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RESUMO

A interferéncia por RNA (RNAIi) é o processo celular de silenciamento génico
sequéncia-especifico que ocorre em resposta a presenca de duplas-fitas de RNA
(dsRNA) homodlogas, as quais podem ser moléculas enddégenas (miRNAS) ou
exodgenas (siRNAs). Apesar de outras proteinas acessorias estarem envolvidas em
varios aspectos do RNAI, proteinas Dicer e Argonautas séo suficientes para
estabelecer a via funcional. Proteinas Dicer (dcr) sdo caracterizadas por multiplos
dominios: dominio ATPase/helicase, DUF283, PAZ, dois dominios RNase Ill e um
dominio ligador de dsRNA (dsRBD). Alguns membros dessa familia perdem um ou
mais desses dominios. Proteinas Argonautas (ago) sdo caracterizadas pela
presenca de quatro dominios: N-terminal, PAZ, MID e PIWI. O triatomineo Rhodnius
prolixus tem sido usado como modelo para estudos de gendmica funcional baseado
no silenciamento génico, exibindo uma resposta sisttmica 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 sistémica a dsRNAs exdgenas. A partir dos dados do
genoma do inseto e utilizando ferramentas de bioinformética, genes envolvidos com
a via de RNAI foram identificados e comparados com genes ja descritos para outros
organismos. Utilizando técnicas de biologia molecular (RT-PCR e gPCR), foi
possivel investigar a expressao de alguns desses genes em resposta a alimentacao
sanguinea e a presenca de dsMAL, uma dsRNA exdgena nao-especifica. Além
disso, a presenca de dsMAL foi investigada apo0s incubacdo da mesma com
hemolinfa e proteinas solUveis obtidas de ovarios, corpo gorduroso e intestino médio
anterior e posterior. Foram encontrados 2 genes que codificam proteinas Dicer, 6
genes que codificam Argonautas e um gene que codifica Drosha. Os transcritos de
trés desses genes (dcrl, dcr2 e ago2A) foram detectados em ovario, corpo
gorduroso, intestino médio anterior e posterior. A alimentacdo sanguinea induziu o
aumento da transcricdo dos 3 genes em corpo gorduroso e intestino médio anterior e
0 aumento de dcr2 e ago2A em intestino médio posterior. Verificou-se também, um
aumento de expressao do gene dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e
posterior em resposta a dsMAL, enquanto a expressdo do gene dcrl mostrou-se
aumentada em corpo gorduroso e ago2A em corpo gorduroso e intestino médio
posterior. O gene dcr2 parece estar relacionado a via de siRNA, ja que apresenta
alto nivel de expressédo apés injecdo de dsRNAs em todos os tecidos analisados.
Além disso, dsRNAs ndo foram detectadas quando incubadas com hemolinfa e ap4s
24h incubadas com proteinas solUveis de ovarios. Isso ndo ocorre com dsRNAs
incubadas com proteinas sollveis dos outros tecidos, mostrando que a presenca de
atividade RNase é tecido-especifica. Os resultados podem ajudar a elucidar a via de
RNAI de Rhodnius prolixus

Palavras-chaves: inseto, RNAI sistémico, gendmica 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 (MiIRNAs) 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 Il 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 RNAIi 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 gPCR), 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 (dcrl, 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 dcrl 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- INTRODUCAO

1.1 — RNA de interferéncia

Um dos mais importantes avancos da Biologia foi a descoberta que moléculas
de RNA podem regular a expressao de genes (NOVINA e SHARP, 2004). Bidlogos
trabalhando com petunias avaliaram o efeito da diminuicdo da expressédo de genes
envolvidos com a pigmentacéo de flores. Cépias 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 génico ao
qual foi dado o nome de PTGS (do inglés post-transcriptional gene silencing). Isso
mostrou que quando transgenes sdo homodlogos aos RNAs codificados por genes
enddgenos, os dois tipos de RNAs sdo degradados, um fendmeno que ficou
conhecido também como co-supressdo (NAPOLI et al., 1990). No fungo Neurospora
crassa, um fendmeno similar a co-supressédo foi descrito e chamado “quelling”
(ROMANO et al., 1992). Fire et al. (1998) descreveram e explicaram pela primeira
vez o fenbmeno que foi chamado de RNA de interferéncia (RNAi) em células de
animais. Este estudo mostrou que a injecdo de uma longa dupla-fita de RNA no
nematddeo Caenorhabditis elegans levou a degradacdo do RNA mensageiro
homologo. O nome RNAi também é traduzido no nosso idioma como RNA
interferente ou Interferéncia mediada por RNA.

Muitas vias relacionadas ao RNAI sdo 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 embrionario, 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: protecdo contra elementos de transposicao,
regulacdo de genes e modificacdo da estrutura da cromatina (ALMEIDA e
ALLSHIRE, 2005).

A protecdo contra a proliferacdo de virus e elementos de transposi¢cao, bem
como a resposta a duplas-fitas de RNA exdgenas, originam moléculas efetoras que
guiam a degradacao do RNA mensageiro alvo. Tais moléculas s&o conhecidas como

pequenos RNAs de interferéncia (do inglés small interfering RNA - siRNA). Os



siRNAs sdo gerados pela acdo de proteinas da familia RNAse Ill, conhecidas como
Dicer, que ao encontrarem dupla-fitas de RNA longas (dsRNA), clivam-nas em
SiRNAs (TUSCHL et al., 1999; ZAMORE et al., 2000). Apds a clivagem, os siRNAs
sdo separados e a fita anti-sense é preferencialmente carregada em um complexo
protéico chamado RISC (do inglés RNA Induced Silencing Complex). Este complexo
€ responsavel 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 sequéncia homodloga a fita guia, a qual determina a
especificidade sequencial da resposta do RNA de interferéncia (MEISTER e
TUSCHL, 2004; TOMARI e ZAMORE, 2005).

A atuacdo do RNAI na regulacdo génica ocorre principalmente por meio dos
microRNAs (miRNAs). Estes sdo RNAs com cerca de 22 nucleotideos e sdo gerados
a partir de transcritos endogenos em forma de grampo e que usam a
complementaridade antisense para inibir a expressdo de RNAs mensageiros
especificos (AMBROS et al.,, 2003; BARTEL, 2004). Estudos revelaram o
envolvimento de mMIiRNAs em vias genéticas complexas reguladoras da
embriogénese, hematopoiese, diferenciacdo neuronal e desenvolvimento mediado
por HOX (PASQUINELLI et al., 2005).

Os miRNAs sédo formados a partir de longas dsRNAs transcritas pela RNA
polimerase Il ou lll, as quais sdo denominadas microRNAs primarios (pri-miRNAS).
Estes sdo processados no nucleo da célula por um complexo formado pela proteina
Drosha, uma endoribonuclease de classe |, juntamente com seu cofator DGCR8 (do
inglés DiGeorge syndrome critical region in gene 8), também conhecido como Pasha
em moscas e nematdédeos (DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN et al.,
2004). O processamento por Drosha envolve a remocéo da haste dupla-fita e das
sequéncias flanqueadoras, originando precursores de mMIiRNAs (pré-miRNAS),
também em forma de grampos, 0s quais sdo 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 sdo processados pela Dicer, a qual através do
dominio PAZ, reconhece a saliéncia 3’ terminal de 2 nucleotideos deixada pela
proteina Drosha, clivando o pré-miRNA em duplex de dsRNA maduros (HAMMOND,
2005; OLENA e PATTON, 2010). A proteina TRBP (do inglés TAR RNA-binding



protein) atua juntamente com Dicer para formar um complexo que atua ndo sé no
processamento de miRNA, mas também da 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 € degradada. Argonautas que compdem RISC
intermedeiam tal pareamento da fita com o RNA mensageiro alvo, sendo que o grau
de complementaridade entre estes dois define se 0 RNA mensageiro sera clivado e
degradado ou se ocorrera repressdo da traducdo (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.
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Figura 1: Mecanismo de RNA de interferéncia. Etapas comuns das vias de siRNAs e
miRNAs. Duplas-fitas de RNA de diversas origens sdo processados por uma proteina
RNase Ill, 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 alvoé
reconhecido, a sua expressao é modulada por um dos Varios mecanismos distintos,
dependendo do contexto biologico. Adaptado de Carthew e Sontheimer (2009).
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Figura 2: Descri¢cdo da via de RNAi mediada por microRNAs. Inicialmente pri-miRNAs
sdo processados pelo complexo Drosha/DGCR8 no nucleo, originando os pré-miRNAs.
Logo apds, estes sdo enviados para o citoplasma onde sdo processados em duplex de
mMiRNAs 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 tradugéo impedida. Adaptado de Olena e Patton (2010).



Uma classe diferente de pequenos RNAs compostos por 24 a 30 nucleotideos
sao produzidos por um mecanismo independente de proteinas Dicer. Essa classe de
pequenos RNAs sdo chamados piRNAs, por se associarem a proteinas PIWI.
Proteinas PIWI, juntamente com as helicases Armitage e Spindle E, estédo
envolvidas com o processamento dos piRNAs e sao restritas as células germinativas
(ARAVIN et al., 2004; GIRARD et al., 2006; KLATTENHOFF e THEURKAUF, 2008;
VAGIN et al., 2006).

Os mecanismos de RNAi desencadeados em nivel celular foram chamados
de “cell autonomous RNAJ”, onde apenas as células que entram em contato com as
dsRNAs, ou as geram, sdo afetadas pelo silenciamento (WHANGBO e HUNTER
2008). Entretanto, em plantas e alguns animais, o silenciamento génico 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 s&o 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 sistémico).
Em organismos multicelulares, o RNAiI ambiental pode ser seguido pelo RNAI
sistémico e ambos sempre serdo seguidos do RNAI celular autobnomo (HUVENNE e
SMAGGHE, 2010).

1.2 — Proteinas envolvidas em RNAI

1.2.1 — Familia RNase llI

Enzimas pertencentes a familia RNase Ill podem ser classificadas em trés
classes, de acordo com a disposicdo dos dominios (MACRAE e DOUDNA, 2007). A
classe | apresenta apenas um dominio RNase Il e um dominio ligador de dsRNA
(dsRBD). J& a classe Il, além de apresentar um dominio RNase Ill e um dsRBD,
apresenta uma regiao de poli-prolina, préxima a extremidade amino-terminal. Nesta
classe estdo as proteinas chamadas Drosha (MACRAE e DOUDNA, 2007).

Na classe Ill das RNases Ill estdo presentes as enzimas Dicer, que
apresentam varios dominios em uma ordem especifica. Da extremidade amino para
a carboxi-terminal: um dominio ATPase/helicase (também chamado ATPase DEXD-
H), um dominio DUF283, um dominio PAZ, dois dominios RNase Ill e um dsRBD



(Figura 3a). Vale ressaltar que membros da classe Ill podem diferir ligeiramente
nesse arranjo, apresentado a falta de um ou mais dominios (CARTHEW e
SONTHEIMER, 2009).

A funcdo dos dominios ATPase/helicase e DUF283 no processamento da
dsRNA ainda néo foi esclarecido (HAMMOND, 2005; MACRAE e DOUDNA, 2007).
O dominio PAZ reconhece a extremidade dsRNA, enquanto os dois dominios RNase
[ll formam um centro catalitico e clivam as fitas opostas da dsRNA, de maneira a
formar uma saliéncia de 2 nucleotideos na extremidade 3' (Figura 3b). A distancia
entre PAZ e os residuos cataliticos determina o tamanho dos pequenos RNAs (LIU e
PAROO, 2010).

@ | ATPase/helicase |  |DUF283] [paz | | Rilla [[_Rib__I]
dsRBD
b
____________________ /[ D1709, E1813 ettt
i Helicase, : {
' DUF283 |

D1320, E1364

Figura 3: O funcionamento de Dicer. (a) Os dominios presentes em Dicer da extremidade
amino para a carboxi-terminal: um dominio ATPase/helicase, um DUF283 (do inglés
‘Domain of Unknown Function’), um dominio PAZ, dois dominios RNase Il (Rllla e RIlIb) e
um dsRBD. (b) O dominio PAZ reconhece a extremidade dsRNA, dsRBD liga a dsRNA,
enquanto os dois dominios RNase lll clivam as fitas opostas da dsRNA. A funcdo dos
dominios helicase e DUF283 no processamento da dsRNA é desconhecida. Adaptado de
Liu e Paroo (2010).

Alguns organismos, incluindo mamiferos e o nematédeo C. elegans, possuem
uma unica Dicer que participa da biogénese de ambos, miRNAs e siRNAs, enquanto
outros organismos apresentam mudltiplas, as quais atuam separadamente nas duas
vias (BATISTA e MARQUES, 2011). Um exemplo é D. melanogaster, que apresenta
dois paralogos de Dicer: Dicer-1, envolvida na biogénese de miRNA e Dicer 2,
envolvida na geracao de siRNAs (LEE et al., 2004). Além disso, Dicer-1 ndo possui 0
dominio helicase, enquanto Dicer-2 apresenta este dominio completo (LEE et al.,
2004).



1.2.2 — Argonautas
As proteinas argonautas estdo presentes em procariontes e eucariontes e

acredita-se que o aumento de coOpias dos genes ago estd relacionado a
adaptabilidade ao ambiente e a resisténcia a doencas (WEI et al, 2012). Em
eucariontes, as proteinas AGO sdo compostas por: um dominio N-terminal, um
dominio PAZ, um dominio MID (do inglés middle) e um dominio PIWI (Figura 4),
enquanto proteinas AGO de procariontes ndo apresentam o dominio PAZ, sendo a
arquitetura dessa proteina variavel (WEI et al., 2012). O dominio PAZ interage com a
extremidade 3’ de siRNA ou miRNA, orientando seu posicionamento dentro de PIWI,
0 qual executa a clivagem dos RNA mensageiros alvos (SONG et al., 2004,
PARKER et al., 2005; LIU e PAROO, 2010).

Em eucariontes, as proteinas AGO podem ser classificadas,
filogeneticamente, em 3 sub-familias: AGO, PIWI e WAGO (TOLIA e JOSHUA-TOR,
2007; CZECH e HANNON, 2011). As proteinas da sub-familia AGO se associam
com siRNAs e miRNAs, direcionando RISC ao RNA alvo apropriado (CZECH e
HANNON, 2011), enquanto proteinas da sub-familia PIWI, se associam aos piRNAs
(JINEK e DOUDNA, 2009). Membros da sub-familia WAGO, particularidade dos
nematodeos, ligam-se a siRNAs secundarios (YIGIT et al., 2006).

