanogaster, que 

não apresenta uma resposta sistêmica ao RNAi, não apresenta genes homólogos a 

Sid-1 (ROIGNANT et al., 2003). 

1.3 – RNAi em insetos 

Além de ser usado como ferramenta para o silenciamento, RNAi atua na 

defesa do genoma contra vírus e elementos de transposição (TE) (OBBARD et al., 

2009). Em D. melanogaster, RNAi é a primeira e mais importante resposta imune 

antiviral, mas pouco se sabe sobre a sua função na resposta imune inata de 

vertebrados (BLAIR, 2011). Ao ser infectada com vírus de RNA, como Flock House e 

Vírus C, a mosca-da-fruta aciona a via de RNAi, de forma que dsRNAs geradas 

durante a replicação do vírus sejam degradadas (MEISTER e TUSCHL, 2004). Além 

disso, foi visto que mutantes de D. melanogaster para Dicer 2 e Argonauta 2 são 

altamente susceptíveis à infecção com vírus de RNA (GALIANA-ARNOUX et al., 

2006).  

Homólogos dos componentes das vias de RNAi de D. melanogaster foram 

encontrados no genoma do mosquito Anopheles gambiae, enquanto Argonauta 2 e 

Dicer 2 foram identificadas no mosquito Aedes aegypti (CAMPBELL et al., 2008). Em 

Anopheles gambiae infectados com vírus O’nyong-nyong foi detectada a presença 

de dsRNA formada durante a replicação do RNA viral (KEENE et al., 2004). O 

mesmo ocorre em Ae. aegypti infectados com vírus dengue (FRANZ et al., 2006) ou 

com vírus Sindbis (CAMPBELL et al., 2008). Já que dsRNA não é produzida 

normalmente por células eucarióticas, sua presença dispara uma série de eventos 

que culminam na destruição do RNA viral (OLSON et al., 2002; SANCHEZ-VARGAS 

et al., 2004). Entretanto, vírus parasitas de insetos desenvolveram mecanismos para 

superar a ação da via de RNAi, o que possibilita a infecção do inseto por esses vírus 

(BLAIR, 2011). 

O silenciamento gênico mediado por RNAi foi mostrado em várias ordens de 

insetos, incluindo Diptera (KENNERDELL e CARTHEW, 1998; ST. JOHNSTON, 

2002; BLANDIN et al., 2002; KEENE et al., 2004), Coleoptera (BUCHER et al., 

2002), Hymenoptera (AMDAM et al., 2003; MAORI et al., 2009), Lepidoptera 
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(TURNER et al., 2006; SWEVERS et al., 2011), Blattodea (CIUDAD et al., 2006; 

CRUZ et al., 2006) e Hemiptera (HUGHES e KAUFMAN, 2000; ARAUJO et al., 

2006; MURY et al., 2009; WALTER-NUNO, 2011; LAVORE et al., 2012). Assim, em 

muitos desses estudos foi investigada, por meio de RNAi, a função de genes 

relacionados com o desenvolvimento embrionário e pós-embrionário, diapausa, 

resistência a agente químicos, além dos genes que codificam as proteínas chaves 

da fisiologia do inseto.  

Nos insetos, a resposta sistêmica ao RNAi varia de espécie para espécie. 

Blatella germanica, Oncopeltus fasciatus, Gryllus bimaculatus e T. castaneum são 

completamente sensíveis ao RNAi, enquanto que espécies pertencentes às ordens 

Lepidoptera e Diptera são parcial ou totalmente insensíveis ao RNAi (BÉLLES, 

2010). Dependendo do gene que se quer silenciar, insetos pertencentes à ordem 

Lepidoptera, como Manduca sexta, apresentam eficiência variável ao RNAi 

(BELLÉS, 2010; TERENIUS et al., 2011). D. melanogaster apresenta variação de 

sensibilidade, de acordo com o estágio de vida. As dsRNAs penetram em alguns 

tecidos de adultos e embriões (TOMOYASU et al., 2008), enquanto em larvas as 

mesmas são incorporados apenas em hemócitos (MILLER et al., 2008). 

O coleóptero Tribolium castaneum é caracterizado como um inseto modelo 

para o estudo da resposta sistêmica ao RNAi. Injeções de dsRNA na hemocele de 

fêmeas causou o silenciamento de genes zigóticos nos embriões (RNAi parental) 

(BUCHER et al., 2002). Apesar disso, uma recente comparação genômica entre T. 

castaneum e C. elegans mostrou a ausência de genes similares à RdRP 

(TOMOYASU et al., 2008). Assim, a amplificação de sinal observada nesse inseto 

deve ser baseada em um gene com atividade similar à RdRP ou por um mecanismo 

ainda não identificado (TOMOYASU et al., 2008). O gene RdRP também não está 

presente em Drosophila melanogaster (OBBARD et al., 2009). 

1.4 – O inseto Rhodnius prolixus 

Os insetos da espécie R. prolixus, conhecidos popularmente como barbeiros, 

pertencem à ordem Hemiptera, família Reduviidae, subfamília Triatominae. A ordem 

Hemiptera inclui os insetos conhecidos como percevejos verdadeiros. Na família 

Reduviidae encontram-se várias espécies vetores de Trypanosoma cruzi, o agente 

causador da Doença de Chagas. A maioria destes percevejos é encontrada em 
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locais em que estão presentes os hospedeiros, ou seja, nos sítios de repouso 

habitual do homem ou em ninhos de aves, mamíferos e outros animais (LEHANE, 

2005).  

R. prolixus é um inseto hematófago e hemimetábolo, passando por um 

processo de metamorfose incompleta, na qual o indivíduo jovem é muito 

semelhante, morfologicamente, ao indivíduo adulto e ambos ocupam o mesmo 

nicho. Assim, após passar por cinco estádios de ninfa, o inseto alcança a fase 

adulta, em que apresentam asas e são sexualmente maduros (BUXTON, 1930) 

(Figura 5).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: Ciclo de vida de R. prolixus. O ovo eclode em ninfa de primeiro estádio. Este 
passa por mais 5 estádios de ninfa até atingir a fase adulta alada e com dimorfismo sexual. 
Foto criada pela equipe do Laboratório de Bioquímica de Vetores de Doenças (LBVD) da 
UFRJ-RJ (LBVD, 2012).  
 

 
A alimentação sincroniza eventos fisiológicos distintos, provocando nas ninfas 

a mudança de um estádio para outro e nas fêmeas adultas a indução da ovogênese. 

Em torno do terceiro dia após a alimentação da fêmea, os ovários já apresentam 

ovócitos. A postura dos ovos se dá por volta do sexto dia e a eclosão das ninfas no 

período de dez a vinte dias. Após a alimentação, o animal segue um período de 

jejum, que pode chegar a alguns meses. Por possuírem o mesmo hábito alimentar 
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em todos os estágios de vida, também as formas imaturas podem transmitir a 

doença (BUXTON, 1930).  

O inseto pode ingerir uma quantidade de sangue equivalente a até dez vezes 

seu próprio peso (FRIEND et al., 1965). Para tal desempenho, o inseto conta com 

um aparelho bucal do tipo picador-sugador e um conjunto de biomoléculas que evita 

reações hemostáticas por parte do hospedeiro, como agregação plaquetária, 

coagulação sanguínea e vaso constrição (CHAMPAGNE, 2004). Alguns desses 

fatores anti-hemostáticos estão presentes nas glândulas salivares e a saliva injetada 

no momento da picada garante a fluidez do sangue durante a alimentação. Dentre 

os componentes da saliva estão as nitroforinas, hemeproteínas que, de maneira 

geral, são capazes de estocar e transportar óxido nítrico que, quando liberado no 

tecido do hospedeiro, induz a vasodilatação e reduz a agregação plaquetária 

(CHAMPAGNE et al., 1995). R. prolixus tem sido usado como modelo experimental 

por muitas décadas e muito do que se sabe hoje sobre a fisiologia de insetos tem 

origem em trabalhos com esta espécie. Estes trabalhos foram, em grande parte, 

realizados por Vincent Wigglesworth, um cientista inglês, que deixou na década de 

30 e anos posteriores, uma vasta contribuição acerca de quase tudo que hoje se 

sabe sobre os diversos aspectos da bioquímica e fisiologia de insetos (EDWARDS, 

1998).  

1.5 – Rhodnius prolixus e RNAi 

Os estudos realizados até o momento no hemíptero R. prolixus revelam que 

existe uma resposta de silenciamento, tanto por injeção quanto por alimentação com 

dsRNAs exógenas (PAIM et al., 2012) . Araujo et al. (2006) mostraram, pela primeira 

vez, o silenciamento mediado por RNAi em R. prolixus, concluindo que dsRNAs 

injetadas na hemocele provocam o silenciamento de um gene presente nas 

glândulas salivares. Este gene codifica a nitroforina 2, uma proteína que auxilia na 

prevenção da coagulação do sangue ingerido no repasto sanguíneo. O 

silenciamento provocou o encurtamento do tempo de coagulação do sangue ingerido 

pelos insetos silenciados. Outro estudo mostrou que dsRNAs injetadas na hemocele 

deste mesmo hemíptero são capazes de diminuir a expressão do gene que codifica 

uma α-glucosidase presente no epitélio intestinal. Esta enzima está presente nas 

membranas perimicrovilares intestinais e promove a formação do cristal de 
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hemozoína (Hz) nesse hemíptero (MURY et al., 2009), um importante mecanismo 

antioxidante, que protege o inseto dos danos oxidativos induzidos pelo heme gerado 

durante a digestão do sangue do hospedeiro vertebrado (OLIVEIRA et al., 1999). 

Walter-Nuno (2011) investigaram também em R. prolixus, os efeitos do 

silenciamento de RHBP (do inglês Rhodnius Heme Binding Protein), proteína 

sintetizada pelo corpo gorduroso e encontrada tanto na hemolinfa como nos ovócitos 

de R. prolixus (OLIVEIRA et al., 1995).  Os resultados mostraram que insetos 

injetados com dsRNA para o silenciamento de RHBP tiveram cerca de 90% de 

redução nos níveis de RNA mensageiro da RHBP, entre os dias 2 e 12 após a 

alimentação. Entretanto, a postura de ovos não foi afetada nas fêmeas em que 

RHBP foi silenciada, mas a coloração dos ovos variou do rosa ao branco, o que 

mostrou que o silenciamento afetou a transmissão de RHBP para o embrião. 

Ao investigar a embriogênese de R. prolixus, Lavore et al. (2012) silenciaram 

o gene giant, que é expresso nos ovários e fornecido ao embrião. A diminuição da 

expressão desse gene através de RNAi mostrou a importância de giant para a 

formação adequada da cabeça e do abdômen do embrião. Os embriões originados 

das fêmeas silenciadas não apresentaram apêndices mandibulares e maxilares na 

cabeça e nem segmentos anteriores no abdômen. 
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2- JUSTIFICATIVA  

 

Insetos são uma das principais causas de mortalidade e morbidade humanas, 

principalmente como resultado da transmissão de patógenos por espécies 

sugadoras de sangue. A transmissão de doenças vetoriadas por insetos é 

governada por interações complexas entre o parasita, o vetor e o hospedeiro 

vertebrado. O controle efetivo dessas doenças requer o conhecimento dos fatores 

biológicos envolvidos nessas interações. R. prolixus é um importante vetor da 

Doença de Chagas, responsável por altos índices de mortalidade nas Américas, 

além de ser um inseto modelo para o estudo da fisiologia, bioquímica e biologia 

molecular.  

O hemíptero R. prolixus tem sido usado como modelo para estudos de 

genômica funcional baseados em silenciamento gênico, apresentando uma resposta 

sistêmica ao RNAi. Tal resposta tem permitido a descoberta da função de genes que 

codificam proteínas importantes para a fisiologia e desenvolvimento do inseto 

(ARAUJO et al., 2006; LAVORE et al., 2012; MURY et al., 2009; WALTER-NUNO, 

2011). Além disso, a disponibilidade dos dados do sequenciamento do genoma de 

R. prolixus tem ampliado o número de estudos de genômica funcional realizados 

nesse inseto. Entretanto, os componentes da via de RNAi e vários aspectos 

fisiológicos deste mecanismo que atua no processamento de dsRNAs, permitindo a 

resposta sistêmica ao RNAi, são desconhecidos no R. prolixus.  