Apesar de algumas espécies, como Schizosaccharomyces pombe,
apresentarem apenas uma Argonauta, a maioria das espécies contém multiplas. Em
D. melanogaster, humanos e C. elegans, por exemplo, existem 5, 8 e 27 paralogos
de Argonauta, respectivamente, o que pode significar uma especializacdo funcional
entre as vias do siRNA e miRNA (BATISTA e MARQUES, 2011).
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Figura 4: Os dominios presentes em argonautas de eucariontes. Adaptado de Ender e
Meister (2010).



1.2.3 — Outras proteinas

Proteinas RNase Il e argonautas sdo suficientes para estabelecer a via
funcional. Apesar disso, outras proteinas acessorias estdo envolvidas em diferentes
aspectos das vias de RNAi (DRINNENBERG et al., 2009).

Um grupo de proteinas que contém dominios 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 dominios dsRBD e &
um homadlogo da proteina TRBP humana (FORSTEMANN et al., 2005). R2D2 é um
homologo da proteina 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
nao Dicer 2 sozinha, liga-se ao siRNA e aumenta a degradacdo do RNA mensageiro
mediada por RISC (LIU et al., 2003). Pasha, como mencionado anteriormente, é o
cofator de Drosha. Apresenta 2 dominios dsRBD e atua ligando-se ao RNA, de
forma a reconhecer a juncdo dsRNA-ssRNA e posicionar Drosha (DENLI et al.,
2004; HAN et al., 2006). Essas proteinas parecem determinar a especificidade das
enzimas Dicer, o que sugere que diferencas nessas proteinas podem afetar a
eficiéncia de RNAi em diferentes organismos (TOMOYASU et al., 2008).

Também em D. melanogaster, uma endoribonuclease dependente de Mg®*, a
C3PO (do inglés component 3 promoter of RISC), foi identificada como um complexo
multimérico composto de Translina e Trax. C3PO atua na ativacdo de RISC através
da remocéao dos produtos de clivagem de siRNA (LIU et al., 2009).

Em C. elegans foi identificada uma RNA polimerase dependente de RNA
(RARP) que usa siRNAs primarios processados por Dicer como iniciadores para a
producdo de mais siRNAs, gerando com isso mais substratos para Dicer e uma
‘onda” secundaria de siRNAs. Essa amplificacdo parece ser essencial para o efeito
de RNAI nesse nematddeo (SIJEN et al., 2001; SIJEN et al., 2007).

Ainda em C. elegans, a proteina Sid-1 esta envolvida na resposta sistémica
ao RNAI. Sid apresenta um dominio extracelular amino-terminal seguido de varios
dominios transmembrana, os quais formam um canal que permite a passagem de
moléculas de dsRNA (FEINBERG e HUNTER, 2003; MAY e PLASTERK, 2005;



WINSTON et al.,, 2002). Algumas espécies de invertebrados, como Tribolium
castaneum, apresentam homologos de Sid-1(DUXBURY et al., 2005; WINSTON et
al., 2002; TOMOYASU et al., 2008), enquanto outros, como D. melanogaster, que
nao apresenta uma resposta sistémica ao RNAI, ndo apresenta genes homélogos 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 virus e elementos de transposicédo (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 funcdo na resposta imune inata de
vertebrados (BLAIR, 2011). Ao ser infectada com virus de RNA, como Flock House e
Virus C, a mosca-da-fruta aciona a via de RNAI, de forma que dsRNAs geradas
durante a replicacdo do virus sejam degradadas (MEISTER e TUSCHL, 2004). Além
disso, foi visto que mutantes de D. melanogaster para Dicer 2 e Argonauta 2 séo
altamente susceptiveis a infeccdo com virus de RNA (GALIANA-ARNOUX et al.,
2006).

Homodlogos 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 virus O’nyong-nyong foi detectada a presenca
de dsRNA formada durante a replicacdo do RNA viral (KEENE et al., 2004). O
mesmo ocorre em Ae. aegypti infectados com virus dengue (FRANZ et al., 2006) ou
com virus Sindbis (CAMPBELL et al., 2008). J4 que dsRNA ndo € produzida
normalmente por células eucaridticas, sua presenca dispara uma série de eventos
gue culminam na destruicdo do RNA viral (OLSON et al., 2002; SANCHEZ-VARGAS
et al., 2004). Entretanto, virus parasitas de insetos desenvolveram mecanismos para
superar a acao da via de RNAI, o que possibilita a infec¢do do inseto por esses virus
(BLAIR, 2011).

O silenciamento génico mediado por RNAI foi mostrado em varias 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 RNAIi, a funcdo de genes
relacionados com o desenvolvimento embrionario e pds-embrionario, diapausa,
resisténcia a agente quimicos, além dos genes que codificam as proteinas chaves
da fisiologia do inseto.

Nos insetos, a resposta sistémica ao RNAIi varia de espécie para espécie.
Blatella germanica, Oncopeltus fasciatus, Gryllus bimaculatus e T. castaneum sao
completamente sensiveis ao RNAI, enquanto que espécies pertencentes as ordens
Lepidoptera e Diptera sdo parcial ou totalmente insensiveis ao RNAi (BELLES,
2010). Dependendo do gene que se quer silenciar, insetos pertencentes a ordem
Lepidoptera, como Manduca sexta, apresentam eficiéncia variavel ao RNAI
(BELLES, 2010; TERENIUS et al., 2011). D. melanogaster apresenta varia¢do de
sensibilidade, de acordo com o estagio de vida. As dsRNAs penetram em alguns
tecidos de adultos e embrides (TOMOYASU et al., 2008), enquanto em larvas as
mesmas sdo incorporados apenas em hemdacitos (MILLER et al., 2008).

O coledptero Tribolium castaneum é caracterizado como um inseto modelo
para o estudo da resposta sistémica ao RNAI. Injecdes de dsRNA na hemocele de
fémeas causou o silenciamento de genes zigéticos nos embrides (RNAIi parental)
(BUCHER et al., 2002). Apesar disso, uma recente comparacao genémica entre T.
castaneum e C. elegans mostrou a auséncia de genes similares a RdRP
(TOMOYASU et al., 2008). Assim, a amplificacdo de sinal observada nesse inseto
deve ser baseada em um gene com atividade similar a RdARP ou por um mecanismo
ainda néo identificado (TOMOYASU et al., 2008). O gene RdRP também né&o esta
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 a ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. A ordem
Hemiptera inclui os insetos conhecidos como percevejos verdadeiros. Na familia
Reduviidae encontram-se varias espécies vetores de Trypanosoma cruzi, o agente

causador da Doenca de Chagas. A maioria destes percevejos € encontrada em
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locais em que estdo presentes 0s hospedeiros, ou seja, nos sitios de repouso
habitual do homem ou em ninhos de aves, mamiferos e outros animais (LEHANE,
2005).

R. prolixus é um inseto hematéfago e hemimetabolo, passando por um
processo de metamorfose incompleta, na qual o individuo jovem € muito
semelhante, morfologicamente, ao individuo adulto e ambos ocupam o mesmo
nicho. Assim, ap0s passar por cinco estadios de ninfa, o inseto alcanca a fase
adulta, em que apresentam asas e sao sexualmente maduros (BUXTON, 1930)
(Figura 5).

ovo

adulto

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

A alimentacdo sincroniza eventos fisiolégicos distintos, provocando nas ninfas
a mudanca de um estadio para outro e nas fémeas adultas a indu¢cédo da ovogénese.
Em torno do terceiro dia apos a alimentacdo da fémea, 0s ovarios ja apresentam
ovocitos. A postura dos ovos se da por volta do sexto dia e a eclosao das ninfas no
periodo de dez a vinte dias. Apos a alimentacdo, o animal segue um periodo de

jejum, que pode chegar a alguns meses. Por possuirem o0 mesmo habito alimentar
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em todos os estagios de vida, também as formas imaturas podem transmitir a
doenca (BUXTON, 1930).

O inseto pode ingerir uma quantidade de sangue equivalente a até dez vezes
seu proprio 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
reacdes hemostaticas por parte do hospedeiro, como agregacdo plaquetaria,
coagulacdo sanguinea e vaso constricdio (CHAMPAGNE, 2004). Alguns desses
fatores anti-hemostaticos estdo presentes nas glandulas salivares e a saliva injetada
no momento da picada garante a fluidez do sangue durante a alimentagdo. Dentre
0os componentes da saliva estdo as nitroforinas, hemeproteinas que, de maneira
geral, sdo capazes de estocar e transportar 6xido nitrico que, quando liberado no
tecido do hospedeiro, induz a vasodilatacdo e reduz a agregacdo plaguetaria
(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 inglés, que deixou na década de
30 e anos posteriores, uma vasta contribuicdo acerca de quase tudo que hoje se
sabe sobre os diversos aspectos da bioguimica e fisiologia de insetos (EDWARDS,
1998).

1.5 — Rhodnius prolixus e RNAI

Os estudos realizados até o momento no hemiptero R. prolixus revelam que
existe uma resposta de silenciamento, tanto por injecdo quanto por alimentacdo com
dsRNAs exdgenas (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
glandulas salivares. Este gene codifica a nitroforina 2, uma proteina que auxilia na
prevencdo da coagulacdo do sangue ingerido no repasto sanguineo. O
silenciamento provocou o encurtamento do tempo de coagulacdo do sangue ingerido
pelos insetos silenciados. Outro estudo mostrou que dsRNAs injetadas na hemocele
deste mesmo hemiptero sdo capazes de diminuir a expressao do gene que codifica
uma a-glucosidase presente no epitélio intestinal. Esta enzima esta presente nas

membranas perimicrovilares intestinais e promove a formacdo do cristal de
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hemozoina (Hz) nesse hemiptero (MURY et al., 2009), um importante mecanismo
antioxidante, que protege o inseto dos danos oxidativos induzidos pelo heme gerado
durante a digestdo do sangue do hospedeiro vertebrado (OLIVEIRA et al., 1999).

Walter-Nuno (2011) investigaram também em R. prolixus, os efeitos do
silenciamento de RHBP (do inglés Rhodnius Heme Binding Protein), proteina
sintetizada pelo corpo gorduroso e encontrada tanto na hemolinfa como nos ovocitos
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
reducdo nos niveis de RNA mensageiro da RHBP, entre os dias 2 e 12 apés a
alimentacdo. Entretanto, a postura de ovos nédo foi afetada nas fémeas em que
RHBP foi silenciada, mas a coloracdo dos ovos variou do rosa ao branco, o que
mostrou que o silenciamento afetou a transmissédo de RHBP para o embrido.

Ao investigar a embriogénese de R. prolixus, Lavore et al. (2012) silenciaram
0 gene giant, que é expresso nos ovarios e fornecido ao embrido. A diminuicado da
expressdo desse gene através de RNAiI mostrou a importancia de giant para a
formacdo adequada da cabeca e do abdémen do embrido. Os embrides originados
das fémeas silenciadas ndo apresentaram apéndices mandibulares e maxilares na

cabeca e nem segmentos anteriores no abdomen.
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2- JUSTIFICATIVA

Insetos s&o uma das principais causas de mortalidade e morbidade humanas,
principalmente como resultado da transmissdo de patdogenos por espécies
sugadoras de sangue. A transmissdao de doencas vetoriadas por insetos €
governada por interacbes complexas entre o parasita, 0 vetor e o hospedeiro
vertebrado. O controle efetivo dessas doencas requer o conhecimento dos fatores
biolégicos envolvidos nessas interagdes. R. prolixus € um importante vetor da
Doenca de Chagas, responsavel por altos indices de mortalidade nas Américas,
além de ser uminseto modelo para o estudo da fisiologia, bioquimica e biologia
molecular.

O hemiptero R. prolixus tem sido usado como modelo para estudos de
gendmica funcional baseados em silenciamento génico, apresentando uma resposta
sistémica ao RNAI. Tal resposta tem permitido a descoberta da funcdo de genes que
codificam proteinas 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 nimero de estudos de gen6mica funcional realizados
nesse inseto. Entretanto, os componentes da via de RNAI e varios aspectos
fisiologicos deste mecanismo que atua no processamento de dsRNAs, permitindo a
resposta sistémica ao RNAI, sdo desconhecidos no R. prolixus.

No presente trabalho pretende-se explorar a via de RNAiI do R. prolixus,
através da identificacdo de seus componentes no genoma e, analisando a funcdo
desses genes por comparagdo com genes ja identificados em outros sistemas,

buscar compreender como esse hemiptero lida com a presenca 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 sistémica a dsRNAs exdgenas.

3.2- Objetivos especificos

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 funcao na via;

Analisar o perfil de expressdo dos genes ago2A, dcrl e dcr2 em corpo
gorduroso, ovario, intestino médio anterior e intestino médio posterior de R.
prolixus;

Acompanhar o perfil de transcricdo dos genes ago2A, dcrl e dcr2 em corpo
gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior apdés a
alimentacéo de R. prolixus com sangue;

Acompanhar o perfil de transcricdo dos genes ago2A, dcrl e dcr2 em corpo
gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior apds a injecao
de dsRNAs em R. prolixus;

Monitorar a presenca de dsRNAs apds incubacdo com hemolinfa e proteinas
extraidas de diferentes tecidos do inseto.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 - Identificacdo de genes in silico e andlise das sequéncias génicas 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 disponiveis, duas previsdes das regides de splicing
foram criadas: a previsdo realizada pela equipe do Laboratério de Bioquimica de
Vetores de Doencas (LBVD) da UFRJ-RJ, chamada de “previsdo Lagerblad”
(LAGERBLAD, 2012) e a previsdo realizada pelo grupo do VectorBase
(VECTORBASE-RHODNIUS PROLIXUS, 2012). A busca de sequéncias envolvidas
com via de RNAI de R. prolixus foi feita usando sequéncias de outros organismos,
disponiveis no banco de dados de proteinas (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 previsdo Lagerblad. Além disso, as sequéncias obtidas foram
aferidas em bancos de dados do resultado de sequenciamento do transcriptoma de
R. prolixus (Gloria Braz, dados néo publicados).

As sequéncias montadas a partir dos dados do genoma de R. prolixus foram
alinhadas com sequéncias protéicas de outros organismos utilizando o algoritmo
Clustalw2. Arvores filogenéticas foram construidas utilizando o mesmo algoritmo
(CLUSTALW?2, 2012). Além disso, as sequéncias de R. prolixus foram analisadas no
portal de pesquisa em bioinformatica EXPASy (EXPASY, 2012) para analises dos

dominios presentes em cada sequéncia.

4.2 — Manutencéao da colbnia de R. prolixus

A colbnia de R. prolixus € mantida em uma estufa incubadora digital modelo
FT 1020, Fluxo Tecnologia, no Laboratorio de Quimica e Funcdo de Proteinas e
Peptideos (LQFPP) a uma temperatura de 28 °C e umidade relativa de
aproximadamente 80%. A colonia de R. prolixus teve sua origem a partir de uma
coldénia mantida pelo Dr. Hatisaburo Masuda, no Laboratério de Bioquimica de
Insetos, do Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ. Os insetos sédo alimentados com
uma periodicidade de 21 dias com sangue de coelho, diretamente na orelha dos

animais imobilizados em caixas de contencéo.
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4.3 — Extracao de RNA e remocao da contaminagdo por DNA gendmico

ApGs a disseccdo dos tecidos, os mesmos foram submetidos & extragédo de
RNA total usando Trizol (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
RNA foi quantificado por determinacéo da absorbancia a 260 e 280 nm no aparelho
Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific®), conforme
instrugbes do fabricante. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse |
(Fermentas). Em um tubo de 0,2 mL mantido em gelo foram adicionados 1 pg de
RNA total, 1 uL do tamp&o de DNAse | (10X), 1 pl de DNAse | (1 U/uL) e agua-
DEPC 0,1% suficiente para completar o volume para 10 pL. As reacfes foram
incubadas durante 30 minutos a 37 °C. ApoOs adicdo de 1 uL de EDTA 25 mM, as

reagOes foram incubadas a 65 °C por 10 minutos.

4.4 - Sintese da primeira fita de DNA complementar

Para a sintese de cDNA utilizou-se o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Aos 11 pL obtidos na etapa anterior foram
adicionados 2,2 pL do tampéao de reacédo (10X), 0,88 puL de dNTP (100 mM), 2,2 pL
de iniciadores aleatérios (10X), 1,1 uL da enzima Transcriptase Reversa (50 U/uL) e
agua-DEPC 0,1% para completar 22 pL. As reagdes foram incubadas por 10 minutos
a 25 °C, seguido por uma incubagéo a 37 °C durante 2 horas e, finalmente, a 85 °C

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

4.5 — Desenho dos Iniciadores

Para testar a expressdo génica de dicer 1, dicer 2 e argonauta 2A de R.
prolixus, iniciadores foram desenhados a partir dessas sequéncias utilizando o
programa Primer 3 (ROZEN e SKALETSKY, 2000). As sequéncias destes
iniciadores e dos iniciadores dos genes de referéncia (MAJEROWICZ et al., 2011)

sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncias de iniciadores utilizados para amplificacdes por PCR e qPCR.

Fragmento Eficiéncia

Gene Iniciador senso (5’-3’) Iniciador anti-senso (5°-3’) (bp) PCR (%)
RPDcrl 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

RPAQg02A  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 TTATAT CCGATT TT 92 93

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

4.6 — Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para as reacfes em cadeia da polimerase foi utilizada a enzima Tag DNA
Polimerase (Fermentas). As misturas de reacao para PCR continham 1 puL de cDNA,
1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de dNTP, 0,3 uM de cada iniciador, 2 pL de
tampéo para Tag DNA Polimerase, 0,16 pL da enzima Tag DNA Polimerase 5 U/uL
e agua ultra pura autoclavada para completar um volume final de 20 uL. As amostras
foram levadas ao termociclador sob o seguinte programa: 95 °C por 5 min; 40 ciclos
de 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s; e 72 °C por 5 min. Para a
amplificacdo do cDNA alvo, foram utilizados iniciadores senso e anti-senso
especificos, 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 a eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio 0,2 pg/mL em tampé&o TAE (40 mM Tris,
20 mM acido acético, 1 mM EDTA; pH 8). Apos a eletroforese, seguiu-se a

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

4.7 — Sintese de dsRNAs

As dsRNAs especificas para RHBP (dsRHBP) de R. prolixus e para o gene
Mal de Escherichia coli (dsMAL) foram construidas de acordo com Walter-Nuno
(2011), como descrito a seguir. Para a producdo do molde para a sintese da
dsRHBP, as misturas de reacéo para PCR continham 5 pL de tampé&o para Tag DNA
Polimerase , 3 pL de cloreto de magnésio (25Mm), 1uL de dNTP (10Mm), 0,4 uL do
iniciador senso RNAIRHBP (15 pM), 0,4 pL do iniciador anti-senso RNAIRHBP
(Tabela 2), 0,2 puL da enzima Taq DNA Polimerase (5U/ul) (Fermentas), 1uL de
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cDNA produzido a partir de RNA de corpo gorduroso de R. prolixus e agua ultra pura
autoclavada para completar um volume final de 50 pL. As amostras foram levadas
ao termociclador sob o seguinte programa: 94 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por
30 s, 63 °C por 30s e 72 °C por 1 min; e 72 °C por 10 min. Essa reacao de PCR
gerou um fragmento de 300pb.

Uma dsRNA homoéloga ao gene que codifica uma proteina ligadora de
maltose de Escherichia coli (Mal) (Gene ID: 7129408) foi construida e utilizada
como dsRNA néo-relacionada a R. prolixus (dsMAL). Na producédo de molde para a
sintese de dsMAL as misturas de reacéo para PCR continham 5 pL de tampéo para
Taq DNA Polimerase, 1,5 pL de cloreto de magnésio (25 Mm), 1 puL de dNTP
(10mM), 2 L do iniciador T7minimal (15 uM) (Tabela 2) que funciona como senso e
anti-senso, 0,2 yL da enzima Tag DNA Polimerase (5U/uL), 0,2 uL do plasmideo
Litmus28iMal (0,5 pg/pL) (New England Biolabs, Ipswich, EUA) e &gua ultra pura
autoclavada para completar um volume final de 50 pL. As amostras foram levadas
ao termociclador sob o programa: 94 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 44 °C
por 30 s e 72 °C por 45 s min; e 72 °C por 10 min. Essa reacdo de PCR gerou um
fragmento de 1Kb.

Os produtos obtidos na amplificacdo foram purificados em 500 ul da resina
Sephacryl S-400 High Solution (Ge - Health Care Bio-Sciences). O produto de PCR
foi adicionado a resina e centrifugado a 500 rpm durante 5 minutos a 4 °C para
remogdo de iniciadores livres. As duas dsRNAs (dsRHBP e dsMAL) foram
construidas utilizando o kit MEGAScript ® RNAi (Ambion) de acordo com o protocolo
do fabricante. As dsRNAs foram quantificadas por determinacdo da absorbéancia a
260 e 280 nm no aparelho Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher
Scientific®), conforme instru¢des do fabricante e conservadas a -20 °C até o uso.

Na sintese da dsRNA para o gene de uma a-glucosidase de R. prolixus
(dsaGLU), as reacdes de amplificacdo foram realizadas em tampao para enzima Taq
DNA Polimerase (1x concentrado) (Fermentas) com 1,5 mM de cloreto de magnésio,
0,2 mM de dNTP, 10 uM do iniciadore senso RNAiaglu, 10 yM do iniciador anti-
senso RNAiaglu (Tabela 2), 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas), 1 uL de cDNA
de intestino médio posterior de R. prolixus e agua ultra pura para completar 20 L.
As amostras foram levadas ao termociclador sob o seguinte programa: 94 °C por 5
min; 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; e 72 °C por 10
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min. Essa reagdo de PCR gerou um fragmento de 400pb. Apds a amplificacdo dos
fragmentos génicos, a sintese da dsaGLU foi feita utilizando o kit 77 RiboMAX™
Express RNAI System (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. As
dsRNAs foram quantificadas por determinagdo da absorbancia a 260 e 280 nm no
aparelno Nanodrop 1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific®),
conforme instrucbes do fabricante e conservadas a -20°C até o uso (Ligia Ferreira,

comunicacao pessoal).

Tabela 2: Sequéncias de iniciadores utilizados para sintese das dsRHBP, dsMAL e dsaGLU.

Iniciador Sequéncia
RNAIRHBP senso 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CCT TCACAG TCTCCG GAAC ¥
RNAIRHBP anti-senso 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GGT CTG GTG AAAGCA CAAC 3
T7minimal 5 TAATAC GACTCACTATAGG 3
RNAiaglu senso 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG ATT ACC AGC GGC AAAGATTG &

RNAiaglu anti-senso 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG AAA GTATCT GGC CAC CAACG 3

4.8 — Injecdo de dsRNAs

Vinte e cinco dias ap6s alimentacdo sanguinea, a hemocele de fémeas
adultas de R. prolixus foram injetadas com 1ug, 2ug ou 4ug de dsMAL. Como
controle, foram usadas fémeas néo injetadas (N). No momento da injecéo (0), %2, 1 e
4 dias ap6s as injecdes, os tecidos (corpo gorduroso, intestino médio anterior e
intestino médio posterior) foram coletados, armazenados em Trizol a -80°C até a

extracdo de RNA.

4.9 — Expressao relativa dos genes determinada por PCR quantitativa

Para a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), foram utilizados
7,5 uL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) misturados
com 0,75 uL de cada iniciador (Tabela 1) a 5 uM, 1 pyL de &gua ultrapura e 5 pL de
cDNA a 10ng, em um volume final de 15 pL. As reagdes foram realizadas no sistema
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) nas condi¢bes seguintes: 95 °C
por 10 min seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C. A expressao dos
genes foi normalizada usando um fator de alongamento de R. prolixus (RpEF),
envolvido com a sintese de proteinas (MAJEROWICZ et al., 2011) (Tabela 1).

Os valores de AACt e de expressao relativa (2724

) foram calculados a partir
dos valores de Ct (threshold cycle) obtidos através da qPCR, segundo LIVAK

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


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 224
foram utilizados apenas para montagem dos graficos. Todas as analises estatisticas

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

4.10 — Deteccdo de dsRNAs apds ensaio in vitro com proteinas sollveis de

corpo gorduroso, intestino médio e ovario

Corpo gorduroso, ovarios, intestino meédio anterior e intestino médio posterior
de 10 fémeas de R. prolixus foram coletados e armazenados em agua ultrapura a
-20 °C até a realizac&o do ensaio. Os tecidos foram homogeneizados com auxilio de
um homogeneizador do tipo Potter Elvehjem, seguido por trés sessdes de
congelamento e descongelamento das amostras em nitrogénio liquido, com
centrifugagfes por 15 minutos a 20.000xg e a 4 °C. Apos o término da coleta dos
sobrenadantes, as amostras foram liofilizadas e ressuspensas em 100 yL de agua
ultrapura. Apés essa etapa, realizou-se a dosagem de proteinas utilizando acido
bicinconinico (BCA) (SMITH et al.,1985). Em seguida, 20 ug de proteinas solaveis
dos respectivos tecidos foram incubadas, na presenca de &gua ultrapura, com 200
ng de dsMAL ou de dsaGLU (apenas para intestino médio posterior), dupla-fita
construida para o silenciamento do gene a-glucosidase de R. prolixus. As reacdes
foram incubadas por 2h e por 24h em uma estufa incubadora digital modelo FT
1020, Fluxo Tecnologia a 28 °C. Transcorridos os tempos (2h e 24h), os tubos foram
estocados a -20 °C até a corrida do gel de agarose 2% para verificacdo da presenca
das dsRNAs.

4.11 - Deteccéo de dsRNAs apds ensaio ex vivo com hemolinfa

Hemolinfa de 10 fémeas de R. prolixus foi coletada na presenca de cristais de
feniltiouréia. Apdés a dosagem de proteinas por BCA, 1,6 puL de hemolinfa
(correspondente a 40 pg de proteinas) foram incubados com 8,4 pL de &agua
ultrapura e 200 ng de dsMAL ou de dsRHBP, dupla-fita construida para o
silenciamento da proteina ligadora de heme de R. prolixus (RHBP). As reacdes
foram incubadas por 2h e por 24h em uma estufa incubadora digital modelo FT
1020, Fluxo Tecnologia a 28 °C. Transcorridos os tempos (2h e 24h), os tubos foram
estocados a -20 °C até a corrida do gel de agarose 2% para verificacdo da presenca
das dsRNAs.
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5- RESULTADOS

5.1- Identificacdo e analise das sequéncias génicas 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 predicdes gendmicas do inseto (LAGERBLAD, 2012,
VECTORBASE-RHODNIUS PROLIXUS, 2012). Foram encontradas duas
sequéncias génicas e protéicas de Dicer (dcrl e dcr2), uma de Drosha e seis de
Argonautas (agol, ago2A, ago2B e ago3) (Tabela 3), sendo que duas destas
sequéncias estdo ainda em processo de andlise. Todas as sequéncias encontradas
neste inseto parecem estar completas, codificando proteinas preditas que
apresentam a metionina inicial e c6don de parada, além de apresentarem tamanhos
similares aos descritos para outros organismos. Com excecdo de ago2B, os genes
montados tiveram parte de suas sequéncias encontradas em bancos de dados do
resultado de sequenciamento do transcriptoma de R. prolixus (Gléria Braz, dados
ndo publicados). Isso foi possivel através de busca por Blastn no banco de dados.
Até o momento, ndo foram encontrados no genoma de R. prolixus homélogos de
RdRP, Sid-1, C3PO, Loquacious e Wago (Tabela 3).

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

Tamanho  Sequéncia

E d Tamanho di d Confirmado
Genes ncontrado do gene predito ~de em
no genoma (pb) paraa aminoéacidos transcriptoma
proteina* completa*
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 N&o
Argonauta 3 Sim 4122 1374 Sim Sim
Wago N&ao - - - -
Loquacious N&o - - - -
RARP Nao - - - -
Sid-1 Nao - - - -
C3PO N&o - - - -

*Da metionina inicial até a posi¢ao do codon de parada
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A Figura 6 mostra a sequéncia completa de Dicer-1 de R. prolixus (RPdcrl),
bem como a arquitetura dos dominios existentes nessa proteina (Figuras 6A e 6B).
Essa sequéncia apresenta todos os dominios caracteristicos de proteinas que
pertencem a familia RNAse lll, classe lll: dois dominios pertencentes a familia das
helicases (PS51192 e PS51194), sendo o primeiro com atividade ATP/helicase; um
dominio caracteristico de Dicer (PS51327), provavelmente analogo a DUF283; um
dominio PAZ (PS50821); dois dominios RNAses Il (PS50142) e um domino dsRBD
(PS50137). A éarvore filogenética desenhada a partir das sequéncias de aminoacidos
de RPdcrl e ortélogas de Dicer 1 de outros organismos mostra que RPdcrl
apresenta maior similaridade a Dicer 1 de D. melanogaster (Figura 6C). Além disso,
o alinhamento dos dominios dessas sequéncias mostra alta conservacdo de
aminoacidos entre elas (Anexo 1). Assim, RPdcrl pode estar envolvida com a
resposta aos miRNAs, ja que em D. melanogaster Dicerl tem essa funcao (LEE et
al., 2004).