No presente trabalho pretende-se explorar a via de RNAi do R. prolixus, 

através da identificação de seus componentes no genoma e, analisando a função 

desses genes por comparação com genes já identificados em outros sistemas, 

buscar compreender como esse hemíptero lida com a presença de dsRNAs. 
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3- OBJETIVOS 

3.1- Objetivo principal 

Identificar os componentes centrais da via do RNAi em R. prolixus, investigando a 

resposta sistêmica  a dsRNAs exógenas. 

 

3.2- Objetivos específicos 

 Identificar genes envolvidos na via de RNAi de R. prolixus a partir dos dados 

gerados pelo sequenciamento do genoma do inseto; 

 Comparar genes identificados no genoma de R. prolixus com outros genes 

conhecidos da via de RNAi quanto a sua estrutura e função na via; 

 Analisar o perfil de expressão dos genes ago2A, dcr1 e dcr2 em corpo 

gorduroso, ovário, intestino médio anterior e intestino médio posterior de R. 

prolixus; 

 Acompanhar o perfil de transcrição dos genes ago2A, dcr1 e dcr2 em corpo 

gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior após a 

alimentação de R. prolixus com sangue; 

 Acompanhar o perfil de transcrição dos genes ago2A, dcr1 e dcr2 em corpo 

gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior após a injeção 

de dsRNAs em R. prolixus; 

 Monitorar a presença de dsRNAs após incubação com hemolinfa e proteínas 

extraídas de diferentes tecidos do inseto. 
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4 – MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 – Identificação de genes in silico e análise das sequências gênicas e 

protéicas 

O genoma de R. prolixus foi sequenciado pelo Centro de Sequenciamento de 

Genomas da Escola de Medicina da Universidade de Washington (TGI, 2012). A 

partir dos dados do genoma disponíveis, duas previsões das regiões de splicing 

foram criadas: a previsão realizada pela equipe do Laboratório de Bioquímica de 

Vetores de Doenças (LBVD) da UFRJ-RJ, chamada de “previsão Lagerblad” 

(LAGERBLAD, 2012) e a previsão realizada pelo grupo do VectorBase 

(VECTORBASE-RHODNIUS PROLIXUS, 2012). A busca de sequências envolvidas 

com via de RNAi de R. prolixus foi feita usando sequências de outros organismos, 

disponíveis no banco de dados de proteínas (non-redundant database) 

disponibilizado pelo NCBI (NCBI, 2012), as quais foram submetidas ao BLAST do 

portal VectorBase (VECTORBASE-BLAST-RHODNIUS PROLIXUS, 2012) e 

procurada também na previsão Lagerblad. Além disso, as sequências obtidas foram 

aferidas em bancos de dados do resultado de sequenciamento do transcriptoma de 

R. prolixus  (Glória Braz, dados não publicados).  

As sequências montadas a partir dos dados do genoma de R. prolixus foram 

alinhadas com sequências protéicas de outros organismos utilizando o algoritmo 

ClustalW2. Árvores filogenéticas foram construídas utilizando o mesmo algoritmo 

(CLUSTALW2, 2012). Além disso, as sequências de R. prolixus foram analisadas no 

portal de pesquisa em bioinformática ExPASy (EXPASY, 2012) para análises dos 

domínios presentes em cada sequência.  

4.2 – Manutenção da colônia de R. prolixus  

A colônia de R. prolixus  é mantida em uma estufa incubadora digital modelo 

FT 1020, Fluxo Tecnologia, no Laboratório de Química e Função de Proteínas e 

Peptídeos (LQFPP) a uma temperatura de 28 ºC e umidade relativa de 

aproximadamente 80%. A colônia de R. prolixus teve sua origem a partir de uma 

colônia mantida pelo Dr. Hatisaburo Masuda, no Laboratório de Bioquímica de 

Insetos, do Instituto de Bioquímica Médica, UFRJ. Os insetos são alimentados com 

uma periodicidade de 21 dias com sangue de coelho, diretamente na orelha dos 

animais imobilizados em caixas de contenção.  
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4.3 – Extração de RNA e remoção da contaminação por DNA genômico 

Após a dissecção dos tecidos, os mesmos foram submetidos à extração de 

RNA total usando Trizol (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. O 

RNA foi quantificado por determinação da absorbância a 260 e 280 nm no aparelho 

Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific®), conforme 

instruções do fabricante. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I 

(Fermentas). Em um tubo de 0,2 mL mantido em gelo foram adicionados 1 µg de 

RNA total, 1 µL do tampão de DNAse I (10X), 1 µl de DNAse I (1 U/µL) e água-

DEPC 0,1% suficiente para completar o volume para 10 µL. As reações foram 

incubadas durante 30 minutos a 37 ºC. Após adição de 1 µL de EDTA 25 mM, as 

reações foram incubadas a 65 ºC por 10 minutos. 

4.4 – Síntese da primeira fita de DNA complementar 

Para a síntese de cDNA utilizou-se o Kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems). Aos 11 µL obtidos na etapa anterior foram 

adicionados 2,2 µL do tampão de reação (10X), 0,88 µL de dNTP (100 mM), 2,2 µL 

de iniciadores aleatórios (10X), 1,1 µL da enzima Transcriptase Reversa (50 U/µL) e 

água-DEPC 0,1% para completar 22 µL. As reações foram incubadas por 10 minutos 

a 25 ºC, seguido por uma incubação a 37 ºC durante 2 horas e, finalmente, a 85 ºC 

por 5 minutos. As amostras de cDNA foram estocadas a -20 ºC até o uso. 

4.5 – Desenho dos Iniciadores 

Para testar a expressão gênica de dicer 1, dicer 2 e argonauta 2A de R. 

prolixus, iniciadores foram desenhados a partir dessas sequências utilizando o 

programa Primer 3 (ROZEN e SKALETSKY, 2000). As sequências destes 

iniciadores e dos iniciadores dos genes de referência (MAJEROWICZ et al., 2011) 

são mostradas na Tabela 1.  
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Tabela 1: Sequências de iniciadores utilizados para amplificações por PCR e qPCR. 

 

Gene Iniciador senso (5’-3’) Iniciador anti-senso (5’-3’) 
Fragmento 

(bp) 

Eficiência 

PCR (%) 

RPDcr1 TTT GAA TCT GTT GCT GGT GC GCT GTT TCC GGT TCT AGT TCA 161 168,7 

RPDcr2 CGT TTA GAT TGC AGT GAG CG CCC AGT GTG AAT GCT TGA GA 218 115,9 

RPAgo2A GGA GGT CGC ACG AAT AAT GT TCT GGC TTG CTC ATT TGT TG 186 99,9 

RP18S* TCG GCC AAC AAA AGT ACA CA TGT CGG TGT AAC TGG CAT GT 104 100 

RPEF* GAT TCC ACT GAA CCG CCT TA GCC GGG TTA TAT CCG ATT TT 92 93 

 
RPDcr1, Dicer 1; RPDcr2, Dicer 2; RPAgo2A, Argonauta 2A; RPEF, Fator de Alongamento; RP18S, 
RNA ribossomal. * Iniciadores descritos por Majerowicz et al. (2011). 

4.6 – Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para as reações em cadeia da polimerase foi utilizada a enzima Taq DNA 

Polimerase (Fermentas). As misturas de reação para PCR continham 1 μL de cDNA, 

1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de dNTP, 0,3 µM de cada iniciador,  2 µL de 

tampão para Taq DNA Polimerase, 0,16 µL da enzima Taq DNA Polimerase 5 U/µL  

e água ultra pura autoclavada para completar um volume final de 20 μL. As amostras 

foram levadas ao termociclador sob o seguinte programa: 95 ºC por 5 min; 40 ciclos 

de 95 ºC por 30 s, 60 ºC por 30 s  e 72 ºC por 30 s; e 72 ºC por 5 min. Para a 

amplificação do cDNA alvo, foram utilizados iniciadores senso e anti-senso 

específicos, desenhados para o gene de interesse.  O cDNA de RNA ribossomal 

18S de R. prolixus (MAJEROWICZ et al., 2011) foi amplificado  como controle 

positivo.  Os produtos de PCR obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídio 0,2 µg/mL em tampão TAE (40 mM Tris, 

20 mM ácido acético, 1 mM EDTA;  pH 8). Após a eletroforese, seguiu-se a 

visualização sob luz ultravioleta em transiluminador UV e os géis foram fotografados. 

4.7 – Síntese de dsRNAs 

As dsRNAs específicas para RHBP (dsRHBP) de R. prolixus e para o gene 

Mal de Escherichia coli (dsMAL) foram construídas de acordo com Walter-Nuno 

(2011), como descrito a seguir. Para a produção do molde para a síntese da 

dsRHBP, as misturas de reação para PCR continham 5 µL de tampão para Taq DNA 

Polimerase , 3 µL de cloreto de magnésio (25Mm), 1µL de dNTP (10Mm), 0,4 µL do 

iniciador senso RNAiRHBP (15 µM), 0,4 µL do iniciador anti-senso RNAiRHBP 

(Tabela 2), 0,2 µL da enzima Taq DNA Polimerase (5U/µl) (Fermentas), 1µL de 
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cDNA produzido a partir de RNA de corpo gorduroso de R. prolixus e água ultra pura 

autoclavada para completar um volume final de 50 µL. As amostras foram levadas 

ao termociclador sob o seguinte programa: 94 ºC por 5 min; 40 ciclos de 94 ºC por 

30 s, 63 ºC por 30s e 72 ºC por 1 min; e 72 ºC por 10 min. Essa reação de PCR 

gerou um fragmento de 300pb.  

Uma dsRNA homóloga ao gene que codifica uma proteína ligadora de 

maltose de  Escherichia coli (Mal) (Gene ID: 7129408) foi construída e utilizada 

como dsRNA não-relacionada a R. prolixus (dsMAL). Na produção de molde para a 

síntese de dsMAL as misturas de reação para PCR continham 5 µL de tampão para 

Taq DNA Polimerase, 1,5 µL de cloreto de magnésio (25 Mm), 1 µL de dNTP 

(10mM), 2 µL do iniciador T7minimal (15 µM) (Tabela 2) que funciona como senso e 

anti-senso, 0,2 µL da enzima Taq DNA Polimerase (5U/µL), 0,2 µL do plasmídeo 

Litmus28iMal (0,5 µg/µL) (New England Biolabs, Ipswich, EUA) e água ultra pura 

autoclavada para completar um volume final de 50 µL. As amostras foram levadas 

ao termociclador sob o programa: 94 ºC por 5 min; 40 ciclos de 94 ºC por 30 s, 44 ºC 

por 30 s e 72 ºC por 45 s min; e 72 ºC por 10 min. Essa reação de PCR gerou um 

fragmento de 1Kb. 

 Os produtos obtidos na amplificação foram purificados em 500 µl da resina 

Sephacryl S-400 High Solution (Ge - Health Care Bio-Sciences). O produto de PCR 

foi adicionado à resina e centrifugado a 500 rpm durante 5 minutos a 4 ºC para 

remoção de iniciadores livres. As duas dsRNAs (dsRHBP e dsMAL) foram 

construídas utilizando o kit MEGAScript ® RNAi (Ambion) de acordo com o protocolo 

do fabricante. As dsRNAs foram quantificadas por determinação da absorbância a 

260 e 280 nm no aparelho Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher 

Scientific®), conforme instruções do fabricante e conservadas a -20 ºC até o uso. 

Na síntese da dsRNA para o gene de uma α-glucosidase de R. prolixus 

(dsαGLU), as reações de amplificação foram realizadas em tampão para enzima Taq 

DNA Polimerase (1x concentrado) (Fermentas) com 1,5 mM de cloreto de magnésio, 

0,2 mM de dNTP, 10 μM do iniciadore senso RNAiαglu, 10 μM do iniciador anti-

senso RNAiαglu (Tabela 2), 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas), 1 μL de cDNA 

de intestino médio posterior de R. prolixus  e água ultra pura para completar 20 μL. 

As amostras foram levadas ao termociclador sob o seguinte programa: 94 ºC por 5 

min; 40 ciclos de 94 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min e 72 ºC por 1 min; e 72 ºC por 10 
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min. Essa reação de PCR gerou um fragmento de 400pb. Após a amplificação dos 

fragmentos gênicos, a síntese da dsαGLU foi feita utilizando o kit T7 RiboMAX™ 

Express RNAi System (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. As 

dsRNAs foram quantificadas por determinação da absorbância a 260 e 280 nm no 

aparelho Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific®), 

conforme instruções do fabricante e conservadas a -20ºC até o uso (Lígia Ferreira, 

comunicação pessoal). 

 

Tabela 2: Sequências de iniciadores utilizados para síntese das dsRHBP, dsMAL e dsαGLU. 

4.8 – Injeção de dsRNAs  

Vinte e cinco dias após alimentação sanguínea, a hemocele de fêmeas 

adultas de R. prolixus foram injetadas com 1µg, 2µg ou 4µg de dsMAL. Como 

controle, foram usadas fêmeas não injetadas (N). No momento da injeção (0), ½, 1 e 

4 dias após as injeções, os tecidos (corpo gorduroso, intestino médio anterior e 

intestino médio posterior) foram coletados, armazenados em Trizol a -80ºC até a 

extração de RNA. 

4.9 – Expressão relativa dos genes determinada por PCR quantitativa 

Para a reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), foram utilizados 

7,5 μL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) misturados 

com 0,75 μL de cada iniciador (Tabela 1) a 5 µM, 1 μL de água ultrapura e 5 μL de 

cDNA a 10ng, em um volume final de 15 μL. As reações foram realizadas no sistema 

StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) nas condições seguintes: 95 ºC 

por 10 min seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 ºC e 1 min a 60 ºC. A expressão dos 

genes foi normalizada usando um fator de alongamento de R. prolixus (RpEF), 

envolvido com a síntese de proteínas (MAJEROWICZ et al., 2011) (Tabela 1).  

Os valores de ΔΔCt e de expressão relativa (2-ΔΔCt) foram calculados a partir 

dos valores de Ct (threshold cycle) obtidos através da qPCR, segundo LIVAK 

e SCHMITTGEN (2001). As médias dos valores de ΔΔCt obtidos nos experimentos 

Iniciador Sequência 

RNAiRHBP senso 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CCT TCA CAG TCT CCG GAA C 3’ 

RNAiRHBP anti-senso 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GGT CTG GTG AAA GCA CAA C 3’ 

T7minimal 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG G 3’ 

RNAiαglu senso  5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG ATT ACC AGC GGC AAA GAT TG 3’ 

RNAiαglu anti-senso 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG AAA GTA TCT GGC CAC CAA CG 3’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11846609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schmittgen%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11846609
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foram comparadas através de teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, sendo 

consideradas significativamente diferentes quando P<0,05. Os valores de 2-ΔΔCt 

foram utilizados apenas para montagem dos gráficos. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas utilizando-se o programa Prism 4.0 (GraphPad Software). 

4.10 – Detecção de dsRNAs após ensaio in vitro com proteínas solúveis de 

corpo gorduroso, intestino médio e ovário  

Corpo gorduroso, ovários, intestino médio anterior e intestino médio posterior 

de 10 fêmeas de R. prolixus foram coletados e armazenados em água ultrapura a  

-20 ºC até a realização do ensaio. Os tecidos foram homogeneizados com auxílio de 

um homogeneizador do tipo Potter Elvehjem, seguido por três sessões de 

congelamento e descongelamento das amostras em nitrogênio líquido, com 

centrifugações por 15 minutos a 20.000xg e a 4 ºC. Após o término da coleta dos 

sobrenadantes, as amostras foram liofilizadas e ressuspensas em 100 µL de água 

ultrapura. Após essa etapa, realizou-se a dosagem de proteínas utilizando ácido 

bicinconínico (BCA) (SMITH et al.,1985). Em seguida, 20 µg de proteínas solúveis 

dos respectivos tecidos foram incubadas, na presença de água ultrapura, com 200 

ng de dsMAL ou de dsαGLU (apenas para intestino médio posterior), dupla-fita 

construída para o silenciamento do gene α-glucosidase de R. prolixus.  As reações 

foram incubadas por 2h e por 24h em uma estufa incubadora digital modelo FT 

1020, Fluxo Tecnologia a 28 ºC. Transcorridos os tempos (2h e 24h), os tubos foram 

estocados a -20 ºC até a corrida do gel de agarose 2% para verificação da presença 

das dsRNAs. 

4.11 – Detecção de dsRNAs após ensaio ex vivo com hemolinfa 

Hemolinfa de 10 fêmeas de R. prolixus foi coletada na presença de cristais de 

feniltiouréia. Após a dosagem de proteínas por BCA, 1,6 µL de hemolinfa 

(correspondente a 40 µg de proteínas) foram incubados com 8,4 µL de água 

ultrapura e 200 ng de dsMAL ou de dsRHBP, dupla-fita construída para o 

silenciamento da proteína ligadora de heme de R. prolixus (RHBP).  As reações 

foram incubadas por 2h e por 24h em uma estufa incubadora digital modelo FT 

1020, Fluxo Tecnologia a 28 ºC. Transcorridos os tempos (2h e 24h), os tubos foram 

estocados a -20 ºC até a corrida do gel de agarose 2% para verificação da presença 

das dsRNAs. 
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5- RESULTADOS 

5.1- Identificação e análise das sequências gênicas e protéicas da via de RNAi 

Com o objetivo de identificar os principais componentes envolvidos com o 

mecanismo central de RNAi em R. prolixus, genes envolvidos com a via de RNAi 

foram buscados nas duas predições genômicas do inseto (LAGERBLAD, 2012; 

VECTORBASE-RHODNIUS PROLIXUS, 2012). Foram encontradas duas 

sequências gênicas e protéicas de Dicer (dcr1 e dcr2), uma de Drosha e seis de 

Argonautas (ago1, ago2A, ago2B e ago3) (Tabela 3), sendo que duas destas 

sequências estão ainda em processo de análise. Todas as sequências encontradas 

neste inseto parecem estar completas, codificando proteínas preditas que 

apresentam a metionina inicial e códon de parada, além de apresentarem tamanhos 

similares aos descritos para outros organismos. Com exceção de ago2B, os genes 

montados tiveram parte de suas sequências encontradas em bancos de dados do 

resultado de sequenciamento do transcriptoma de R. prolixus (Glória Braz, dados 

não publicados). Isso foi possível através de busca por Blastn no banco de dados. 

Até o momento, não foram encontrados no genoma de R. prolixus homólogos de 

RdRP, Sid-1, C3PO, Loquacious e Wago (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3: Identificação de componentes das vias de RNAi no genoma de R. prolixus.  

 

Genes 
Encontrado 
no genoma 

Tamanho 
do gene 

(pb) 

Tamanho 
predito 
para a 

proteína* 

Sequência 
de 

aminoácidos 
completa* 

Confirmado 
em 

transcriptoma 

Dicer 1 Sim 5697 1899 Sim Sim 

Dicer 2 Sim 4722 1574 Sim Sim 

Drosha Sim 4476 1492 Sim Sim 

Argonauta 1 Sim 2607 869 Sim Sim 

Argonauta2A Sim 2790 930 Sim Sim 

Argonauta2B Sim 2541 847 Sim Não 

Argonauta 3 Sim 4122 1374 Sim Sim 

Wago Não - - - - 

Loquacious Não - - - - 

RdRP Não - - - - 

Sid-1 Não - - - - 

C3PO Não - - - - 
 
*Da metionina inicial até a posição do códon de parada 
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A Figura 6 mostra a sequência completa de Dicer-1 de R. prolixus (RPdcr1), 

bem como a arquitetura dos domínios existentes nessa proteína (Figuras 6A e 6B). 

Essa sequência apresenta todos os domínios característicos de proteínas que 

pertencem à família RNAse III, classe III: dois domínios pertencentes à família das 

helicases (PS51192 e PS51194), sendo o primeiro com atividade ATP/helicase; um 

domínio característico de Dicer (PS51327), provavelmente análogo a DUF283; um 

domínio PAZ (PS50821); dois domínios RNAses III (PS50142) e um domíno dsRBD 

(PS50137). A árvore filogenética desenhada a partir das sequências de aminoácidos 

de RPdcr1 e ortólogas de Dicer 1 de outros organismos mostra que RPdcr1 

apresenta maior similaridade à Dicer 1 de D. melanogaster (Figura 6C). Além disso, 

o alinhamento dos domínios dessas sequências mostra alta conservação de 

aminoácidos entre elas (Anexo 1). Assim, RPdcr1 pode estar envolvida com à 

resposta aos miRNAs, já que em D. melanogaster  Dicer1 tem essa função (LEE et 

al., 2004). 

A Figura 7 mostra a sequência completa de Dicer-2 de R. prolixus (RPdcr2) e 

a arquitetura dos domínios existentes nessa proteína (Figuras 7A e 7B). Essa 

sequência apresenta a maioria dos domínios característicos de proteínas que 

pertencem à família RNAse III, classe III: dois domínios que pertencentes à família 

das helicases (PS51192 e PS51194), sendo o primeiro com atividade ATP/helicase; 

um domínio característico de Dicer (PS51327), provavelmente análogo a DUF283; 

um domínio PAZ (PS50821), dois domínios RNAses III (PS50142), faltando o 

domínio dsRBD carboxi-terminal (Figura 7A). A árvore filogenética desenhada a 

partir das sequências de aminoácidos de RPdcr2 e ortólogas de Dicer 1 e 2 de 

outros organismos mostra que RPdcr2 apresenta maior similaridade à Dicer 2 de B. 

germanica (Figura 7C), apesar desta apresentar todos os domínios característicos 

de Dicer (LOZANO et al., 2012). Além disso, o alinhamento dos domínios das 

sequências de aminoácidos de RPdcr2 e ortólogas de Dicer 1 e 2 de outros 

organismos, mostrou alta conservação de aminoácidos entre elas  (Anexo 2). 
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Figura 6: Caracterização de Dicer 1 de R. prolixus  (RPDcr1). (A) RPDcr1 apresenta 
todos os domínios característicos de Dicer: domínios com atividades ATP/helicase 
(PS51192) e helicase (PS51194), um domínio análogo a DUF 283 (PS51327), um domínio 
PAZ (PS50821), dois domínios RNAses III (PS50142) e um domíno dsRBD (PS50137). (B) 
A sequência de aminoácidos completa apresenta 1899 aminoácidos. (C) Árvore filogenética 
comparando RPDcr1 à Dicer 1 de Anopheles gambie (AGDCR1; ENSANGG00000014308), 
Caenorhabditis elegans (CEDCR1; K12H4.8), Drosophila melanogaster  (DMDCR1; 
CG4792), Homo sapiens (HSDCR1; NM_177438), Megachile rotundata (MRDCR1; 
XP_003706496.1) e Tribolium castaneum (TCDCR1; EFA11550.1).  
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Figura 7: Caracterização de Dicer 2 de R. prolixus  (RPDcr2). (A) RPDcr2 apresenta a 
maioria dos domínios característicos de Dicer: domínios com atividades ATP/helicase 
(PS51192) e helicase (PS51194), um domínio análogo a DUF 283 (PS51327), um domínio 
PAZ (PS50821) e dois domínios RNAses III (PS50142), faltando apenas o domínio C-
terminal dsRBD. (B) A sequência completa apresenta 1573 aminoácidos. (C) Árvore 
filogenética comparando RPDcr2 à Dicer 2 de Blattella germanica (BGDCR2; CCF23094.1), 
Drosophila melanogaster (DMDCR2; CG6493), Tribolium castaneum (TCDCR2; 
NP_001107840.1), Anopheles gambie ( AGDCR2; XP_320248.4) e à Dicer-1 de 
Caenorhabditis elegans (CEDCR1; K12H4.8).  
 