A Figura 7 mostra a sequéncia completa de Dicer-2 de R. prolixus (RPdcr2) e
a arquitetura dos dominios existentes nessa proteina (Figuras 7A e 7B). Essa
sequéncia apresenta a maioria dos dominios caracteristicos de proteinas que
pertencem a familia RNAse lll, classe lll: dois dominios que pertencentes a familia
das helicases (PS51192 e PS51194), sendo o primeiro com atividade ATP/helicase;
um dominio caracteristico de Dicer (PS51327), provavelmente andlogo a DUF283;
um dominio PAZ (PS50821), dois dominios RNAses Il (PS50142), faltando o
dominio dsRBD carboxi-terminal (Figura 7A). A é&rvore filogenética desenhada a
partir das sequéncias de aminoacidos de RPdcr2 e ortélogas de Dicer 1 e 2 de
outros organismos mostra que RPdcr2 apresenta maior similaridade a Dicer 2 de B.
germanica (Figura 7C), apesar desta apresentar todos os dominios caracteristicos
de Dicer (LOZANO et al., 2012). Além disso, o alinhamento dos dominios das
sequéncias de aminoacidos de RPdcr2 e ortblogas de Dicer 1 e 2 de outros

organismos, mostrou alta conservacao de aminoacidos entre elas (Anexo 2).
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PS51192 PS51194 PS51327 PS50821 PS50142  PS50142 PS50137
A

MACFFTENIHTESFTPREYQLELLDAAKDENIIVCLNHGANKTFIALKLLQELSNSVRLSWKRGGKRSLYIGNHSSVHYYWOQIVEHLT DETVGEYYDAADKVNFENNSFARKVIAAT
YNVCAQWIEQHLLDWCRINLVIIEDCHNSIKNHPLRKHISLKEY KLEKPRILGLTTPLFLNSDVEPGCV EAEV KQLEV DLLSQV ETASDIVSTLRYNAHPKEV IV ECGCPEQCSLSETI
EMEINCISNFLNDHRYDPSEIYDDTFTDELKDVPDPEKD PFSVITDFLDVLHTMGPWCADKAALV LLVQIEKLKVETPYERHFLLLCLISTTLLKIRAICDNAFQGLSETEKILKYSTP
KVLRLIEIVRQFEPRESLNTNNETIHIDDGDIVTONESHORIFYITDTPENNKERRGWRKYRRGTGSTSSRTLEH QTGEDADHLCGHFVOHRFTAKILYH LFHDLY KND PDFANTTTQ
YTVGEMANFPHLDPREAEIEHRKQEDVLKRFRMRECNLVVATSVLEDGIELPRCNLIVRYDPVIDYKSFAHSKGRARQQISYYISLV ESINLD DFIDVYGRYMSTEKILLDRSTNDEPT
SEEEKSADNYDLYVPEYKPLPGETDPEVSMGTAIALVNRYCAKLPSDTFTRLTPLWTTKEILY LGEQMYFTLVRLPINSPIKEDTIGHPMPTEVLARRIAALETCRVLHVRGELDDNL
EPIGKEAFNTGFEEDDLTPISWDPSLPRPGTTESROYYY KRIANCLNDCRPTANVACKLYNIDMELTCPLPEEQNTRGRELH PPELAPOQAFGILTLEQIPKICPFPIFTRSGEVRVSLR
LCSTDVILTERHVQTISAFLNFIFTSVLRLOKYLMSFDPEAEENSFFIVPTRENENAENVVDWDFLELIYSRRN DIPHNVSEKERKENFVFDAARYHDAVVMPWYRNQ DOQPOYFYV
AEICNHLNPESAFPGTDYSTFEDYYMKEYGIQIQNFTQPLLDVDHTSARLNFLTPRYVNRKGVALPTSSEETKEAKREN LEQKQILVAELCLVHIV PASLWRQAVCLPCILYRVNALL
LADEIRITVANEVALGLTTLPEDFEWPPLDFGWSLADV LKKSKEDHHKKEAAALDTDETNSVSLY KNKDSDSPEESVQRGNRDGDDDDHDGEEEVEDEENDSKNKEDWMEIGT
WSNEMAQLESELSKDFPPNLTMVNGNLTYDYYYSDVESDSSSEVYDVSSDQSDNSSSHDGGTSGLEITFENDYLAEATED DLV QNSFFPKDEYIGEDWSWECDEVID ELKQEIPLK
TSGRTSCHYRFWSLNMLIKNEDPFIVTREDNY EQEDSKSHKSKELNLETIENYKMDKKLLEENSHH LDSLTNSLIVPYADDEDY DSDDEQFSFSFDSQPDLEGHPGPSPSLLLOALT
MSNANDGINLERLETIGDSFLEYAITTYLYCTHENIH EGKLSHLRSKQVSN LKLY RLGQKKVFGESMIASKFEPHDNWLPPCYLVPRDAEQELLNTEPLATLPYNLVTQHSIPDKSIA
DCVEALIGKPPLNVISLEYLIFFIELLNFTQIGAY LIECGPRGALIFMSW LGIKVLPKTEVQLSEEDLLFRPVGSTIPNDFVQVRIKYQKRFTLRIRYGELAPPESPLLRHLPDPESELM
RLMAGFDSLERKLEYNFEDESYLLOAMTHASYSPNRLTDCYQRLEFLGDAV LGLFLFYMYIDKRAHSPGALTDLRSALVNNTIFASLAV KHGFHRYFRHLSPGLGEVVQRFVTIQE
ENSHAISEEFYLVGEEAEDV EVPKALGDVFESVAGAIFLDSSMSLDIVWRIYYRMMKKEIEQFSTKV PKSPIRELLELEPETAKFSKPEKLADGRRVRV TVEVFGRGTFRKGIGRNYRI
AKCTAAKCALKOLKKKGL

RPDcr1: 0.24657

DMDcr1: 0.25106
AGDcr1:0.28140
—l l CEDcr1: 0.35337
HSDcr1: 0.31167
4 TCDcr1: 0.23290
MRDcr1: 0.23740

Figura 6: Caracterizacdo de Dicer 1 de R. prolixus (RPDcrl). (A) RPDcrl apresenta
todos os dominios caracteristicos de Dicer: dominios com atividades ATP/helicase
(PS51192) e helicase (PS51194), um dominio analogo a DUF 283 (PS51327), um dominio
PAZ (PS50821), dois dominios RNAses IlIl (PS50142) e um domino dsRBD (PS50137). (B)
A sequéncia de aminoacidos completa apresenta 1899 aminoécidos. (C) Arvore filogenética
comparando RPDcrl a 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: Caracterizagcdo de Dicer 2 de R. prolixus (RPDcr2). (A) RPDcr2 apresenta a
maioria dos dominios caracteristicos de Dicer: dominios com atividades ATP/helicase
(PS51192) e helicase (PS51194), um dominio analogo a DUF 283 (PS51327), um dominio
PAZ (PS50821) e dois dominios RNAses Il (PS50142), faltando apenas o dominio C-
terminal dsRBD. (B) A sequéncia completa apresenta 1573 aminoacidos. (C) Arvore
filogenética comparando RPDcr2 a 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 a Dicer-1 de
Caenorhabditis elegans (CEDCR1; K12H4.8).

A Figura 8 mostra a sequéncia completa de Drosha de R. prolixus (RPDrosha)
e a arquitetura dos dominios existentes nessa proteina (Figuras 8A e 8B). Essa
sequéncia apresenta os dominios caracteristicos de proteinas que pertencem a
familia RNAse llI, classe II: dois dominios RNAses Il (PS50142) e um domino
dsRBD (PS50137). O alinhamento dos dominios das sequéncias de RPDrosha e
suas ortdlogas mostra alta conservacdo de aminoacidos entre elas (Anexo 3). Além
disso, a arvore filogenética desenhada a partir de sequéncias de Droshas de outros
organismos, mostrou que RPDrosha apresenta maior similaridade a Drosha de Apis

mellifera (Figura 8C).
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Figura 8: Caracterizacdo de Drosha de R. prolixus (RPdrosha). (A) RPdrosha apresenta
os dominios caracteristicos de classe | da familia RNAse IllI: dois dominios RNAses IlI
(PS50142) e um domino dsRBD (PS50137). (B) A sequéncia de aminoacidos completa
apresenta 1492 aminoacidos. (C) Arvore filogenética comparando RPdrosha a 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 sequéncias de aminoacidos de 4 argonautas de R.
prolixus, que foram chamadas de RPagol, RPago2A, RPago2B e RPago3,
apresentando respectivamente, 868, 929, 882 e 1373 aminoacidos. Todas contém a
metionina inicial, sendo que o asterisco final (*) representa o cédon de parada. Os
dominios dessas sequéncias estdo esquematizados na Figura 10. Todas as RPagos
apresentam dominios PIWI (PS50821) e PAZ (PS50822), dominios caracteristicos

de proteinas que pertencentes a familia argonauta (Figura 4).
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Figura 9: Sequéncias de 4 argonautas de R. prolixus. As sequéncias foram montadas a
partir das predigbes genémicas de R. prolixus (VectorBase e Lagerblad). Agol, Ago2A,

Ago2B e Ago3 sdo compostas de, respectivamente, 868, 929, 882 e 1373 aminoacidos.
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Figura 10: Perfil dos dominios presentes nas sequéncias das 4 argonautas de R.
prolixus. Os dominios protéicos das argonautas foram investigados usando a ferramenta
“ScanProsite” disponivel no portal de recursos bioinformaticos ExXPASy. Todas as RPagos
apresentam dominios PIWI (PS50821) e PAZ (PS50822).

Apés andlise pelo algoritmo Blastp, as sequéncias ortdlogas com melhores
“hits” foram selecionadas e submetidas juntamente com as de R. prolixus ao
algoritmo ClustalW para a construcdo das arvores filogenéticas e dos alinhamentos.
Os alinhamentos dos dominios das sequéncias de AGO de R. prolixus (Anexo 8) e 0
alinhamento de cada uma com proteinas AGO selecionadas de outros organismos
(Anexos 4-7), mostraram alta conservacdo de aminoacidos. RPagol apresenta
maior similaridade com as proteinas aubergine e piwi do besouro T. castaneum
(Figura 11); RPago2A maior similaridade com proteina 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).

RPAgo1: 0.27137
il , aubTC: 0.05563
. piwiTC: 0.04560

piwiAA: 0.24367

piwiDM: 0.27647
PIWIAE: 0,25757

aubAM: 0.20796

Figura 11: Arvore filogenética de argonauta 1 de R. prolixus (RPagol). Arvore
filogenética comparando RPagol a proteina similar a 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:
EGI164222.1) e aubergine de Apis mellifera (aubAM; NP_001159378.1).
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aubDM: 0.27503
———————— pwiTC: 0.04473
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Figura 12: Arvore filogenética de argonauta 2A de R. prolixus (RPago2A). Arvore
filogenética comparando RPago2A a proteina similar a aubergine de Tribolium castaneum
(aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum (piwiTC;GenBank:EFA07425.1),
piwi de Harpegnathos saltator (piwiHS; GenBank: EFN77932.1), proteina “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).

Ago2h: 0.29889

aubMNL: 0.25587

, piwiAA: 0.12497
. piwiCQ: 0.14628
piwiDM: 0.27922
aubAM: 0.21406
—| , PIWIAE: 0.16777
. piwiHS: 0.18376
piwiTC: 0.29116

Figura 13: Arvore filogenética de argonauta 2B de R. prolixus (RPago2B). Arvore
filogenética comparando RPago2b a 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).

RPago3: 0.31187
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Figura 14: Arvore filogenética de argonauta 3 de R. prolixus (RPago3). Arvore
filogenética comparando RPago3 a 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- Expressao dos genes em diferentes 6rgaos de R. prolixus

Para avaliar a presenca de transcritos dos genes dicer 1 (dcr-1), dicer 2 (dcr-
2) e argonauta 2A (ago2A), fémeas adultas de R. prolixus foram dissecadas um dia
apos a alimentacdo com sangue e a expressao dos genes foi avaliada por PCR em
corpo gorduroso, ovario, intestino médio anterior e intestino médio posterior,
utilizando os iniciadores descritos no item 4.5. Como mostrado na Figura 15 os

transcritos dos trés genes foram detectados nos quatro 6rgaos analisados.

CG ov IMA IMP -cDNA

Dcr1

Dcr2

ago2A

18S

Figura 15: Expressdo de dicer 1 (dcrl), dicer 2 (dcr2) e argonauta 2A (ago2A) em
diferentes 6rgéos. Corpo gorduroso (CG), ovario (OV), intestino médio anterior (IMA) e
intestino médio posterior (IMP) foram obtidos de 5 fémeas adultas um dia apés a 12
alimentacdo sanguinea. O RNA total foi extraido dos 6rgéos, tratado com DNase | e entédo
utilizado para a sintese de cDNA. A PCR foi realizada utilizando-se iniciadores especificos
desenhados para cada sequéncia génica de R. prolixus. A amplificacdo do gene Rp18S foi
utilizada como controle positivo. Reacdes foram corridas sem os cDNAs (-cDNA) dos
respectivos tecidos e foram usadas como controles negativos. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%.
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5.3- Expressédo dos genes em diferentes 6rgdos de R. prolixus em resposta a

alimentacédo sanguinea

Com o intuito de acompanhar possiveis variacdes nos niveis de transcritos
dos genes ago2A, dcrl e dcr2 em resposta a alimentacdo sanguinea, cDNAs de
corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior foram
submetidos a gPCR como descrito no item 4.9. A Figura 16 mostra que 0s genes
ago2A, dcrl e dcr2 foram induzidos transcricionalmente pela alimentacdo sanguinea
em corpo gorduroso. No 1° dia apdés a alimentacdo, os genes dcrl e ago2A
apresentaram um aumento significativo de expressdao no corpo gorduroso, com
retorno ao nivel basal de expressao nos dias que se seguiram (Figuras 16A e 16C).
O aumento de expressdo do gene dcr2 foi mantido entre o 1° e o 4° dia apés a
alimentacao, retornando ao nivel basal ap6s este periodo (Figura 16B). Em corpo
gorduroso, os 3 genes analisados apresentaram aumento de expressao variando
entre 3 e 4 vezes em comparacao a amostra obtida do inseto em jejum (Figura 16).