 

A Figura 8 mostra a sequência completa de Drosha de R. prolixus (RPDrosha) 

e a arquitetura dos domínios existentes nessa proteína (Figuras 8A e 8B). Essa 

sequência apresenta os domínios característicos de proteínas que pertencem à 

família RNAse III, classe II: dois domínios RNAses III (PS50142) e um domíno 

dsRBD (PS50137). O alinhamento dos domínios das sequências de RPDrosha e 

suas ortólogas mostra alta conservação de aminoácidos entre elas (Anexo 3). Além 

disso, a árvore filogenética desenhada a partir de sequências de Droshas de outros 

organismos, mostrou que RPDrosha apresenta maior similaridade à Drosha de Apis 

mellifera (Figura 8C). 
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Figura 8: Caracterização de Drosha de R. prolixus  (RPdrosha). (A) RPdrosha apresenta 
os domínios característicos de classe I da família RNAse III: dois domínios RNAses III 
(PS50142) e um domíno dsRBD (PS50137). (B) A sequência de aminoácidos completa 
apresenta 1492 aminoácidos. (C) Árvore filogenética comparando RPdrosha à Drosha de 
Apis mellifera (AMdrosha; XP_394444.3), Caenorhabditis elegans (CEdrosha; 
NP_001122460.2) e Drosophila melanogaster  (DMdrosha; AAF59169.1).  
 
 

A Figura 9 apresenta as sequências de aminoácidos de 4 argonautas de R. 

prolixus, que foram chamadas de RPago1, RPago2A, RPago2B e RPago3, 

apresentando respectivamente, 868, 929, 882 e 1373 aminoácidos. Todas contêm a 

metionina inicial, sendo que o asterisco final (*) representa o códon de parada. Os 

domínios dessas sequências estão esquematizados na Figura 10. Todas as RPagos 

apresentam domínios PIWI (PS50821) e PAZ (PS50822), domínios característicos 

de proteínas que pertencentes à família argonauta (Figura 4). 
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Figura 9: Sequências de 4 argonautas de R. prolixus. As sequências foram montadas a 
partir das predições genômicas de R. prolixus (VectorBase e Lagerblad). Ago1, Ago2A, 
Ago2B e Ago3 são compostas de, respectivamente, 868, 929, 882 e 1373 aminoácidos. 
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Figura 10: Perfil dos domínios presentes nas sequências das 4 argonautas de R. 
prolixus. Os domínios protéicos das argonautas foram investigados usando a ferramenta 
“ScanProsite” disponível no portal de recursos bioinformáticos ExPASy. Todas as RPagos 
apresentam domínios PIWI (PS50821) e PAZ (PS50822). 
 
 

Após análise pelo algoritmo Blastp, as sequências ortólogas com melhores 

“hits” foram selecionadas e submetidas juntamente com as de R. prolixus  ao 

algoritmo ClustalW para a construção das árvores filogenéticas e dos alinhamentos. 

Os alinhamentos dos domínios das sequências de AGO de R. prolixus (Anexo 8) e o 

alinhamento de cada uma com proteínas AGO selecionadas de outros organismos 

(Anexos 4-7), mostraram alta conservação de aminoácidos. RPago1 apresenta 

maior similaridade com as proteínas aubergine e piwi do besouro T. castaneum 

(Figura 11); RPago2A maior similaridade com proteína piwi do mosquito A. aegypti 

(Figura 12); RPago2B maior similaridade com aubergine do gafanhoto Nilaparvata 

lugens (Figura 13) e RPago3 maior similaridade com argonauta da abelha Apis 

mellifera (Figura 14).  

 

 

 

Figura 11: Árvore filogenética de argonauta 1 de R. prolixus (RPago1). Árvore 
filogenética comparando RPago1 à proteína similar à de aubergine de Tribolium castaneum 
(aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum (piwiTC;GenBank:EFA07425.1); 
piwi de Aedes aegypti (piwiAA; XP_001653082.1), piwi de Drosophila melanogaster 
(piwiDM; GenBank: AAD08705.1 ), piwi de Acromyrmex echinatior (piwiAE; GenBank: 
EGI64222.1) e aubergine de Apis mellifera (aubAM; NP_001159378.1). 
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Figura 12: Árvore filogenética de argonauta 2A de R. prolixus (RPago2A). Árvore 
filogenética comparando RPago2A à proteína similar à aubergine de Tribolium castaneum 
(aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum (piwiTC;GenBank:EFA07425.1), 
piwi de Harpegnathos saltator (piwiHS; GenBank: EFN77932.1), proteína “piwi-like” de 
Megachile rotundata (piwilikeMR; XP_003708345.1),  piwi de Aedes aegypti (piwiAA; 
XP_001663870.1), aubergine de Drosophila melanogaster (aubDM; GenBank: 
AGA18946.1), piwi de Acromyrmex echinatior (piwiAE; GenBank: EGI61307.1) e aubergine 
de Apis mellifera (aubAM; NP_001159378.1). 
 

 

 

Figura 13: Árvore filogenética de argonauta 2B de R. prolixus (RPago2B). Árvore 
filogenética comparando RPago2b à aubergine de Nilaparvata lugens (aubNL; GenBank: 
AEI25513.1 ), piwi de Tribolium castaneum (piwiTC;GenBank:EFA07425.1), piwi de 
Harpegnathos saltator (piwiHS; GenBank: EFN83189.1),  piwi de Aedes aegypti (piwiAA; 
XP_001663870.1), piwi de Drosophila melanogaster (piwiDM; GenBank: AGA18882.1), piwi 
de Acromyrmex echinatior (piwiAE; GenBank: EGI61307.1), aubergine de Apis mellifera 
(aubAM; GenBank: ACV84378.1) e piwi de Culex quinquefasciatus (piwiCQ; 
XP_001844068.1). 
 
 

 

 

Figura 14: Árvore filogenética de argonauta 3 de R. prolixus (RPago3). Árvore 
filogenética comparando RPago3 à argonauta de Apis mellifera (agoAM;GenBank: 
ACV84372.1), argonauta 3 de Bombyx mori (ago3BM; dbj:BAF98575.1), piwi de Aedes 
aegypti (piwiAA; XP_001652945.1), argonauta 3 de Drosophila melanogaster (ago3DM; 
GenBank: ABO27430.1) e hiwi de Homo sapiens (hiwiHS; GenBank: AAK92281.1). 
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5.2- Expressão dos genes em diferentes órgãos de R. prolixus  

 

 Para avaliar a presença de transcritos dos genes dicer 1 (dcr-1), dicer 2 (dcr-

2) e argonauta 2A (ago2A), fêmeas adultas de  R. prolixus foram dissecadas um dia 

após a alimentação com sangue e a expressão dos genes foi avaliada por PCR em 

corpo gorduroso, ovário, intestino médio anterior e intestino médio posterior, 

utilizando os iniciadores descritos no item 4.5. Como mostrado na Figura 15 os 

transcritos dos três genes foram detectados nos quatro órgãos analisados.  

 

  

 
 
Figura 15: Expressão de dicer 1 (dcr1), dicer 2 (dcr2) e argonauta 2A (ago2A) em 
diferentes órgãos. Corpo gorduroso (CG), ovário (OV), intestino médio anterior (IMA) e 
intestino médio posterior (IMP) foram obtidos de 5 fêmeas adultas um dia após a 1ª 
alimentação sanguínea. O RNA total foi extraído dos órgãos, tratado com DNase I e então 
utilizado para a síntese de cDNA. A PCR foi realizada utilizando-se iniciadores específicos 
desenhados para cada sequência gênica de R. prolixus. A amplificação do gene Rp18S foi 
utilizada como controle positivo. Reações foram corridas sem os cDNAs (-cDNA) dos 
respectivos tecidos e foram usadas como controles negativos. Os produtos da PCR foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%. 
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5.3- Expressão dos genes em diferentes órgãos de R. prolixus em resposta à 

alimentação sanguínea 

 Com o intuito de acompanhar possíveis variações nos níveis de transcritos 

dos genes ago2A, dcr1 e dcr2 em resposta à alimentação sanguínea, cDNAs de 

corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior foram 

submetidos a qPCR como descrito no item 4.9. A Figura 16 mostra que os genes 

ago2A, dcr1 e dcr2 foram induzidos transcricionalmente pela alimentação sanguínea 

em corpo gorduroso. No 1º dia após a alimentação, os genes dcr1 e ago2A 

apresentaram um aumento significativo de expressão no corpo gorduroso, com 

retorno ao nível basal de expressão nos dias que se seguiram (Figuras 16A e 16C). 

O aumento de expressão do gene dcr2 foi mantido entre o 1º e o 4º dia após a 

alimentação, retornando ao nível basal após este período (Figura 16B). Em corpo 

gorduroso, os 3 genes analisados apresentaram aumento de expressão variando 

entre 3 e 4 vezes em comparação à amostra obtida do inseto em jejum (Figura 16). 

A Figura 17 mostra que os genes ago2A, dcr1 e dcr2 foram induzidos 

transcricionalmente pela alimentação sanguínea também em intestino médio 

anterior.  Os três genes apresentaram um aumento significativo de expressão já no 

1º dia após alimentação, o que foi mantido até o 7º dia após o repasto (Figuras 17A, 

17B e 17C). Os níveis de expressão dos 3 genes foram similares, podendo o 

aumento atingir aproximadamente 9 vezes mais que o controle, em intestino médio 

anterior (Figura 17B). 

Em relação ao intestino médio posterior, foi observado que a expressão do 

gene dcr1 (Figura 18A) não respondeu significativamente à alimentação sanguínea, 

já que até o 7º dia após o repasto, o nível de expressão desse gene não se alterou 

de forma significativa em relação ao jejum (0), ao contrário do que ocorre nos outros 

tecidos analisados (Figuras 16A e 17A). Em contrapartida, os gene dcr2 e ago2A 

apresentaram aumento de expressão significativo no 1º dia após a alimentação, 

sendo esse aumento de 3 e 5 vezes, respectivamente, para dcr2 e ago2A. Após este 

dia, o nível de expressão dos dois genes diminuiu significativamente em relação ao 

jejum (Figuras 18B e 18C). O nível de expressão de ago2A volta a aumentar 3 vezes 

até o 7º dia após o repasto sanguíneo (Figura 18C). 
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Figura 16: Expressão relativa de ago2A, dcr1 e dcr2 em corpo gorduroso de R. 
prolixus em resposta à alimentação sanguínea. O RNA total foi extraído de corpos 
gordurosos de 5 fêmeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias após a 1ª alimentação 
sanguínea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase I e então 
utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A qPCR foi 
realizada utilizando-se os iniciadores específicos desenhados para ago2A, dcr1 e dcr2 de R. 
prolixus. A amplificação do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese 
de proteínas, foi utilizado como controle positivo. Os níveis de expressão dos genes são 
representados em relação ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados são média ± 
S.E.M para  3 determinações independentes. (*) e (**) significam P<0,05 e P<0,01, 
respectivamente, quando comparados ao valor de jejum (0) por teste ANOVA seguido de 
teste de Tukey.  
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Figura 17: Expressão relativa de ago2A, dcr1 e dcr2 em intestino médio anterior de R. 
prolixus em resposta à alimentação sanguínea. O RNA total foi extraído de intestinos 
médios anteriores de 5 fêmeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias após a 1ª 
alimentação sanguínea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase I 
e então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A qPCR 
foi realizada utilizando-se os iniciadores específicos desenhados para ago2A, dcr1 e dcr2 de 
R. prolixus. A amplificação do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese 
de proteínas, foi utilizado como controle positivo. Os níveis de expressão dos genes são 
representados em relação ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados são média ± 
S.E.M para  3 determinações independentes. (*) e (***) significam P<0,05 e P<0,001, 
respectivamente, quando comparados aos valores de jejum por teste  ANOVA seguido de 
teste de Tukey. 
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Figura 18: Expressão relativa de ago2A, dcr1 e dcr2 em intestino médio posterior de 
R. prolixus em resposta à alimentação sanguínea. O RNA total foi extraído de intestinos 
médios posteriores de 5 fêmeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias após a 1ª 
alimentação sanguínea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase I 
e então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A qPCR 
foi realizada utilizando-se os iniciadores específicos desenhados para ago2A, dcr1 e dcr2 de 
R. prolixus. A amplificação do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese 
de proteínas, foi utilizado como controle positivo. Os níveis de expressão dos genes são 
representados em relação ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados são média ± 
S.E.M para  3 determinações independentes. (**) e (***) significam P<0,01 e P<0,001, 
respectivamente, quando comparado aos valores de jejum por teste  ANOVA seguido de 
teste de Tukey. 
 
 

Esses resultados sugerem que a alimentação sanguínea é capaz de induzir o 

aumento da transcrição dos genes dcr-1, dcr-2 e ago2A, envolvidos com a via de 

RNAi, na maioria dos tecidos analisados.  
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5.4- Expressão dos genes em diferentes órgãos de R. prolixus em resposta à 

injeção de dsRNA não relacionada (dsMAL) 

 Para analisar se a expressão dos genes ago2A, dcr1 e dcr2 é regulada pela 

presença de dsRNAs exógenas, insetos foram injetados com dsRNA não 

relacionada (dsMAL). Com isso, buscou-se analisar a resposta do gene à presença 

de uma dsRNA que não desencadeasse silenciamento de nenhum gene específico 

de R. prolixus. Todos os dados de expressão relativa mostrados a partir daqui são 

médias de duas determinações independentes e precisam ser repetidos para que os 

testes estatísticos possam ser realizados. 

5.4.1- Expressão dos genes em resposta à injeção de diferentes concentrações 
de dsMAL 

 A fim de investigar se a expressão dos genes ago2A, dcr1 e dcr2, nos tecidos 

de R. prolixus, seria induzida por dsMAL, de forma dependente da concentração, 

hemocele de fêmeas foram injetadas com 1 µg, 2 µg e 4 µg de dsMAL 25 dias após 

a 1ª alimentação. Fêmeas não injetadas foram usadas como controle (0). 

Transcorridas 12 horas após as injeções, os tecidos dos insetos foram dissecados, 

com posterior extração de RNA e síntese de cDNA. A expressão relativa dos três 

genes de interesse foram medidas através de qPCR, usando os cDNAs de corpo 

gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. A Figura 19A mostra 

que o gene dcr1 apresentou aproximadamente o dobro de expressão no corpo 

gorduroso após a injeção de 1 µg de dsMAL, o que não ocorreu com a injeção de 2 

µg e 4 µg de dsMAL. Em intestino médio anterior (Figura 19B) e médio posterior 

(Figura 19C) a injeção de dsMAL não elevou o nível de expressão de dcr1. Ao 

contrário, o nível de expressão de dcr1 foi diminuído nos cDNAs de intestino médio 

anterior e posterior de insetos injetados com qualquer concentração de dsMAL, se 

comparados com o controle. Em contrapartida, a expressão do gene dcr2 foi 

consideravelmente aumentada em resposta a diferentes concentrações de dsMAL 

em corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. Os dois 

últimos tecidos apresentaram aumento da expressão de dcr2 concomitante ao 

aumento da concentração de dsMAL (Figuras 20B e 20C), ao contrário de corpo 

gorduroso, em que a resposta à dsMAL parece não ter sido dose dependente 

(Figura 20A). Essas observações indicam que o gene dcr2 pode estar relacionado 

com a via de siRNA, atuando na resposta à presença de dsRNAs exógenas. 
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A expressão do gene ago2A foi aumentada em torno de 1,5 vezes em corpo 

gorduroso de insetos injetados com 1µg de dsMAL (Figura 21A). A expressão do 

mesmo gene foi aumentada em torno de 2,5 vezes em intestino médio posterior 

(Figura 21C) de insetos injetados tanto com 1µg quanto com 4µg de dsMAL. No 

intestino médio anterior a expressão de ago2A não foi alterada (Figura 21B), 

mostrando que este gene não respondeu ao aumento da concentração de dsMAL 

nesse tecido. 

 

 

                                         (A)                                                                (B)    

 

                     (C) 

 

Figura 19: Expressão relativa de dcr1 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 
intestino médio posterior de R. prolixus em resposta à injeção de diferentes 
concentrações de dsMAL. Fêmeas 25 dias após a 1ª alimentação tiveram 1µg, 2µg e 4µg 
de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não injetadas foram usadas como controle (0). 
Após a extração de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase I e 
então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os níveis 
de expressão do gene RPdcr1 são representados em relação ao valor obtido para o controle 
(1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese de proteínas, foi 
utilizado como gene de referência. Resultados são médias de 2 determinações 
independentes. 
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Figura 20: Expressão relativa de dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 
intestino médio posterior de R. prolixus em resposta à injeção de diferentes 
concentrações de dsMAL. Fêmeas 25 dias após a 1ª alimentação tiveram 1µg, 2µg e 4µg 
de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não injetadas foram usadas como controle (0). 
Após a extração de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase I e 
então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os níveis 
de expressão do gene RPdcr2 são representados em relação ao valor obtido para o controle 
(1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese de proteínas, foi 
utilizado como gene de referência. Resultados são médias de 2 determinações 
independentes. 
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Figura 21: Expressão relativa de ago2A em corpo gorduroso, intestino médio anterior 
e intestino médio posterior de R. prolixus em resposta à injeção de diferentes 
concentrações de dsMAL. Fêmeas 25 dias após a 1ª alimentação tiveram 1µg, 2µg e 4µg 
de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não injetadas foram usadas como controle (0). 
Após a extração de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase I e 
então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os níveis 
de expressão do gene RPago2A são representados em relação ao valor obtido para o 
controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a síntese de 
proteínas, foi utilizado como gene de referência. Resultados são médias de 2 determinações 
independentes. 
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5.4.2- Expressão dos genes em diferentes tempos após a injeção de dsMAL  

 

Para investigar o perfil de resposta da expressão dos genes após a injeção de 

dsMAL, hemocele de fêmeas em jejum foram injetadas com 1µg de dsMAL e seus 

tecidos foram coletados no momento da injeção (0), 1/2, 1 e 4 dias após a injeção 

Os níveis dos genes dcr1, dcr2 e ago2A foram analisados por qPCR utilizando cDNA 

de corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. No corpo 

gorduroso, o nível de expressão do gene dcr1 aumentou 2 vezes em relação ao 

controle meio dia após a injeção de dsMAL e esse nível diminuiu para próximo de 

1,5 nos dias 1 e 4 após a injeção de dsMAL (Figura 22A). As figuras 22B e 22C 

mostram que, a expressão do gene dcr1 diminuiu em relação ao controle, desde o 

momento da injeção (0) até o 4º dia após a injeção de dsMAL, em intestino médio 

anterior e posterior. 

Conforme mostrado anteriormente, a expressão do gene dcr2 variou 

consideravelmente em resposta à injeção de dsMAL (Figura 20). Nos 3 tecidos 

analisados, a expressão de dcr2 é mantida elevada entre 1/2 e 1 dia após a injeção 

de dsMAL, apresentando diminuição de expressão até o 4º dia após a injeção em 

corpo gorduroso (Figura 23A) e intestino médio anterior (Figura 23B). No intestino 

médio posterior, o 4º dia é o que apresenta maior nível de expressão relativa de dcr2 

entre os tempos analisados (Figura 23C). O aumento de expressão de dcr2 chega a 

10, 3 e 20 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 

intestino médio posterior (Figura 23) desafiados com dsMAL, o que indica respostas 

tecido-específica do gene dcr2. 

O nível de expressão do gene ago2A foi aumentado em corpo gorduroso já no 

momento da injeção de dsMAL, sendo este nível mantido no 1º dia após a injeção e  

retornando próximo ao nível de expressão do controle somente no 4º dia após a 

injeção (Figura 24A). Foi visto que o nível de expressão de ago2A foi pouco alterado 

em resposta à dsMAL no intestino médio anterior 12 h, 1 e 4 dias após a injeção de 

dsMAL (Figura 24B). Em contrapartida, em intestino médio posterior, a expressão de 

ago2A duplicou 12 h após a injeção, diminuiu no 1º dia em torno de 25% em relação 

a 12h e retornou ao mesmo nível de 12h no 4º dia após a injeção de dsMAL (Figura 

24C).  
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              (C) 

 
 

Figura 22: Expressão relativa de dcr1 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 
intestino médio posterior de R. prolixus dias após a injeção de dsMAL. Fêmeas 25 dias 
após a 1ª alimentação tiveram 1µg de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não injetadas 
foram usadas como controle (N). Após a extração de RNA dos tecidos, as amostras de RNA 
foram tratadas com DNase I e então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em 
Materiais e Métodos. Os níveis de expressão do gene RPdcr1 são representados em 
relação ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento 
envolvido com a síntese de proteínas, foi utilizado como gene de referência. Resultados são 
médias de 2 determinações independentes. 
 
 
 
 
 
 

  

         



41 

 

 

 

 

                 (A)                                                                        (B) 

 

 

 

          (C) 

 

Figura 23: Expressão relativa de dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e 
intestino médio posterior de R. prolixus dias após a injeção de dsMAL. Fêmeas 25 dias 
após a 1ª alimentação tiveram 1µg de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não injetadas 
foram usadas como controle (N). Após a extração de RNA dos tecidos, as amostras de RNA 
foram tratadas com DNase I e então utilizadas para a síntese de cDNA, como descrito em 
Materiais e Métodos. Os níveis de expressão do gene RPdcr2 são representados em 
relação ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento 
envolvido com a síntese de proteínas, foi utilizado como gene de referência. Resultados são 
médias de 2 determinações independentes. 
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        (C) 

 

Figura 24: Expressão relativa de ago2A em corpo gorduroso, intestino médio anterior 
e intestino médio posterior de R. prolixus dias após a injeção de dsMAL. Fêmeas 25 
dias após a 1ª alimentação tiveram 1µg de dsMAL injetados na hemocele. Fêmeas não 
injetadas foram usadas como controle (N). Após a extração de RNA dos tecidos, as 
amostras de RNA foram tratadas com DNase I e então utilizadas para a síntese de cDNA, 
como descrito em Materiais e Métodos. Os níveis de expressão do gene RPago2A são 
representados em relação ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de 
alongamento envolvido com a síntese de proteínas, foi utilizado como gene de referência. 
Resultados são médias de 2 determinações independentes. 
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Esses resultados mostram que houve aumento de expressão gênica, 

principalmente de dcr2 em corpo gorduroso e intestino médio de insetos desafiados 

com dsMAL. Se comparados ao gene dcr2, o aumento de expressão dos gene dcr1 

e ago2A é menor quanto à presença de dsMAL. Por isso, os dois últimos genes 

podem não estar relacionados com a resposta a dsRNAs exógenas. A resposta à 

dsMAL não foi dose dependente em todos os tecidos. Além disso, o aumento de 

expressão não foi sincronizado em todos os tecidos, já que o aumento da expressão 

dos genes em cada um deles ocorreu em momentos diferentes. 