A Figura 17 mostra que 0s genes ago2A, dcrl e dcr2 foram induzidos
transcricionalmente pela alimentacdo sanguinea também em intestino médio
anterior. Os trés genes apresentaram um aumento significativo de expressao ja no
1° dia ap0s alimentacéo, o que foi mantido até o 7° dia apdos o repasto (Figuras 17A,
17B e 17C). Os niveis de expressao dos 3 genes foram similares, podendo o
aumento atingir aproximadamente 9 vezes mais que o controle, em intestino médio
anterior (Figura 17B).

Em relacdo ao intestino médio posterior, foi observado que a expressao do
gene dcrl (Figura 18A) ndo respondeu significativamente a alimentacdo sanguinea,
ja que até o 7° dia apds o repasto, 0 nivel de expressdo desse gene nao se alterou
de forma significativa em relacéo ao jejum (0), ao contrario do que ocorre nos outros
tecidos analisados (Figuras 16A e 17A). Em contrapartida, os gene dcr2 e ago2A
apresentaram aumento de expressao significativo no 1° dia ap6s a alimentacao,
sendo esse aumento de 3 e 5 vezes, respectivamente, para dcr2 e ago2A. Apds este
dia, o nivel de expressao dos dois genes diminuiu significativamente em relacdo ao
jejum (Figuras 18B e 18C). O nivel de expresséo de ago2A volta a aumentar 3 vezes

até o 7° dia apos o repasto sanguineo (Figura 18C).
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Figura 16: Expressao relativa de ago2A, dcrl e dcr2 em corpo gorduroso de R.
prolixus em resposta a alimentacdo sanguinea. O RNA total foi extraido de corpos
gordurosos de 5 fémeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias apds a 12 alimentacdo
sanguinea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase | e entdo
utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A gPCR foi
realizada utilizando-se os iniciadores especificos desenhados para ago2A, dcrl e dcr2 de R.
prolixus. A amplificagdo do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese
de proteinas, foi utilizado como controle positivo. Os niveis de expressdo dos genes sdo
representados em relagdo ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados sdo média +
S.E.M para 3 determinacbes 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: Expresséo relativa de ago2A, dcrl e dcr2 em intestino médio anterior de R.
prolixus em resposta a alimentagdo sanguinea. O RNA total foi extraido de intestinos
médios anteriores de 5 fémeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias ap6s a 12
alimentagdo sanguinea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase |
e entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A gPCR
foi realizada utilizando-se os iniciadores especificos desenhados para ago2A, dcrl e dcr2 de
R. prolixus. A amplificacdo do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese
de proteinas, foi utilizado como controle positivo. Os niveis de expressdo dos genes sao
representados em relagdo ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados sdo média *
S.E.M para 3 determinacdes 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.



34

2.0+ 3

*kxk

-
L
A

24

*x
E

Expressao Relativa
RPdcr-1
o &
(4 o
A A
Expressdo Relativa
RPdcr-2

e
=)

1 4 1 4
Dias apos a alimentagao Dias apos a alimentagao
(A) (B)

=y
~ -
O
-~

64 HRK

L

Expressao Relativa
RPago
L

L L]

1 4
Dias apos a alimentagao
(C)

[=1
-4

Figura 18: Expresséo relativa de ago2A, dcrl e dcr2 em intestino médio posterior de
R. prolixus em resposta a alimentacdo sanguinea. O RNA total foi extraido de intestinos
médios posteriores de 5 fémeas adultas em jejum (dia 0) e 1, 4 e 7 dias apods a 12
alimentacdo sanguinea como adultas. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase |
e entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. A gPCR
foi realizada utilizando-se os iniciadores especificos desenhados para ago2A, dcrl e dcr2 de
R. prolixus. A amplificagcéo do gene RpEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese
de proteinas, foi utilizado como controle positivo. Os niveis de expressdo dos genes sao
representados em relagdo ao valor obtido para o controle (1,0). Resultados sdao média +
S.E.M para 3 determinacdes 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 alimentacdo sanguinea € capaz de induzir o
aumento da transcricdo 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- Expressédo dos genes em diferentes 6rgdos de R. prolixus em resposta a

injecdo de dsRNA nao relacionada (dsMAL)

Para analisar se a expressdo dos genes ago2A, dcrl e dcr2 é regulada pela
presenca de dsRNAs exégenas, insetos foram injetados com dsRNA néo
relacionada (dsMAL). Com isso, buscou-se analisar a resposta do gene a presenca
de uma dsRNA que nao desencadeasse silenciamento de nenhum gene especifico
de R. prolixus. Todos os dados de expresséo relativa mostrados a partir daqui séo
meédias de duas determinacgfes independentes e precisam ser repetidos para que 0s

testes estatisticos possam ser realizados.

5.4.1- Expressao dos genes em resposta a injecado de diferentes concentracdes
de dsMAL

A fim de investigar se a expressao dos genes ago2A, dcrl e dcr2, nos tecidos
de R. prolixus, seria induzida por dsMAL, de forma dependente da concentracao,
hemocele de fémeas foram injetadas com 1 ug, 2 ug e 4 pg de dsMAL 25 dias apos
a 12 alimentacdo. Fémeas nao injetadas foram usadas como controle (0).
Transcorridas 12 horas apos as injecdes, os tecidos dos insetos foram dissecados,
com posterior extracdo de RNA e sintese de cDNA. A expressao relativa dos trés
genes de interesse foram medidas através de gPCR, usando os cDNAs de corpo
gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. A Figura 19A mostra
gque o gene dcrl apresentou aproximadamente o dobro de expressdo no corpo
gorduroso apoés a injecdo de 1 pg de dsMAL, o que ndo ocorreu com a injecao de 2
ug e 4 ug de dsMAL. Em intestino médio anterior (Figura 19B) e médio posterior
(Figura 19C) a injecdo de dsMAL ndo elevou o nivel de expressao de dcrl. Ao
contrario, o nivel de expressao de dcrl foi diminuido nos cDNAs de intestino médio
anterior e posterior de insetos injetados com qualquer concentracdo de dsMAL, se
comparados com o controle. Em contrapartida, a expressdo do gene dcr2 foi
consideravelmente aumentada em resposta a diferentes concentragdes de dsMAL
em corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. Os dois
altimos tecidos apresentaram aumento da expressdo de dcr2 concomitante ao
aumento da concentracdo de dsMAL (Figuras 20B e 20C), ao contrario de corpo
gorduroso, em que a resposta a dsMAL parece nao ter sido dose dependente
(Figura 20A). Essas observacdes indicam que o gene dcr2 pode estar relacionado

com a via de siRNA, atuando na resposta a presenca de dsRNAs exdgenas.
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A expresséo do gene ago2A foi aumentada em torno de 1,5 vezes em corpo
gorduroso de insetos injetados com 1ug de dsMAL (Figura 21A). A expressado do
mesmo gene foi aumentada em torno de 2,5 vezes em intestino médio posterior
(Figura 21C) de insetos injetados tanto com 1ug quanto com 4ug de dsMAL. No
intestino médio anterior a expressdo de ago2A nado foi alterada (Figura 21B),
mostrando que este gene ndo respondeu ao aumento da concentracdo de dsMAL

nesse tecido.
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Figura 19: Expressdo relativa de dcrl em corpo gorduroso, intestino médio anterior e
intestino médio posterior de R. prolixus em resposta a injecdo de diferentes
concentracfes de dsMAL. Fémeas 25 dias ap0s a 12 alimentacao tiveram 1ug, 2ug e 4ug
de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas ndo injetadas foram usadas como controle (0).
Apos a extracdo de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase | e
entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os niveis
de expressao do gene RPdcrl séo representados em relagcdo ao valor obtido para o controle
(1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese de proteinas, foi
utilizado como gene de referéncia. Resultados sdo médias de 2 determinacdes
independentes.
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Figura 20: Expresséo relativa de dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e
intestino médio posterior de R. prolixus em resposta a injecdo de diferentes
concentracdes de dsMAL. Fémeas 25 dias ap0s a 12 alimentacao tiveram 1ug, 2ug e 4ug
de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas nao injetadas foram usadas como controle (0).
Apoés a extracdo de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase | e
entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os niveis
de expresséo do gene RPdcr2 séo representados em relagéo ao valor obtido para o controle
(1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese de proteinas, foi
utiizado como gene de referéncia. Resultados sdo médias de 2 determinacdes
independentes.
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Figura 21: Expressao relativa de ago2A em corpo gorduroso, intestino médio anterior
e intestino médio posterior de R. prolixus em resposta a injecdo de diferentes
concentracfes de dsMAL. Fémeas 25 dias apds a 12 alimentacao tiveram 1ug, 2ug e 4ug
de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas nao injetadas foram usadas como controle (0).
Apoés a extracdo de RNA dos tecidos, as amostras de RNA foram tratadas com DNase | e
entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em Materiais e Métodos. Os niveis
de expressdo do gene RPago2A séo representados em relagdo ao valor obtido para o
controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento envolvido com a sintese de
proteinas, foi utilizado como gene de referéncia. Resultados sao médias de 2 determinacdes
independentes.
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5.4.2- Expressédo dos genes em diferentes tempos apoés ainjecédo de dsMAL

Para investigar o perfil de resposta da expressao dos genes apos a injecao de
dsMAL, hemocele de fémeas em jejum foram injetadas com 1ug de dsMAL e seus
tecidos foram coletados no momento da injecéo (0), 1/2, 1 e 4 dias ap0s a inje¢cao
Os niveis dos genes dcrl, dcr2 e ago2A foram analisados por qPCR utilizando cDNA
de corpo gorduroso, intestino médio anterior e intestino médio posterior. No corpo
gorduroso, o nivel de expressdo do gene dcrl aumentou 2 vezes em relacdo ao
controle meio dia apos a injecdo de dsMAL e esse nivel diminuiu para proximo de
1,5 nos dias 1 e 4 apoés a injecdo de dsMAL (Figura 22A). As figuras 22B e 22C
mostram que, a expressao do gene dcrl diminuiu em relagdo ao controle, desde o
momento da injecdo (0) até o 4° dia ap0s a injecdo de dsMAL, em intestino médio
anterior e posterior.

Conforme mostrado anteriormente, a expressdo do gene dcr2 variou
consideravelmente em resposta a injecdo de dsMAL (Figura 20). Nos 3 tecidos
analisados, a expressdo de dcr2 é mantida elevada entre 1/2 e 1 dia apés a injecao
de dsMAL, apresentando diminuicdo de expressao até o 4° dia apds a injecdo em
corpo gorduroso (Figura 23A) e intestino médio anterior (Figura 23B). No intestino
meédio posterior, 0 4° dia € o que apresenta maior nivel de expressao relativa de dcr2
entre os tempos analisados (Figura 23C). O aumento de expressao 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-especifica do gene dcr2.

O nivel de expressédo do gene ago2A foi aumentado em corpo gorduroso ja no
momento da injecdo de dsMAL, sendo este nivel mantido no 1° dia ap6s a injecdo e
retornando proximo ao nivel de expressdo do controle somente no 4° dia apés a
injecdo (Figura 24A). Foi visto que o nivel de expressao de ago2A foi pouco alterado
em resposta a dsMAL no intestino médio anterior 12 h, 1 e 4 dias ap0s a injecao de
dsMAL (Figura 24B). Em contrapartida, em intestino médio posterior, a expressao de
ago2A duplicou 12 h apés a injecdo, diminuiu no 1° dia em torno de 25% em relacéo
a 12h e retornou ao mesmo nivel de 12h no 4° dia ap0s a injecdo de dsMAL (Figura
24C).
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Figura 22: Expressao relativa de dcrl em corpo gorduroso, intestino médio anterior e
intestino médio posterior de R. prolixus dias ap6s a injecdo de dsMAL. Fémeas 25 dias
apoés a 12 alimentacgéo tiveram 1pug de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas néo injetadas
foram usadas como controle (N). Apés a extracdo de RNA dos tecidos, as amostras de RNA
foram tratadas com DNase | e entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em
Materiais e Métodos. Os niveis de expressdo do gene RPdcrl sdo representados em
relacdo ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento
envolvido com a sintese de proteinas, foi utilizado como gene de referéncia. Resultados sé&o
médias de 2 determinagfes independentes.
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Figura 23: Expressdo relativa de dcr2 em corpo gorduroso, intestino médio anterior e
intestino médio posterior de R. prolixus dias ap0s a injecdo de dsMAL. Fémeas 25 dias
apoés a 12 alimentacgéao tiveram 1ug de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas nao injetadas
foram usadas como controle (N). ApGs a extracdo de RNA dos tecidos, as amostras de RNA
foram tratadas com DNase | e entdo utilizadas para a sintese de cDNA, como descrito em
Materiais e Métodos. Os niveis de expressao do gene RPdcr2 sdo representados em
relacdo ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de alongamento
envolvido com a sintese de proteinas, foi utilizado como gene de referéncia. Resultados sao
médias de 2 determinac¢fes independentes.