5.5- Detecção de dsRNAs nos tecidos de R. prolixus  

5.5.1- Detecção de dsRNAs após ensaio in vitro com proteínas solúveis de 
corpo gorduroso, intestino médio e ovário  

 

Um ensaio in vitro foi realizado a fim de verificar a integridade de dsRNAs 

após incubações com proteínas extraídas de tecidos de R. prolixus. A Figura 25A 

mostra que dsRNAs foram detectadas 24h após serem incubadas com proteínas 

solúveis de intestino médio anterior e de corpo gorduroso, ao contrário de dsRNAs 

incubadas com proteínas solúveis de ovário, que após 24h não são mais detectadas 

(Figura 25B). Como mostrado na Figura 26, dsRNAs não relacionadas (dsMAL) e 

dsRNA específica (dsαGLU) também foram detectadas 24h após serem incubadas 

com proteínas solúveis do intestino médio posterior. Esses resultados podem indicar 

a presença de RNAses no ovário, que estão ausentes no corpo gorduroso e no 

intestino médio de R. prolixus. Outros estudos precisam ser feitos a fim de se 

compreender melhor o que acontece com as dsRNAs no ovário do inseto. 
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(A) 

 

                                                         (B) 

 

 
 
Figura 25: Detecção de dsRNAs após ensaio in vitro com proteínas solúveis de 
intestino médio anterior, corpo gorduroso e ovário de R. prolixus. (A) 20µg de 
proteínas solúveis de 10 intestinos médio anteriores (IMA), 10 corpos gordurosos (CG) e (B) 
10 ovários de fêmeas em jejum foram incubados, na presença de água, com 200ng de 
dsMAL (P+dsMAL) por 2 e 24h a 28 ºC. Proteínas solúveis dos respectivos tecidos 
incubadas com água por 24h (P24h) ou não incubadas (P) e água incubada com dsMAL 
(H2O+dsMAL) também por 2 e 24h a 28 ºC foram usados como controles. As imagens 
mostradas são dois géis de agarose representativos para dois experimentos independentes. 
Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb (setas). 

dsMAL 

 

dsMAL 
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Figura 26: Detecção de dsRNAs após ensaio in vitro com proteínas solúveis de 
intestino médio posterior de R. prolixus.  Aproximadamente 20µg de proteínas solúveis 
de intestinos médio posteriores de 10 fêmeas em jejum foram incubadas, na presença de 
água, com 200ng de dsMAL (P+dsMAL) ou com  200ng de dsαGLU (P+dsαGLU) por 2 e 
24h a 28 ºC. Proteínas solúveis de intestinos médio posteriores incubadas com água por 2h 
(P2h) e por 24h (P24h) e água incubada com dsMAL (H2O+dsMAL) e dsαGLU (H2O+ 
dsαGLU) foram usados como controles. A imagem mostrada é um gel de agarose 
representativo para dois experimentos independentes. Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb 
e dsαGLU 400pb (setas). 

 

5.5.2- Detecção de dsRNAs após ensaio ex vivo com hemolinfa 

 

Para verificar a persistência de dsRNAs na hemolinfa de R. prolixus, dsMAL e 

dsRHBP foram incubadas com hemolinfa por 2h. A dsRHBP é uma dupla-fita 

construída para o silenciamento da RHBP, a proteína ligadora de heme do R. 

prolixus, que está presente na hemolinfa e no ovário do inseto. A Figura 27A mostra 

que após 2h de incubação tanto a dsRNA não relacionada (dsMAL) quanto a dsRNA 

específica para R. prolixus  (dsRHBP) não foram detectadas na hemolinfa.  

A partir desse resultado, tempos menores que 2h após a incubação foram 

analisados. Já no momento da incubação da hemolinfa com dsMAL (HL+dsMAL 0’), 

a mesma não foi detectada nem a 28 ºC  nem a 60 ºC (HL 60º+dsMAL 0’) (Figura 

27B). Isso pode indicar a presença de uma ou várias RNAses solúveis na hemolinfa 

dsMAL 

dsαGLU 
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que possivelmente são muito ativas nestas temperaturas, podendo atuar no 

processamento de dsRNAs de forma rápida e eficiente.  

 

(A) 

 

                                                           (B) 

 

 
Figura 27: Ensaio ex vivo de incubação de dsRNAs com hemolinfa de R. prolixus. 
Após 10 dias da alimentação, a hemolinfa de 10 fêmeas foi coletada na presença de 
feniltiouréia. (A) Foram incubadas 40 µg de proteínas da hemolinfa (equivalente a 1,6 µL de 
hemolinfa), na presença de água, com 200 ng de dsMAL (HL+dsMAL) ou com  200 ng de 
dsRHBP (HL+dsRHBP) durante 2h. (B) Hemolinfa foi incubada com dsMAL por 0, 2, 5, 10 
minutos  a 28 ºC e durante 0 e 10 minutos a 60 ºC. Hemolinfa incubada com água (HL) e 
água incubada com dsMAL (H2O+dsMAL) e dsRHBP (H2O+dsRHBP) foram usados como 
controles.  As imagens mostradas são dois géis de agarose representativos para dois 
experimentos independentes. Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb e dsRHBP 300pb 
(setas). 
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6- DISCUSSÃO 

6.1 - Identificação de genes das vias de RNAi 

Com a disponibilidade dos dados gerados pelo sequenciamento do genoma 

de R. prolixus, RNAi tem sido usado por vários grupos como ferramenta para 

elucidar a função de genes desse inseto através do silenciamento gênico induzido 

pela introdução de uma dsRNA. Além disso, a partir desses dados também é 

possível investigar os genes que eventualmente estão envolvidos com o sucesso de 

R. prolixus em responder ao sinal de silenciamento gênico. A partir daí, vários 

aspectos dos mecanismos de RNAi nesse inseto poderão ser esclarecidos.  

Um dos objetivos do trabalho foi identificar genes envolvidos na via do RNAi 

em R. prolixus. Estudos mostraram que insetos como D. melanogaster, T. 

castaneum e B. germanica apresentam duas proteínas Dicer: Dicer1, que atua na 

resposta a dsRNAs endógenas, e Dicer2, que atua contra dsRNAs exógenas (LEE 

et al., 2004; LOZANO et al., 2012; TOMOYASU et al., 2008). O nematódeo C. 

elegans possui uma única Dicer, a qual participa da biogênese de ambos miRNAs e 

siRNAs (BERNSTEIN et al., 2001; KETTING et al., 2001; KNIGHT e BASS, 2001). A 

partir dos dados disponíveis do genoma de R. prolixus, foram encontrados 2 genes 

que codificam proteínas Dicer. Além destes, foram encontrados 6 genes que 

codificam Argonautas e um gene que codifica Drosha (Tabela 3). Três genes (dcr1, 

dcr2 e ago2A) foram testados por PCR, quanto à presença de transcritos em ovário, 

corpo gorduroso, intestino médio anterior e posterior. Os transcritos dos três genes 

foram detectados nos quatro órgãos analisados (Figura 15).  

As proteínas Dicer de R. prolixus foram denominadas Dicer1 (RPdcr1)  e 

Dicer2 (RPdcr2), por terem apresentado alta similaridade, respectivamente, com 

proteínas Dicer1 de A. gambie, D. melanogaster, H. sapiens, M. rotundata e T. 

castaneum e com proteínas Dicer2 de B. germanica, T. castaneum, D. melanogaster 

e A. gambie. Além disso, as duas Dicer de R. prolixus apresentaram alta similaridade 

com Dicer1 de C. elegans (Anexos 1 e 2).  

Através da análise no portal de Bioinformática Expasy, foi possível prever em 

RPdcr1 todos os domínios característicos de proteínas Dicer (Figura 6A). RPdcr2 

contêm quase todos os domínios, faltando apenas o dsRBD carboxi-terminal (Figura 

7A), que também está ausente na Dicer2 de T. castaneum (TOMOYASU et al., 

2008). As árvores filogenéticas mostraram que RPdcr1 e RPdcr2 apresentaram 
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maior similaridade com Dicer1 de D. melanogaster (Figura 6C) e Dicer 2 de B. 

germanica (Figura 7C) respectivamente. Além disso, o gene RPdcr2 parece estar 

envolvido com a resposta a dsRNAs exógenas, já que sua expressão aumentou 

consideravelmente em corpo gorduroso, intestino médio anterior e posterior após a 

injeção de dsMAL na hemolinfa de R. prolixus (Figuras 21 e 24), ao contrário de 

RPdcr1 que não apresenta a mesma resposta à dsMAL naqueles tecidos (Figuras 

20 e 23). 

Das 6 sequências ortólogas de argonautas encontradas em R. prolixus  até o 

momento, 2 estão em processo de análise. Apesar de argonautas apresentarem um 

domínio N-terminal e um MID, além dos domínios PIWI e PAZ (Figura 4), as 4 

argonautas analisadas através do portal de Bioinformática Expasy  apresentaram 

apenas os domínios PIWI e PAZ nessas sequências (Figura 10). Como mencionado 

anteriormente, as argonautas podem ser classificadas em 3 sub-famílias: AGO, PIWI 

e WAGO (TOLIA e JOSHUA-TOR, 2007; CZECH e HANNON, 2011). As sequências 

de RPago1, RPago2A e RPago2B apresentaram similaridade com proteínas piwi e 

aubergine de outros organismos (Figuras 11, 12 e 13; anexos 4, 5 e 6), enquanto 

RPago3 apresentou similaridade com argonautas de insetos e também com piwi de 

A. aegypti e hiwi de Homo sapiens (Figura 14; anexo 7). Esses dados podem indicar 

que essas sequências fazem parte da sub-família PIWI, já que em  D. melanogaster 

os membros dessa sub-família incluem proteínas PIWI, aubergine e argonauta3 

(KLATTENHOFF e THEURKAUF, 2008). O genoma humano possui 4 genes que 

codificam 4 proteínas PIWI: HIWI (também conhecida como PIWIL1), HILI (também 

conhecida como PIWIL2), HIWI3 (também conhecida como PIWIL3) e HIWI2 

(também conhecida como PIWIL4) (PETERS e MEISTER, 2007).  

Além dos genes identificados nesse trabalho, foram encontrados, também no 

genoma de R. prolixus, sequências com alta similaridade a armitage, trbp, pasha, 

r2d2 e spindle2 de insetos (Ricardo N. Araujo, comunicação pessoal). Até o 

momento, não foram encontrados no genoma de R. prolixus os homólogos de RdRP 

e Sid-1 (Tabela 3), que estão envolvidas com a disseminação do sinal de 

silenciamento em C. elegans. Isso corrobora a hipótese de que os genes envolvidos 

com o RNAi sistêmico de R. prolixus não são os mesmo que desempenham essa 

função em C. elegans. O gene RdRP não é conservado em animais, estando 

ausente também em insetos como D. melanogaster e T. castaneum (TOMOYASU et 
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al., 2008). Em D. melanogaster, uma subunidade da RNA polimerase II, conhecida 

como D-elp1, tem atividade RdRP, sendo capaz de produzir secundários siRNAs 

endógenos responsáveis por amplificar o sinal de silenciamento (LIPARDI e 

PATERSON, 2009). Isso comprova que o efeito de persistência de RNAi não é 

baseado em RdRP em todos os organismos. Também não foram encontrados 

homólogos de C3PO, Wago e Loquacious (Tabela 3). Este último, codifica a proteína 

ligadora de dsRNA, LOQ, a qual é par da Dicer1 de D. melanogaster  

(FORSTEMANN et al., 2005). Com os genes identificados até o momento, é possível 

prever alguns possíveis participantes das vias de miRNA, siRNA e piRNA no R. 

prolixus, esquematizados na Figura 28. 

 

 

 
 
Figura 28: Esquema dos componentes das vias de RNAi em R. prolixus. No genoma do 
R. prolixus foram encontradas sequências com similaridade a genes que codificam para 
proteínas envolvidas com as vias do miRNA (drosha e seu par pasha; dicer1 e seu par trbp), 
do siRNA (dicer2 e seu par r2d2) e do piRNA (armitage, spindleE, ago1, ago2A, ago2B e 
ago3). Os genes ago envolvidos com a via de miRNA e siRNA estão em fase de análise. Os 
genes armitage, trbp, pasha, r2d2 e spindle2 foram identificados por Ricardo N. Araujo 
(UFMG, comunicação pessoal). 
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6.2 - Resposta à dsRNAs exógenas na expressão gênica 

Estudos sobre a via de RNAi em alguns artrópodes mostraram que a 

expressão dos genes que codificam para as proteínas envolvidas com a via do 

siRNA tendem a aumentar quando os mesmos são injetados com dsRNAs 

(GARBUTT e REYNOLDS, 2012; LOZANO et al., 2012) ou quando infectados com 

vírus de RNA (ALMEIDA, 2009; AMARAL, 2008; CHEN et al., 2011). No presente 

trabalho, foi visto que a injeção de dsRNAs na hemolinfa de R. prolixus desencadeia 

um aumento considerável de expressão do gene dcr2 em corpo gorduroso, intestino 

médio anterior e posterior (Figuras 21 e 24). Esse aumento parece não ser 

dependente da dose de dsMAL em corpo gorduroso (Figura 20A), ao contrário dos 

intestinos médio anterior e posterior, os quais apresentaram aumento de expressão 

de dcr2 com o aumento da concentração de dsMAL (Figuras 21B e 21C ). Além 

disso, foi visto que a variação da expressão desse gene ocorreu em níveis e 

momentos diferentes nos três tecidos analisados. Em corpo gorduroso e intestino 

médio anterior houve um aumento da expressão de dcr2 no 1º dia após a injeção de 

dsMAL, sendo esse aumento de 10 e 3 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso 

e intestino médio anterior. No 4º dia após a injeção, os níveis de expressão de dcr2 

nesses dois tecidos diminuíram em relação ao 1º dia, mas ainda foi o dobro do nível 

do controle (Figuras 23A e 23B). Em intestino médio posterior, o nível de expressão 

de dcr2 foi 15 vezes maior no 1º dia, aumentando para 20 vezes no 4º dia (Figura 

23C), o que mostrou que esse tecido apresentou uma resposta de dcr2 ainda maior 

e mais tardia que o corpo gorduroso e o intestino médio anterior, já que estes 

apresentaram diminuição dos níveis de expressão no 4º dia após a injeção de 

dsMAL, dia em que ocorreu a maior resposta de dcr2 em intestino médio posterior 

(Figura 23). 

O gene dcr1 apresentou aproximadamente o dobro de expressão no corpo 

gorduroso após a injeção de 1µg de dsMAL. Curiosamente, no mesmo tecido, a 

injeção de 2µg e 4µg de dsMAL manteve os níveis de expressão de dcr1 próximos 

ao nível da amostra não injetada (Figura 19A). Em intestino médio (anterior e 

posterior), a injeção de dsMAL não elevou o nível de expressão de dcr1. Ao 

contrário, o nível de expressão de dcr1 foi diminuído nos cDNAs de intestino médio 

anterior e posterior de insetos injetados com qualquer concentração de dsMAL, se 

comparados com o controle (Figuras 20B e 20C). No corpo gorduroso, o nível de 
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expressão do gene dcr1 aumentou 2 vezes em relação ao controle meio dia após a 

injeção de dsMAL e esse nível diminuiu para próximo de 1,5 nos dias 1 e 4 após a 

injeção de dsMAL (Figura 22A). Como era de se esperar, nas amostras de insetos 

injetados, o nível de expressão de dcr1 em intestino médio (anterior e posterior) 

diminuiu em relação ao controle desde o momento da injeção até o 4º dia após a 

injeção de dsMAL (Figuras 22B e 22C). Assim, no intestino médio a injeção com 

dsMAL regulou negativamente a expressão de  dcr1, ao contrário do que ocorreu no 

mesmo tecido com dcr2. Já o corpo gorduroso apresentou aumento de expressão 

desses dois genes em resposta à dsMAL, embora o nível de aumento de dcr2 tenha 

sido cerca de 5 vezes maior que o de dcr1. Assim, o gene dcr2 pode estar envolvido 

com a resposta a dsRNAs exógenas em R. prolixus, participando na formação dos 

siRNAs, enquanto o gene dcr1 provavelmente está relacionado com a resposta à 

dsRNAs endógenas, formando miRNAs, já que a reposta em nível de transcrição de 

dcr2 à dsMAL foi muito maior que dcr1 nos tecidos analisados (Figuras 22 e 23).  

O gene ago2A apresentou aproximadamente o dobro de expressão no corpo 

gorduroso após a injeção de 1µg de dsMAL. Curiosamente, no mesmo tecido, a 

injeção de 2µg e 4µg de dsMAL manteve os níveis de expressão de ago2A próximos 

ao nível da amostra não injetada (Figura 21A). Em intestino médio anterior, o nível 

de expressão de dcr1 foi menor quando os insetos foram injetados com qualquer 

concentração de dsMAL, se comparados com o controle (Figura 21B). Esses 

resultados são bem similares aos resultados para dcr1 em corpo gorduroso e 

intestino médio anterior (Figuras 20A e 20B). Entretanto, a variação de expressão de 

ago2A apresentou um perfil diferente em intestino médio posterior, em relação ao 

que foi visto para dcr1. Neste tecido, houve um aumento de mais de 2 vezes no nível 

de expressão de ago2A após a injeção tanto de 1µg quanto de 4µg de dsMAL. 

Curiosamente, a injeção de 2µg de dsMAL não apresentou o mesmo perfil (Figura 

21C). Além disso, os níveis de expressão de ago2A foram aumentados em todos os 

tecidos até o 4º dia após a injeção com dsMAL (Figura 24). O nível do aumento da 

expressão de ago2A foi diferente entre os tecidos, da mesma forma como foi 

mostrado para os outros genes. No corpo gorduroso, o nível de expressão de ago2A 

mais que duplicou já no momento da injeção (tempo zero) e foi mantido nesse 

mesmo nível no 1º dia, sofrendo uma diminuição no 4º dia após a injeção de dsMAL 

(Figura 24A). O intestino médio anterior apresentou um pequeno aumento meio dia 
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após a injeção e esse aumento foi mantido até o 4º dia após a injeção de dsMAL 

(Figura 24B). Finalmente, no intestino médio posterior, o nível de expressão de 

ago2A duplicou meio dia após a injeção de dsMAL, apresentando diminuição no 1º 

dia e voltando ao mesmo nível do meio dia no 4º dia após a injeção de dsMAL 

(Figura 24C). Esse conjunto de resultados mostram que os tecidos apresentaram, 

para um mesmo gene, níveis diferentes de aumento de expressão após a injeção de 

dsMAL, o que indica que cada gene apresenta uma resposta à dsMAL tecido-

específica.   

Nossos resultados foram similares aos obtidos no estudo realizado por 

Garbutt e Reynolds (2012) em Manduca sexta, que também mostrou aumento dos 

níveis de transcrição de genes relacionados com via de RNAi, dicer 2 e argonauta 2, 

em resposta à injeção de dsRNA sintetizada para eGFP (dseGFP), um gene que 

não está presente no genoma de M. sexta. Os níveis de expressão de dicer 2 

aumentaram 79, 362 e 395 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso, hemócitos 

e intestino médio, 6 horas após a injeção de dseGFP. Esses níveis caíram para 3, 5 

e 7 vezes, respectivamente em corpo gorduroso, hemócitos e intestino médio, 18 

horas após a injeção de dseGFP, mostrando que o aumento da transcrição de dicer 

2 em M. sexta é rápido e transitório (GARBUTT e REYNOLDS, 2012). Em R. 

prolixus o grau de aumento de expressão de dcr2, verificado no presente trabalho, 

foi menor e mais duradouro do que o observado para o mesmo gene de M. sexta.  

Um trabalho realizado com ninfas de 5º estágio de B. germanica mostrou que 

o nível de expressão do gene dcr2 aumentou 5 vezes, 6h após a injeção tanto de 

dsRNAs não relacionadas a B. germanica, quanto de dsRNAs para dcr2 (dsBGdcr2) 

e para dcr1 (dsBGdcr1) do inseto. No último caso, os níveis de dcr1 diminuíram após 

6h da injeção de dsBGdcr1, o que demonstrou o silenciamento de dcr1. Em 

contrapartida, após a injeção de dsBGdcr2, o gene dcr2 apresentou um aumento de 

expressão nas primeiras 6 horas, que foi diminuindo gradativamente em relação ao 

controle a partir do 1º dia pós injeção, o que pode mostrar um silenciamento tardio 

de dcr2. Em B. germanica, assim como em M. sexta e R. prolixus, dcr2 está 

diretamente envolvida na reposta à dsRNAs exógenas (LOZANO et al., 2012). 

Em M. sexta, foi visto também que o gene argonauta 2 apresentou aumento 

de expressão de 8, 22 e 27 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso, hemócitos 

e intestino médio, 6 horas após a injeção de dseGFP. Após 18 horas da injeção, o 
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nível de expressão de argonauta 2 aumentou 10 vezes em corpo gorduroso e 

diminuiu 5 vezes em hemócitos e intestino médio. Isso mostrou que argonauta 2, 

assim como dicer 2, também responde positivamente a dsRNAs exógenas, mas de 

uma forma mais moderada (GARBUTT e REYNOLDS, 2012). No presente trabalho, 

o grau de aumento de expressão de ago2A em R. prolixus também foi menor do que 

o observado para o mesmo gene de M. sexta. Em corpo gorduroso de R. prolixus, o 

tempo de persistência desse aumento de expressão de ago2A foi similar ao mesmo 

tecido de M. sexta, entretanto, foi mais duradouro em intestino de R. prolixus do que 

o observado para o mesmo tecido em M. sexta. Vale ressaltar que, até o momento, 

sabe-se que o genoma de R. prolixus apresenta 6 ortólogos de argonautas e apenas 

um desses genes foram testados nesse trabalho. Assim, é necessário testar os 

outros genes ortólogos de argonautas, a fim de avaliar se algum deles pode ser mais 

responsivo à dsRNAs exógenas do que o gene ago2A analisado neste trabalho.  

Em muitos organismos a imunidade antiviral é mediada pela via de RNAi 

(DING, 2010). Em D. melanogaster foi demonstrado que moscas mutantes para 

Dicer 2 apresentaram susceptibilidade ao vírus C de D. melanogaster e aos vírus 

Sindbis e Flock House (GALIANA-ARNOUX et al., 2006). Mais tarde, também em D. 

melanogaster, foi visto que Dicer 2 induz a expressão do gene antiviral Vago 

(DEDDOUCHE et al., 2008). Esses trabalhos mostraram que Dicer 2 é elemento 

chave no reconhecimento da infecção viral na mosca-da-fruta. O silenciamento de 

dcr2, ago2 e r2d2 confirmou a resistência viral induzida por dsRNA em mosquitos, 

demonstrando que esses componentes da via de RNAi são cruciais para limitar a 

infecção viral e sua disseminação em mosquitos (BLAIR, 2011). No camarão 

Litopenaeus vannamei, foi visto que os níveis de transcritos de dicer 2 aumentaram 

após a infecção com vírus da síndrome White Spot e também após desafio com  

dsRNAs não relacionadas a essa espécie (CHEN et al., 2011). Esses trabalhos 

demonstraram a participação de Dicer 2 e outros componentes da via de RNAi na 

indução da imunidade antiviral e na resposta eficaz a dsRNAs sintéticas. 

R. prolixus não é vetor de arboviroses, havendo até o momento  

desconhecimento de infecções deste inseto por vírus de RNA. Em contrapartida, a 

resposta a dsRNAs exógenas mediada por RNAi tem se mostrado bastante eficaz. 

Hipoteticamente, a via de RNAi de R. prolixus pode apresentar uma potente 
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resposta contra vírus que produzam siRNAs, de forma que os mesmos não 

consigam completar a infecção. 