42

Corpo Gorduroso Intestino Médio Anterior
4- 2.5'
*
s 2 201 * .
E 3+ [ - E
Lot] [+ 1]
x 2 - r 2 1.54
o — S e
282 . . 8¢ ¢ — —
o & — 2 10{ —e—
o] @
ul b —_— »
o 14 —a— o
= - = 0.5+
w W . .
I] L) L L L] L uu L) ? L) ¥ L)
N 0 172 1 4 N 0 1/2 1 4
Dias apos injegdo de 1pg de dsMAL Dias apos injecdo de 1pg de dsMAL

(A) (B)

Intestino Médio Posterior

4=
[
=
g ¥ * .
[ok]
xS
@ 0 2 .
o »
2 . .
a 14— ]
] ]
u L] L] L] L] L]
N 0 112 1 4

Dias apés injecédo de 1pg de dsMAL
(®)

Figura 24: Expressao relativa de ago2A em corpo gorduroso, intestino médio anterior
e intestino médio posterior de R. prolixus dias apés a injecao de dsMAL. Fémeas 25
dias apos a 1?2 alimentacdo tiveram 1ug de dsMAL injetados na hemocele. Fémeas néo
injetadas foram usadas como controle (N). Apds a extracdo de RNA dos tecidos, as
amostras de RNA foram tratadas com DNase | e entdo utilizadas para a sintese de cDNA,
como descrito em Materiais e Métodos. Os niveis de expressdo do gene RPago2A sao
representados em relacéo ao valor obtido para o controle (1,0). O gene RPEF, um fator de
alongamento envolvido com a sintese de proteinas, foi utilizado como gene de referéncia.
Resultados sdo médias de 2 determinagfes independentes.
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Esses resultados mostram que houve aumento de expressao génica,
principalmente de dcr2 em corpo gorduroso e intestino médio de insetos desafiados
com dsMAL. Se comparados ao gene dcr2, o aumento de expressao dos gene dcrl
e ago2A é menor quanto a presenca de dsMAL. Por isso, os dois ultimos genes
podem nao estar relacionados com a resposta a dsRNAs exdgenas. A resposta a
dsMAL néo foi dose dependente em todos os tecidos. Além disso, o aumento de
expressao nao foi sincronizado em todos os tecidos, ja que o aumento da expressao

dos genes em cada um deles ocorreu em momentos diferentes.
5.5- Detecgéo de dsRNAs nos tecidos de R. prolixus

5.5.1- Deteccdo de dsRNAs apOs ensaio in vitro com proteinas solluveis de
corpo gorduroso, intestino médio e ovéario

Um ensaio in vitro foi realizado a fim de verificar a integridade de dsRNAs
apos incubacdes com proteinas extraidas de tecidos de R. prolixus. A Figura 25A
mostra que dsRNAs foram detectadas 24h apds serem incubadas com proteinas
soluveis de intestino médio anterior e de corpo gorduroso, ao contrario de dsRNAs
incubadas com proteinas solUveis de ovario, que apos 24h ndo sdo mais detectadas
(Figura 25B). Como mostrado na Figura 26, dsRNAs nao relacionadas (dsMAL) e
dsRNA especifica (dsaGLU) também foram detectadas 24h apds serem incubadas
com proteinas soluveis do intestino médio posterior. Esses resultados podem indicar
a presenca de RNAses no ovario, que estdo ausentes no corpo gorduroso € no
intestino médio de R. prolixus. Outros estudos precisam ser feitos a fim de se

compreender melhor o que acontece com as dsRNAs no ovario do inseto.
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Figura 25: Deteccdo de dsRNAs apds ensaio in vitro com proteinas soluveis de
intestino médio anterior, corpo gorduroso e ovéario de R. prolixus. (A) 20ug de
proteinas solaveis de 10 intestinos médio anteriores (IMA), 10 corpos gordurosos (CG) e (B)
10 ovarios de fémeas em jejum foram incubados, na presenca de agua, com 200ng de
dsMAL (P+dsMAL) por 2 e 24h a 28 °C. Proteinas sollveis dos respectivos tecidos
incubadas com agua por 24h (P24h) ou ndo incubadas (P) e agua incubada com dsMAL
(H,O+dsMAL) também por 2 e 24h a 28 °C foram usados como controles. As imagens
mostradas séo dois géis de agarose representativos para dois experimentos independentes.
Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb (setas).
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Figura 26: Deteccdo de dsRNAs apds ensaio in vitro com proteinas soluveis de
intestino médio posterior de R. prolixus. Aproximadamente 20ug de proteinas sollveis
de intestinos médio posteriores de 10 fémeas em jejum foram incubadas, na presenca de
agua, com 200ng de dsMAL (P+dsMAL) ou com 200ng de dsaGLU (P+dsaGLU) por 2 e
24h a 28 °C. Proteinas solUveis de intestinos médio posteriores incubadas com agua por 2h
(P2h) e por 24h (P24h) e &gua incubada com dsMAL (H,O+dsMAL) e dsaGLU (H,O+
dsaGLU) foram usados como controles. A imagem mostrada é um gel de agarose
representativo para dois experimentos independentes. Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb
e dsaGLU 400pb (setas).

5.5.2- Deteccdo de dsRNAs apds ensaio ex vivo com hemolinfa

Para verificar a persisténcia de dsRNAs na hemolinfa de R. prolixus, dsMAL e
dsRHBP foram incubadas com hemolinfa por 2h. A dsRHBP é uma dupla-fita
construida para o silenciamento da RHBP, a proteina ligadora de heme do R.
prolixus, que esta presente na hemolinfa e no ovario do inseto. A Figura 27A mostra
que apos 2h de incubacéo tanto a dsRNA néo relacionada (dsMAL) quanto a dsRNA
especifica para R. prolixus (dsRHBP) néo foram detectadas na hemolinfa.

A partir desse resultado, tempos menores que 2h apés a incubacdo foram
analisados. Ja no momento da incubacdo da hemolinfa com dsMAL (HL+dsMAL 0’),
a mesma nao foi detectada nem a 28 °C nem a 60 °C (HL 60°+dsMAL 0’) (Figura
27B). Isso pode indicar a presenca de uma ou varias RNAses soluveis na hemolinfa
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gue possivelmente sdo muito ativas nestas temperaturas, podendo atuar no

processamento de dsRNAs de forma rapida e eficiente.

(A)

dsMAL

dsRHBP
<

HL H,O+ HL+ H,0+ HL+
dsMAL dsMAL dsRHBP dsRHBP
2h 2h 2h 2h

1Kb
750bps

500bps

250bps

HL+ HL+ HL+ HL+ HL60°C+  HL60°C+ H,0+
dsMAL dsMAL dsMAL dsMAL dsMAL dsMAL dsMAL
0 2 5 10’ 0 10°

Figura 27: Ensaio ex vivo de incubagdo de dsRNAs com hemolinfa de R. prolixus.
Apo6s 10 dias da alimentagdo, a hemolinfa de 10 fémeas foi coletada na presenca de
feniltiouréia. (A) Foram incubadas 40 pg de proteinas da hemolinfa (equivalente a 1,6 pL de
hemolinfa), na presencga de agua, 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 °C e durante 0 e 10 minutos a 60 °C. Hemolinfa incubada com agua (HL) e
agua incubada com dsMAL (H,O+dsMAL) e dsRHBP (H,O+dsRHBP) foram usados como
controles. As imagens mostradas sdo dois géis de agarose representativos para dois
experimentos independentes. Tamanhos das dsRNAs: dsMAL 1Kb e dsRHBP 300pb
(setas).
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6- DISCUSSAO
6.1 - Identificacdo de genes das vias de RNAI

Com a disponibilidade dos dados gerados pelo sequenciamento do genoma
de R. prolixus, RNAi tem sido usado por varios grupos como ferramenta para
elucidar a funcdo de genes desse inseto através do silenciamento génico induzido
pela introducdo de uma dsRNA. Além disso, a partir desses dados também é
possivel investigar os genes que eventualmente estdo envolvidos com o sucesso de
R. prolixus em responder ao sinal de silenciamento génico. A partir dai, varios
aspectos dos mecanismos de RNAI nesse inseto poderéo 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 proteinas Dicer: Dicerl, que atua na
resposta a dsRNAs enddgenas, e Dicer2, que atua contra dsRNAs exdgenas (LEE
et al., 2004; LOZANO et al.,, 2012; TOMOYASU et al., 2008). O nematdédeo C.
elegans possui uma Unica Dicer, a qual participa da biogénese de ambos miRNAs e
siRNAs (BERNSTEIN et al., 2001; KETTING et al., 2001; KNIGHT e BASS, 2001). A
partir dos dados disponiveis do genoma de R. prolixus, foram encontrados 2 genes
que codificam proteinas Dicer. Além destes, foram encontrados 6 genes que
codificam Argonautas e um gene que codifica Drosha (Tabela 3). Trés genes (dcrl,
dcr2 e ago2A) foram testados por PCR, quanto a presenca de transcritos em ovario,
corpo gorduroso, intestino médio anterior e posterior. Os transcritos dos trés genes
foram detectados nos quatro érgaos analisados (Figura 15).

As proteinas Dicer de R. prolixus foram denominadas Dicerl (RPdcrl) e
Dicer2 (RPdcr2), por terem apresentado alta similaridade, respectivamente, com
proteinas Dicerl de A. gambie, D. melanogaster, H. sapiens, M. rotundata e T.
castaneum e com proteinas Dicer2 de B. germanica, T. castaneum, D. melanogaster
e A. gambie. Além disso, as duas Dicer de R. prolixus apresentaram alta similaridade
com Dicerl de C. elegans (Anexos 1 e 2).

Atraves da analise no portal de Bioinformatica Expasy, foi possivel prever em
RPdcrl todos os dominios caracteristicos de proteinas Dicer (Figura 6A). RPdcr2
contém quase todos os dominios, faltando apenas o dsRBD carboxi-terminal (Figura
7A), que também estd ausente na Dicer2 de T. castaneum (TOMOYASU et al.,

2008). As arvores filogenéticas mostraram que RPdcrl e RPdcr2 apresentaram
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maior similaridade com Dicerl 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 exdgenas, ja que sua expressdo aumentou
consideravelmente em corpo gorduroso, intestino médio anterior e posterior apds a
injecdo de dsMAL na hemolinfa de R. prolixus (Figuras 21 e 24), ao contrario de
RPdcrl que ndo apresenta a mesma resposta a dsMAL naqueles tecidos (Figuras
20 e 23).

Das 6 sequéncias ortdlogas de argonautas encontradas em R. prolixus até o
momento, 2 estdo em processo de analise. Apesar de argonautas apresentarem um
dominio N-terminal e um MID, além dos dominios PIWI e PAZ (Figura 4), as 4
argonautas analisadas através do portal de Bioinforméatica Expasy apresentaram
apenas os dominios PIWI e PAZ nessas sequéncias (Figura 10). Como mencionado
anteriormente, as argonautas podem ser classificadas em 3 sub-familias: AGO, PIWI
e WAGO (TOLIA e JOSHUA-TOR, 2007; CZECH e HANNON, 2011). As sequéncias
de RPagol, RPago2A e RPago2B apresentaram similaridade com proteinas 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 sequéncias fazem parte da sub-familia PIWI, jA que em D. melanogaster
0os membros dessa sub-familia incluem proteinas PIWI, aubergine e argonauta3
(KLATTENHOFF e THEURKAUF, 2008). O genoma humano possui 4 genes que
codificam 4 proteinas 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, sequéncias com alta similaridade a armitage, trbp, pasha,
r2d2 e spindle2 de insetos (Ricardo N. Araujo, comunicacdo pessoal). Até o
momento, ndo foram encontrados no genoma de R. prolixus os homadlogos de RARP
e Sid-1 (Tabela 3), que estdo envolvidas com a disseminagdo do sinal de
silenciamento em C. elegans. Isso corrobora a hipétese de que os genes envolvidos
com o RNAI sistémico de R. prolixus ndo sdo os mesmo que desempenham essa
fungcdo em C. elegans. O gene RdRP n&o 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 Il, conhecida
como D-elpl, tem atividade RARP, sendo capaz de produzir secundarios siRNAs
endodgenos responsaveis por amplificar o sinal de silenciamento (LIPARDI e
PATERSON, 2009). Isso comprova que o efeito de persisténcia de RNAIi ndo é
baseado em RARP em todos os organismos. Também ndo foram encontrados
homélogos de C3PO, Wago e Loquacious (Tabela 3). Este ultimo, codifica a proteina
ligadora de dsRNA, LOQ, a qual é par da Dicerl de D. melanogaster
(FORSTEMANN et al., 2005). Com os genes identificados até o0 momento, é possivel
prever alguns possiveis participantes das vias de miRNA, siRNA e piRNA no R.

prolixus, esquematizados na Figura 28.
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Figura 28: Esquema dos componentes das vias de RNAi em R. prolixus. No genoma do
R. prolixus foram encontradas sequéncias com similaridade a genes que codificam para
proteinas envolvidas com as vias do miRNA (drosha e seu par pasha; dicerl e seu par trbp),
do siRNA (dicer2 e seu par r2d2) e do piRNA (armitage, spindleE, agol, ago2A, ago2B e
ago3). Os genes ago envolvidos com a via de miRNA e siRNA estdo em fase de andlise. Os
genes armitage, trbp, pasha, r2d2 e spindle2 foram identificados por Ricardo N. Araujo
(UFMG, comunicacao pessoal).
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6.2 - Resposta a dsRNAs exdgenas na expressao génica

Estudos sobre a via de RNAiI em alguns artrépodes mostraram que a
expressdo dos genes que codificam para as proteinas envolvidas com a via do
siRNA tendem a aumentar quando 0S mesmos sao injetados com dsRNAs
(GARBUTT e REYNOLDS, 2012; LOZANO et al., 2012) ou quando infectados com
virus de RNA (ALMEIDA, 2009; AMARAL, 2008; CHEN et al., 2011). No presente
trabalho, foi visto que a injecdo de dsRNAs na hemolinfa de R. prolixus desencadeia
um aumento consideravel de expressédo do gene dcr2 em corpo gorduroso, intestino
meédio anterior e posterior (Figuras 21 e 24). Esse aumento parece ndo ser
dependente da dose de dsMAL em corpo gorduroso (Figura 20A), ao contrario dos
intestinos médio anterior e posterior, 0s quais apresentaram aumento de expressao
de dcr2 com o aumento da concentracdo de dsMAL (Figuras 21B e 21C ). Além
disso, foi visto que a variacdo da expressdo desse gene ocorreu em niveis e
momentos diferentes nos trés tecidos analisados. Em corpo gorduroso e intestino
meédio anterior houve um aumento da expressao de dcr2 no 1° dia apos a injecéo de
dsMAL, sendo esse aumento de 10 e 3 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso
e intestino médio anterior. No 4° dia apés a injecao, os niveis de expressao de dcr2
nesses dois tecidos diminuiram em relacéo ao 1° dia, mas ainda foi o dobro do nivel
do controle (Figuras 23A e 23B). Em intestino médio posterior, 0 nivel de expressao
de dcr2 foi 15 vezes maior no 1° dia, aumentando para 20 vezes no 4° dia (Figura
23C), 0 que mostrou que esse tecido apresentou uma resposta de dcr2 ainda maior
e mais tardia que o corpo gorduroso e o intestino médio anterior, jA que estes
apresentaram diminuicdo dos niveis de expressao no 4° dia ap6s a injecao de
dsMAL, dia em que ocorreu a maior resposta de dcr2 em intestino médio posterior
(Figura 23).

O gene dcrl apresentou aproximadamente o dobro de expressdo no corpo
gorduroso apos a injecdo de 1pg de dsMAL. Curiosamente, no mesmo tecido, a
injecdo de 2ug e 4ug de dsMAL manteve os niveis de expressado de dcrl préximos
ao nivel da amostra ndo injetada (Figura 19A). Em intestino médio (anterior e
posterior), a injecdo de dsMAL ndo elevou o nivel de expressdo de dcrl. Ao
contrario, o nivel de expressao de dcrl foi diminuido nos cDNAs de intestino médio
anterior e posterior de insetos injetados com qualquer concentracdo de dsMAL, se

comparados com o controle (Figuras 20B e 20C). No corpo gorduroso, o nivel de
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expressao do gene dcrl aumentou 2 vezes em relacdo ao controle meio dia apos a
injecdo de dsMAL e esse nivel diminuiu para préximo de 1,5 nos dias 1 e 4 apoés a
injecdo de dsMAL (Figura 22A). Como era de se esperar, nas amostras de insetos
injetados, o nivel de expressdo de dcrl em intestino médio (anterior e posterior)
diminuiu em relagdo ao controle desde o momento da injecdo até o 4° dia apos a
injecdo de dsMAL (Figuras 22B e 22C). Assim, no intestino médio a injecdo com
dsMAL regulou negativamente a expressao de dcrl, ao contrario do que ocorreu no
mesmo tecido com dcr2. J& o corpo gorduroso apresentou aumento de expressao
desses dois genes em resposta a dsMAL, embora o nivel de aumento de dcr2 tenha
sido cerca de 5 vezes maior que o de dcrl. Assim, o gene dcr2 pode estar envolvido
com a resposta a dsRNAs exdgenas em R. prolixus, participando na formacao dos
siRNAs, enquanto o gene dcrl provavelmente esta relacionado com a resposta a
dsRNAs enddgenas, formando miRNAs, ja que a reposta em nivel de transcricédo de
dcr2 a dsMAL foi muito maior que dcrl nos tecidos analisados (Figuras 22 e 23).

O gene ago2A apresentou aproximadamente o dobro de expressao no corpo
gorduroso apoés a injecdo de 1ug de dsMAL. Curiosamente, no mesmo tecido, a
injecdo de 2ug e 4ug de dsMAL manteve os niveis de expressao de ago2A préximos
ao nivel da amostra nao injetada (Figura 21A). Em intestino médio anterior, 0 nivel
de expressao de dcrl foi menor quando os insetos foram injetados com qualquer
concentracdo de dsMAL, se comparados com o controle (Figura 21B). Esses
resultados sdo bem similares aos resultados para dcrl em corpo gorduroso e
intestino médio anterior (Figuras 20A e 20B). Entretanto, a variacao de expressao de
ago2A apresentou um perfil diferente em intestino médio posterior, em relacdo ao
que foi visto para dcrl. Neste tecido, houve um aumento de mais de 2 vezes no nivel
de expressdo de ago2A apds a injecao tanto de 1ug quanto de 4ug de dsMAL.
Curiosamente, a injecao de 2ug de dsMAL nao apresentou o mesmo perfil (Figura
21C). Além disso, os niveis de expressdo de ago2A foram aumentados em todos 0s
tecidos até o 4° dia apos a injecdo com dsMAL (Figura 24). O nivel do aumento da
expressao de ago2A foi diferente entre os tecidos, da mesma forma como foi
mostrado para os outros genes. No corpo gorduroso, o nivel de expressao de ago2A
mais que duplicou ja no momento da injecdo (tempo zero) e foi mantido nesse
mesmo nivel no 1° dia, sofrendo uma diminuigdo no 4° dia apoés a inje¢do de dsMAL

(Figura 24A). O intestino médio anterior apresentou um pequeno aumento meio dia
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apos a injecdo e esse aumento foi mantido até o 4° dia apos a injecao de dsMAL
(Figura 24B). Finalmente, no intestino médio posterior, o nivel de expressao de
ago2A duplicou meio dia apés a injecdo de dsMAL, apresentando diminuicdo no 1°
dia e voltando ao mesmo nivel do meio dia no 4° dia ap0s a injecdo de dsMAL
(Figura 24C). Esse conjunto de resultados mostram que os tecidos apresentaram,
para um mesmo gene, niveis diferentes de aumento de expressao apos a injecdo de
dsMAL, o que indica que cada gene apresenta uma resposta a dsMAL tecido-
especifica.

Nossos resultados foram similares aos obtidos no estudo realizado por
Garbutt e Reynolds (2012) em Manduca sexta, que também mostrou aumento dos
niveis de transcricdo de genes relacionados com via de RNAI, dicer 2 e argonauta 2,
em resposta a injecdo de dsRNA sintetizada para eGFP (dseGFP), um gene que
nao esta presente no genoma de M. sexta. Os niveis de expressao de dicer 2
aumentaram 79, 362 e 395 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso, hemdécitos
e intestino médio, 6 horas apos a injecdo de dseGFP. Esses niveis cairam para 3, 5
e 7 vezes, respectivamente em corpo gorduroso, hemacitos e intestino médio, 18
horas apés a injecdo de dseGFP, mostrando que o aumento da transcricdo de dicer
2 em M. sexta é rapido e transitério (GARBUTT e REYNOLDS, 2012). Em R.
prolixus o grau de aumento de expresséo de dcr2, verificado no presente trabalho,
foi menor e mais duradouro do que o observado para 0 mesmo gene de M. sexta.

Um trabalho realizado com ninfas de 5° estagio de B. germanica mostrou que
o nivel de expressdo do gene dcr2 aumentou 5 vezes, 6h apds a injecdo tanto de
dsRNAs néo relacionadas a B. germanica, quanto de dsRNAs para dcr2 (dsBGdcr2)
e para dcrl (dsBGdcrl) do inseto. No ultimo caso, os niveis de dcrl diminuiram apés
6h da injecdo de dsBGdcrl, o que demonstrou o silenciamento de dcrl. Em
contrapartida, apés a injecdo de dsBGdcr2, o gene dcr2 apresentou um aumento de
expressao nas primeiras 6 horas, que foi diminuindo gradativamente em relacdo ao
controle a partir do 1° dia pés injecdo, o que pode mostrar um silenciamento tardio
de dcr2. Em B. germanica, assim como em M. sexta e R. prolixus, dcr2 esta
diretamente envolvida na reposta a dsRNAs exdgenas (LOZANO et al., 2012).

Em M. sexta, foi visto também que 0 gene argonauta 2 apresentou aumento
de expressao de 8, 22 e 27 vezes, respectivamente, em corpo gorduroso, hemacitos

e intestino médio, 6 horas apods a injecao de dseGFP. Apos 18 horas da injecéo, o
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nivel de expressdo de argonauta 2 aumentou 10 vezes em corpo gorduroso e
diminuiu 5 vezes em hemdcitos e intestino médio. Isso mostrou que argonauta 2,
assim como dicer 2, também responde positivamente a dsRNAs exdgenas, mas de
uma forma mais moderada (GARBUTT e REYNOLDS, 2012). No presente trabalho,
o grau de aumento de expressao de ago2A em R. prolixus também foi menor do que
0 observado para o mesmo gene de M. sexta. Em corpo gorduroso de R. prolixus, o
tempo de persisténcia desse aumento de expressao de ago2A foi similar ao mesmo
tecido de M. sexta, entretanto, foi mais duradouro em intestino de R. prolixus do que
0 observado para o mesmo tecido em M. sexta. Vale ressaltar que, até 0 momento,
sabe-se que 0 genoma de R. prolixus apresenta 6 ortélogos de argonautas e apenas
um desses genes foram testados nesse trabalho. Assim, é necessério testar os
outros genes ortodlogos de argonautas, a fim de avaliar se algum deles pode ser mais
responsivo a dsRNAs exogenas 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 virus C de D. melanogaster e aos virus
Sindbis e Flock House (GALIANA-ARNOUX et al., 2006). Mais tarde, também em D.
melanogaster, foi visto que Dicer 2 induz a expressdo do gene antiviral Vago
(DEDDOUCHE et al., 2008). Esses trabalhos mostraram que Dicer 2 € elemento
chave no reconhecimento da infeccdo viral na mosca-da-fruta. O silenciamento de
dcr2, ago2 e r2d2 confirmou a resisténcia viral induzida por dsRNA em mosquitos,
demonstrando que esses componentes da via de RNAIi s&o cruciais para limitar a
infeccdo viral e sua disseminacdo em mosquitos (BLAIR, 2011). No camardo
Litopenaeus vannamei, foi visto que os niveis de transcritos de dicer 2 aumentaram
apos a infeccdo com virus da sindrome White Spot e também apds desafio com
dsRNAs ndo relacionadas a essa espécie (CHEN et al.,, 2011). Esses trabalhos
demonstraram a participacdo de Dicer 2 e outros componentes da via de RNAI na
inducdo da imunidade antiviral e na resposta eficaz a dsRNAs sintéticas.

R. prolixus ndo € vetor de arboviroses, havendo até o momento
desconhecimento de infeccbes deste inseto por virus de RNA. Em contrapartida, a
resposta a dsRNAs exégenas mediada por RNAIi tem se mostrado bastante eficaz.

Hipoteticamente, a via de RNAi de R. prolixus pode apresentar uma potente
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resposta contra virus que produzam siRNAs, de forma que 0sS mesmos nao

consigam completar a infeccéo.

6.3 - Resposta a alimentagdo sanguinea

Em estudos de silenciamento génico realizados em R. prolixus, os insetos sédo
mantidos aproximadamente 21 dias sem repasto sanguineo e apos a injecao das
dsRNAs especificas para o gene que se quer silenciar, o0s mesmos séo alimentados
com sangue (MURY et al., 2010; WALTER-NUNO, 2011). Assim, a alimentacdo
sanguinea parece ser um evento importante para uma resposta satisfatéria de
silenciamento génico. Os resultados deste trabalho demonstraram que o repasto
sanguineo é capaz de aumentar a expressdo 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 0 1° e 0 7° dia apds a alimentacao
sanguinea. Esses resultados comprovam a importancia da alimentacdo sanguinea
na resposta eficiente da via de RNAi em R. prolixus, j& que aumentando a expressao
do gene dcr2, o inseto consegue responder melhor a presenca de dsRNAs
exogenas.

A partir dessas informacdes, todos 0s experimentos realizados com o intuito
de avaliar a expressao dos genes da via de RNAI de R. prolixus em resposta a
dsMAL (Figuras 20 a 25) foram feitos com insetos fémeas em jejum, para que a

alimentacdo sanguinea ndo mascarasse qualquer aumento de expressao.

6.4 - Resposta tecidual a presenca de dsRNAs exégenas

Foi visto que dsRNAs sdo detectadas 24h apds a incubacdo das mesmas
com proteinas sollUveis extraidas de corpo gorduroso, intestino médio anterior e
posterior de R. prolixus, ao contrario do que ocorre quando as mesmas Sao
incubadas com proteinas sollveis extraidas de ovario (Figuras 25 e 26). No intestino
médio posterior tanto a dsRNA especifica para a-glucosidase (dsaGLU) quanto
dsMAL foram detectadas 24h apds a incubacéo (Figura 26), o que mostra que a
persisténcia das dsRNAs na presenca das proteinas de intestino médio posterior
nao depende da especificidade da dsRNA.

Esses resultados podem indicar que ovario apresenta uma ou mais proteinas
sollveis com atividade RNasica, que estdo ausentes em corpo gorduroso e intestino

médio. Nossos resultados mostram ainda que a resposta a dsRNAs ndo ocorre da
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mesma forma em todos os tecidos. Outros estudos precisam ser feitos a fim de
elucidar como as dsRNAs sdo processadas nos tecidos, o que pode explicar o
comportamento de silenciamento génico em cada um deles.

O mesmo estudo foi realizado utilizando a hemolinfa de R. prolixus sem
hemdcitos. Em um ensaio ex vivo a hemolinfa foi incubada com dsMAL e dsRHBP,
verificando-se a auséncia das dsRNAs 2h apds a incubacédo com a hemolinfa (Figura
27A). Tempos mais curtos de incubacéo foram testados e a Figura 27B mostrou que
a auséncia de dsMAL ocorreu instantaneamente na hemolinfa, independentemente
da temperatura em que o ensaio foi realizado, 28 °C ou 60 °C.

Um ensaio parecido foi realizado com hemolinfa de larvas de 5° estagio de M.
sexta, inseto que apresenta susceptibilidade variavel ao RNAI, e de fémeas adultas
de B. germanica, inseto susceptivel ao RNAi (GARBUTT et al., 2012). Observou-se
qgue a partir de 1h de incubacdo da hemolinfa com dseGFP ocorreu degradacéo de
dsRNA, que foi inibida quando a hemolinfa foi aquecida a 100 °C antes da
incubacdo. Em B. germanica, a degradacdo da dseGFP ocorreu parcialmente até
24h apés a incubacédo e foi muito menor que a degradacao vista em M. sexta. Isso
mostrou que a persisténcia 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 RNA..