6.3 - Resposta à alimentação sanguínea 

Em estudos de silenciamento gênico realizados em R. prolixus, os insetos são 

mantidos aproximadamente 21 dias sem repasto sanguíneo e  após a injeção das 

dsRNAs específicas para o gene que se quer silenciar, os mesmos são alimentados 

com sangue (MURY et al., 2010; WALTER-NUNO, 2011). Assim, a alimentação 

sanguínea parece ser um evento importante para uma resposta satisfatória de 

silenciamento gênico. Os resultados deste trabalho demonstraram que o repasto 

sanguíneo é capaz de aumentar a expressão dos genes envolvidos com a via de 

RNAi de R. prolixus em corpo gorduroso (Figura 16), intestino médio anterior (Figura 

17) e intestino médio posterior (Figura 18) entre o 1º e o 7º dia após a alimentação 

sanguínea. Esses resultados comprovam a importância da alimentação sanguínea 

na resposta eficiente da via de RNAi em R. prolixus, já que aumentando a expressão 

do gene dcr2, o inseto consegue responder melhor à presença de dsRNAs 

exógenas.  

A partir dessas informações, todos os experimentos realizados com o intuito 

de avaliar a expressão dos genes da via de RNAi de R. prolixus em resposta à 

dsMAL (Figuras 20 a 25) foram feitos com insetos fêmeas em jejum, para que a 

alimentação sanguínea não mascarasse qualquer aumento de expressão. 

6.4 - Resposta tecidual à presença de dsRNAs exógenas  

 Foi visto que dsRNAs são detectadas 24h após a incubação das mesmas 

com proteínas solúveis extraídas de corpo gorduroso, intestino médio anterior e 

posterior de R. prolixus, ao contrário do que ocorre quando as mesmas são 

incubadas com proteínas solúveis extraídas de ovário (Figuras 25 e 26). No intestino 

médio posterior tanto a dsRNA específica para α-glucosidase (dsαGLU) quanto 

dsMAL foram detectadas 24h após a incubação (Figura 26), o que mostra que a 

persistência das dsRNAs na presença das proteínas de intestino médio posterior 

não depende da especificidade da dsRNA.  

Esses resultados podem indicar que ovário apresenta uma ou mais proteínas 

solúveis com atividade RNásica, que estão ausentes em corpo gorduroso e intestino 

médio. Nossos resultados mostram ainda que a resposta à dsRNAs não ocorre da 
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mesma forma em todos os tecidos. Outros estudos precisam ser feitos a fim de 

elucidar como as dsRNAs são processadas nos tecidos, o que pode explicar o 

comportamento de silenciamento gênico em cada um deles.  

 O mesmo estudo foi realizado utilizando a hemolinfa de R. prolixus sem 

hemócitos. Em um ensaio ex vivo a hemolinfa foi incubada com dsMAL e dsRHBP, 

verificando-se a ausência das dsRNAs 2h após a incubação com a hemolinfa (Figura 

27A). Tempos mais curtos de incubação foram testados e a Figura 27B mostrou que 

a ausência de dsMAL ocorreu instantaneamente na hemolinfa, independentemente 

da temperatura em que o ensaio foi realizado, 28 ºC ou 60 ºC.  

Um ensaio parecido foi realizado com hemolinfa de larvas de 5º estágio de M. 

sexta, inseto que apresenta susceptibilidade variável ao RNAi, e de fêmeas adultas 

de B. germanica, inseto susceptível ao RNAi (GARBUTT et al., 2012). Observou-se 

que a partir de 1h de incubação da hemolinfa com dseGFP ocorreu degradação de 

dsRNA, que foi inibida quando a hemolinfa foi aquecida a 100 ºC antes da 

incubação. Em B. germanica, a degradação da dseGFP ocorreu parcialmente até 

24h após a incubação e foi muito menor que a degradação vista em M. sexta. Isso 

mostrou que a persistência da dseGFP ocorre por mais tempo na hemolinfa de  B. 

germanica do que em M. sexta, o que poderia justificar a alta susceptibilidade de B. 

germanica ao RNAi.  

Insetos da ordem Lepidoptera, como M. sexta, apresentam eficiência variável 

ao RNAi e inúmeros motivos para essa diferença de susceptibilidade têm sido 

analisados (TERENIUS et al. 2011).  Um dos motivos parece ser a presença de uma 

RNase não-específica na hemolinfa do inseto que degrada rapidamente dsRNAs 

exógenas, o que supostamente diminui o tempo de persistência das mesmas na 

hemolinfa e interfere na susceptibilidade do inseto ao RNAi (GARBUTT et al., 2012). 

Considerando esses resultados e os obtidos para R. prolixus, que é um inseto 

susceptível ao RNAi,  a presença de RNases na hemolinfa não é, provavelmente, o 

único indicador que explica a baixa susceptibilidade ao RNAi. São necessários 

trabalhos adicionais que investiguem a eficiência da penetração da dsRNA e a 

transmissão do sinal de interferência em células e tecidos, bem como o estudo da 

expressão relativa dos diferentes genes da via para se entender a suceptibilidade de 

diferentes espécies ao RNAi. 
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7 – CONCLUSÕES 

 Foram encontrados no genoma de R. prolixus genes dicer 1, dicer 2, drosha e 

6 genes argonautas; 

 O gene dicer 2 de R. prolixus parece estar envolvido com a via de siRNA, já 

que houve aumento elevado de sua expressão em corpo gorduroso e 

intestino médio em resposta à presença de dsRNAs exógenas, além de sua 

sequência protéica apresentar alta similaridade com sequências de Dicer 2 de 

outros organismos, incluindo insetos;  

 As 4 sequências de Argonautas analisadas apresentaram similaridade com 

proteínas envolvidas com a via de piRNA em outros organismos; 

 Transcritos dos genes dicer 1, dicer 2 e argonauta 2A foram detectados em 

corpo gorduroso, ovário, intestino médio anterior e intestino médio posterior; 

 A alimentação sanguínea induz aumento da transcrição do gene dicer 1 em 

corpo gorduroso e intestino médio anterior e dos genes dicer 2 e argonauta 

2A em corpo gorduroso e intestino médio, indicando que o repasto sanguíneo 

é importante para a resposta do inseto a dsRNAs exógenas ou endógenas; 

 O desafio com dsRNA (dsMAL) induz aumento de expressão gênica, 

principalmente de dicer 2 em corpo gorduroso e intestino médio do inseto. O 

aumento de expressão dos genes dicer 1 e argonauta 2A foi menor na 

presença de dsMAL, se comparado ao gene dicer 2. Por isso, dicer 1 e 

argonauta 2A parecem não estar relacionados com a resposta a dsRNAs 

exógenas;  

 A resposta à dsMAL não foi dose dependente em todos os tecidos e o 

aumento da expressão dos genes em cada tecido ocorreu em momentos 

diferentes; 

 dsRNAs não foram detectadas após 24h incubadas com proteínas solúveis de 

ovário, sugerindo a presença de uma ou mais RNases nesse tecido; o mesmo 

não foi observado em corpo gorduroso e intestino médio; 

 Na hemolinfa a ausência de dsRNAs ocorre de forma rápida e eficiente, tanto 

a 28 ºC quanto a 60 ºC, indicando que uma ou várias RNAses solúveis podem 

estar presentes; 

 A presença de atividade RNásica é tecido-específica e a relação desta 

atividade com a via de RNAi permanece a ser esclarecida.  
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9- ANEXOS 

Anexo 1 

Alinhamento dos domínios ATP/helicase, helicase, dicer, PAZ, RNAses IIIa e IIIb e domínio 
dsRBD de Dicer 1 de R. prolixus (RPDcr1), Drosophila melanogaster  (DMDCR1; CG4792), 
Tribolium castaneum (TCDCR1; EFA11550.1), Megachile rotundata (MRDCR1; 
XP_003706496.1), Anopheles gambie (AGDCR1; ENSANGG00000014308), Homo sapiens 
(HSDCR1; NM_177438) e Caenorhabditis elegans (CEDCR1; K12H4.8). Resíduos idênticos 
são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. 
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 2 

Alinhamento dos domínios ATP/helicase, helicase, dicer,  PAZ, RNAses IIIa e IIIb de Dicer 2 
de R. prolixus (RPDcr2),  Blattella germanica (BGDCR2; CCF23094.1), Drosophila 
melanogaster (DMDCR2; CG6493), Tribolium castaneum (TCDCR2; NP_001107840.1), 
Anopheles gambie ( AGDCR2; XP_320248.4) e Dicer 1 de Caenorhabditis elegans 
(CEDCR1; K12H4.8). Resíduos idênticos são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por 
‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 3 

Alinhamento dos domínios RNAses IIIa e IIIb e dsRBD de Drosha de R. prolixus 
(RPDrosha), Apis mellifera  (AMdrosha; XP_394444.3), Caenorhabditis elegans (CEdrosha; 
NP_001122460.2) e Drosophila melanogaster (DMdrosha; AAF59169.1). Resíduos idênticos 
são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. 
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 4 

Alinhamento dos domínios PAZ e PIWI de Argonauta 1 de R. prolixus (RPAgo1), aubergine 
de Tribolium castaneum (aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum 
(piwiTC;GenBank:EFA07425.1); piwi de Aedes aegypti (piwiAA; XP_001653082.1), piwi de 
Drosophila melanogaster (piwiDM; GenBank: AAD08705.1 ), piwi de Acromyrmex echinatior 
(piwiAE; GenBank: EGI64222.1) e aubergine de Apis mellifera (aubAM; NP_001159378.1). 
Resíduos idênticos são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  
por  ‘‘.’’. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 5  

Alinhamento dos domínios PAZ e PIWI de Argonauta 2A de R. prolixus (RPAgo2A), 
aubergine de Tribolium castaneum (aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum 
(piwiTC;GenBank:EFA07425.1), piwi de Harpegnathos saltator (piwiHS; GenBank: 
EFN77932.1), proteína “piwi-like” de Megachile rotundata (piwilikeMR; XP_003708345.1),  
piwi de Aedes aegypti (piwiAA; XP_001663870.1), aubergine de Drosophila melanogaster 
(aubDM; GenBank: AGA18946.1), piwi de Acromyrmex echinatior (piwiAE; GenBank: 
EGI61307.1) e aubergine de Apis mellifera (aubAM; NP_001159378.1).Resíduos idênticos 
são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. 
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 6 

 Alinhamento dos domínios PAZ e PIWI de Argonauta 2b de R. prolixus (RPAgo2B), 
aubergine de Nilaparvata lugens (aubNL; GenBank: AEI25513.1 ), piwi de Tribolium 
castaneum (piwiTC;GenBank:EFA07425.1), piwi de Harpegnathos saltator (piwiHS; 
GenBank: EFN83189.1), piwi de Aedes aegypti (piwiAA; XP_001663870.1), piwi de 
Drosophila melanogaster (piwiDM; GenBank: AGA18882.1), piwi de Acromyrmex echinatior 
(piwiAE; GenBank: EGI61307.1), aubergine de Apis mellifera (aubAM; GenBank: 
ACV84378.1) e piwi de Culex quinquefasciatus (piwiCQ; XP_001844068.1). Resíduos 
idênticos são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. 
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 7 

 Alinhamento dos domínios PAZ e PIWI de Argonauta 3 de R. prolixus (RPAgo3), argonauta 
de Apis mellifera (agoAM;GenBank: ACV84372.1), argonauta 3 de Bombyx mori (ago3BM; 
dbj:BAF98575.1), piwi de Aedes aegypti (piwiAA; XP_001652945.1), argonauta 3 de 
Drosophila melanogaster (ago3DM; GenBank: ABO27430.1) e hiwi de Homo sapiens 
(hiwiHS; GenBank: AAK92281.1). Resíduos idênticos são indicados por ‘‘*’’, resíduos 
conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  por  ‘‘.’’. Alinhamento realizado através do 
algoritmo CLUSTALW. 
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Anexo 8 

 Alinhamento dos domínios PAZ e PIWI das Argonautas 1, 2a, 2b e 3 de R. prolixus. 
Resíduos idênticos são indicados por ‘‘*’’, resíduos conservados por ‘‘:’’ e semi-conservados  
por  ‘‘.’’. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW. 
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