Insetos da ordem Lepidoptera, como M. sexta, apresentam eficiéncia variavel
ao RNAI e inumeros motivos para essa diferenca de susceptibilidade tém sido
analisados (TERENIUS et al. 2011). Um dos motivos parece ser a presenca de uma
RNase nédo-especifica na hemolinfa do inseto que degrada rapidamente dsRNAs
exdgenas, 0 que supostamente diminui o tempo de persisténcia 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 € um inseto
susceptivel ao RNAI, a presenca de RNases na hemolinfa ndo é, provavelmente, o
anico indicador que explica a baixa susceptibilidade ao RNAIi. Sdo necessarios
trabalhos adicionais que investiguem a eficiéncia da penetracdo da dsRNA e a
transmissdo do sinal de interferéncia em células e tecidos, bem como o estudo da
expressao relativa dos diferentes genes da via para se entender a suceptibilidade de

diferentes espécies ao RNA..
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7 — CONCLUSOES

e Foram encontrados no genoma de R. prolixus genes dicer 1, dicer 2, drosha e
6 genes argonautas;

e O gene dicer 2 de R. prolixus parece estar envolvido com a via de siRNA, ja
gque houve aumento elevado de sua expressdo em corpo gorduroso e
intestino médio em resposta a presenca de dsRNAs exdgenas, além de sua
sequéncia protéica apresentar alta similaridade com sequéncias de Dicer 2 de
outros organismos, incluindo insetos;

e As 4 sequéncias de Argonautas analisadas apresentaram similaridade com
proteinas envolvidas com a via de piRNA em outros organismos;

e Transcritos dos genes dicer 1, dicer 2 e argonauta 2A foram detectados em
corpo gorduroso, ovario, intestino meédio anterior e intestino médio posterior;

e A alimentagdo sanguinea induz aumento da transcricdo 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 sanguineo
€ importante para a resposta do inseto a dsRNAs exdgenas ou enddgenas;

e O desafio com dsRNA (dsMAL) induz aumento de expressdo génica,
principalmente de dicer 2 em corpo gorduroso e intestino médio do inseto. O
aumento de expressdo dos genes dicer 1 e argonauta 2A foi menor na
presenca de dsMAL, se comparado ao gene dicer 2. Por isso, dicer 1 e
argonauta 2A parecem nao estar relacionados com a resposta a dsRNAs
exogenas;

e A resposta a dsMAL ndo foi dose dependente em todos os tecidos e o
aumento da expressao dos genes em cada tecido ocorreu em momentos
diferentes;

¢ dsRNAs nao foram detectadas apos 24h incubadas com proteinas sollveis de
ovario, sugerindo a presenca de uma ou mais RNases nesse tecido; 0 mesmo
nao foi observado em corpo gorduroso e intestino médio;

¢ Na hemolinfa a auséncia de dsRNAs ocorre de forma rapida e eficiente, tanto
a 28 °C quanto a 60 °C, indicando que uma ou varias RNAses soluveis podem
estar presentes;

e A presenca de atividade RNasica é tecido-especifica e a relacdo desta
atividade com a via de RNAIi permanece a ser esclarecida.
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Alinhamento dos dominios ATP/helicase, helicase, dicer, PAZ, RNAses llla e lllb e dominio
dsRBD de Dicer 1 de R. prolixus (RPDcrl), Drosophila melanogaster (DMDCRL1; CG4792),
Tribolium castaneum (TCDCR1; EFA11550.1), Megachile rotundata
XP_003706496.1), Anopheles gambie (AGDCR1; ENSANGG00000014308), Homo sapiens
(HSDCR1; NM_177438) e Caenorhabditis elegans (CEDCR1; K12H4.8). Residuos idénticos

sao indicados por “*”, residuos conservados por

e semi-conservados

Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.
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Anexo 2

Alinhamento dos dominios ATP/helicase, helicase, dicer, PAZ, RNAses llla e llIb 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
(CEDCRl' K12H4.8). Residuos idénticos sdo indicados por “*”, residuos conservados por
“.” e semi-conservados por “.”. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.
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REDcr2
BGDcr2
ICDcr2
AGDcr-2
CMDcr2
CEDcrl

RNase IlIb

REDcr2
BGDcr2
ICDcr2
AGDcr-2
DMDcr2
CEDcrl

REDcr2
BGDcr2

DMDcr2
CEDcrl

RFDcr2
BGDcr2
ICDcr2
AEDcr-2
DMDcr2
CEDcrl

RFDcr2
BGDcr2
ICDcr2
AEDcr-2
DMDcr2
CEDcrl

Anexo 3

-535WA-TIGQHSVSDET ISDAVER LVEVY LOQACGTEGAVT LOOWLGT LAQET SINTQLFN
-35MENFLAVEAVADKT IADGVEALIGAYLEGIGIRGALRLLTWLETI LESEAL.PGALLDT
—GHMCN LNV EDE S TADSVER L LGAY FLIGEIQEEIKFMENIGILELSEQIQRLIET
- ST LHTVILQWV QIR D VADVTEA L LGVCVE T VGYERSFRFLSHLGT I FEGADVEMLLET
SSEVNECVGLVT I PNEVIADT LEAL LGV IVENYGLOHAFEMLEYFETCRADTI DEPLTQLL
SELEYNLLTQQHI SDESTADAVEALIGVHLLTLGEFNET LEVMNWMGLEV IQEDQESDVES

vk ek kkk ek *

B APTAQFNACLIVDCLLVERQR——LEATIGYKFEDRSFLLOATTHASYQNN-IT
QEE-TADVEMRDHNQPGDIYVLLSTHECHATEN T LOYTFEDRSYLLQAT.THASYTFNENVT
IQ———- WDEVLNEE S TET VD FHM FQWREIEQRLGY TFTNRAFLLOQALTHISY SENEIT
ITF-FIGDYFEVEH-—-EVDQLLCNFER—-TEATLGYRFENRTYLLOAFTHT SYTSNSLT
NLE-LGEKEMEAN VNI TEIDGFLINHYY - LEKNLGY T FEDERYLLOATTHESYETNRIT
FLLRFIDTETHENAS LN LN LW P IQLEEK I GYRFEERAYLVQAFTHASYTHNNENVT

v & v Kk Kk ork rkekdkeckd ko & ok

DY QRFEFLGDAILDFLITAHT YENCGNLSEGELT DLESATVNNVI FACLSVEYGFHRYL
ECYQRLEFLGDAILDFLITCHIYESCGELT PGELTDLESSLVNNVI FASLTVEYGFHEFM
L3YERLEFLGDAVL.DFLITCY I FEACGHLEPEWVT DLESSTVNNNT FASLVVRCGFHEFL
Y LEFLGDAVLDFLVSMY IYERNE SMSPERLT DLESALVNNVN LACVLVENELHEHT
GSYQELEFIGDATTLDFLISAYT FENNTEMNEGATLTDLESATVNNT TLACTCVEHRIHFFT

GCYQRLEFLGDAVLDYMITREYLFEDSEQYSPEVLIDLESALVNNT IFASLAVEFEFQEHE
N L - *k skkkkkskkkk sk x Kk TR
ARSSELNELVLEFVEHQESEDHEIGAEVLFLIEEQNA-——————""""—"———————

KYTSTRIMDMVDRFVEFQEDNGHSINEEVLILLEETETN-———————————— = ————
LMMNSNLOQGHIDEFADYLASENYVIDDEVLILLEEDEMN-——-—————————————————
L3QSFMLT DA IGKFVAVHRCHRNQESNWVELLTEESDTF-——-—————————————————
AENAKLSEI ISKFVNEQESQGHEVINYVEILLEEADVOFTPFLOLDDELDMTELFHANEC
IAMCPGLYHMTEKFVELCSERNFDTHFNAEMYMV T TEEEIDE - —————————————————

———————————————— VAESVIVEELLGDLFESTARATYLDSGENLOLVWINVY FNLMEEE
VLGDLFESIAGL I YLDSGMNLEEVWEVY YELMEEKE
VLGDIFEATAGATYLDSNEDLETVWEVEYEIIWERE
EVLGDVLEATTGATYL.DSGHDLARTWEVCFRLLEDE
I SQEAEKGVEFHGEFNMSTHVIVPEALGOVLEA LT ARVYL.DCR-DLOQRTWEVI FNLFEFE
——————————————— GREEDIEVEEAMGDIFESVAGAIYLDSGENLDT TWVI FHMMEGT
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Alinhamento dos dominios RNAses llla e Illlb 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). Residuos idénticos

sdo indicados por ‘“*”’, residuos conservados por

Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.

RNase |

EPdrosha
EMdrosha
DMdrosha
CEdrosha

EPdrosha
EMdreosha
DMdrosha
CEdrosha

e semi-conservados

DVITAISGEGFYRTIGIMCDIVQHAMLI FVLVIHLRFHESLOVLENEINYKFLNRSLLOLE 646

W IVDVSSEGFIRTGIMCDIVOHAML I FVLVCHLE FHESLDNLERTLGYEFENEYLLOLE 7
NITVAISSEGFYRIGIMCOVVQHAMLI EVLIGHLRFHESLDLLEESIGYRFENRYLLOLE 7
NLELEEFVAGFIETGLEFOIVARHVVMT ILACHHIRYNFSLOVFEEVIEYKFNDEEVIELR &
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LTHESYRENFGTNFDHAENSL.TNCGIRQFEYGDRRIHYMNTEERGINTLINTMSEFGKEC
LTHFSYRENFGTNEDHARNSLTNCGIRQPFEYGDRRTHYMNTRERGINTLINIMSEFGART

7
g
LTHESYKENYGINFDHAENSLITNCGIRQFEYGDEKIHYMNTEERGINTLVSIMSEFGEEHR &
i

IMH3SFESHYGT FI DHVEMMITHNCGYRR-KYG———AEDEKRERKRGIMSLFNIME-———GT
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EPdrosha
EMdrosha
DMdrosha
CEdrosha

RPdrosha
EMdreosha
DMdrosha
CEdrosha

RNase |

RPdrosha
EMdrosha
[Mdrosha
CEdrosha

RPdrosha
EMdrosha
[Mdrosha
CEdrosha

EPdrosha
EMArosha
IMArosha
CEdrosha

dsRBD

RPdrosha
EMdrosha
[Mdrosha
CEdrosha

REPdrosha
EMdreosha
[Mdrosha
CEdrosha

Anexo 4

ETESNITHNERLEFLGDAVVEFVISIHLFHLFFRLEEGGLATYRAL TVONQHLAVIAKTL 766
ETESSIAHNERL.EFLGDAVVEFLT STHLFHMFPDLEEGSLATYRAR TVONQHLAVIAKEL 9149

ETVSNITHNERLEFLGDAVVEFLSSIHLFE

?ELEEGG ATYRARTVONQHLALL

L 88

JGGEFILHNERLEY LGDAVVELIVSHHLY FMLTHHFEGSLATYRTALVONENLATL.AKNC 739
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I Y PP P LQEQEPNGDRWIPSFEILQDLTKFEETIGVQFTHIRLIARAFTDRSTGE 88
“L”E”E_IaﬁRHEI_STELL“flIfFEESIaIETIHIRLLnRLTIﬁRSIaY 10349

MANCFEATMGALFLDGEIERARDEVFGETLFKGNEELL 824
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VADEVFIDALFRQDEKLL 943
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Alinhamento dos dominios PAZ e PIWI de Argonauta 1 de R. prolixus (RPAgol), 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: EG164222.1) e aubergine de Apis mellifera (aubAM' NP_001159378.1).

Residuos idénticos sao indicados por “*”’, residuos conservados por

por “.”. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.
PAZ
aubIC QHEXDILLNVDLQFKFMRTDTVYDNLLECQG----ANARKEFQSKI IGSVVLTHYNNKETY
piwilC QHEXDILLNVDLQFKFMRTDTVYDNLLECQG----ANARKEFQSKI IGSVVLTHYNNKETY
RELgol QHETSILMCAEITHKVMRRDTALDLI HOMKSRERNADWRNAFVNATVGT IVLTEHNNRTY
piwilE QHERDILMCVEISNKVMRLETLGDILNNFYREDH-GRFRENFCNAVIGTVVLTDYNNNTY
aubLM QHEXSILMCAEITHKVMRQQTLLDILNDCYKQDK-LDYETSFENQVIGLVVLTDYNNNTY
piwild QHEQDILVCCEIAHKTMRMQTCYDILRECQRHD--RSYKDAFTRSVLGVVVLTGYNNETY
piwiDM QHEXDILLGTEITHKVMRTETIYDIMRRCSHNE--ARHQDEVEVNVLDLIVLTDYNNRTY

hkk  kk: oz Kk k% 2k & o L s, rhEE akk k4

e semi-conservados



aubTC

piwiIC
RPRgol
piwiiE
aubiM

piwilik
piwilM

aubTC

piwiIC
RPRgol
piwiiE
aubiM

piwilik
piwilM

PIWI

aukTC

piwiIC
EEhgol
piwiRE
aubiM

piwilh
piwilM

aukTC

piwiIC
EEhgol
piwilE
aubiM

piwilh
piwilM

aubTC

piwiIC
EELgol
piwiiE
aubaM

piwikd
piwilM

aubTC

piwiIC
RFRgol
piwiiE
aubiM

piwilii
piwilM

KIDDWVDENSTPAHT FELEDGSET T FEDY FEEKEYNVDIEVEDQEMLISRSKFREIEVGVEE
KIDDWVDENSTPAHT FELEDGSET T FEDY FEEKEYNVDIEVEDQEMLISRSKFREIEVGVEE
RIDDVEFDVRENSRFELENNEELTYVEYYLERYDL.E IKNLDQEMIVSELRKFREIRAGMTE
RIEDVDESASPESSSFPLENGENI TY IDYYREKYDIKIENSGHEMLVTKSEREDRQREEGE
CISDVDEDSSEDSTFQLRTGEK I SYREYYRNEYQISITNASQEMLIVTRLEFRERRAGORE
TIHDWSFDTIESSTFETENG-KISFIDYYQQEYNIRIEDENQEMLL. SRR KERDLERGENE
RINDVDEGEQIPKSTFSCEGR-DISFVEYYLTKYNIRIRDHNQPLLI SENRDERLKTNASE

woEE E % oo Lo tEIr * LrFIIIr ono : *
TVYLVEELCIMTIGLTDRQRENFNIMEMLATHTRIGVEGRI KK ILMEFSOKLHNKPDVVNET
TVYLVEELCIMTIGLTDRQRENFNIMEMLATHTRIGVEGRI KK ILMEFSOKLHNKPDVVNET
NIFLVEELCRLTGLTIDDMRSNFOIMRATAFHTREVIPQSRIEKLNKFSQRLESSETVEEDL
EVYLVEELCRATGLTDSMRENYRIMSSLAVETRLOPGERIEKLIEFNERLCEERTTEQETL
LVYILVEELCRATGLTDATRONFHIMRTLAEY TRV SPALR T DE LMV FNEELEGNESIVEEL
IMATVEPELCOMTGLTEQMRSDFRMMRAMSDY TRLNPDERTIERLET FNRELOTTPESMEVE

LWL PELCEV T GLNAEMRSNFQLMEAMS SYTRMN PEQRT DRLEAFNHRT.OQNT PESVEVL
dakhkk  kkE T T T T Y 2k k aak .
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QLIMCIVENNESDRYARTKEECCVDRAVET RV LAKNLNSE-———— GIMSIATEIAVQIN
QLVFCAVINNRSDRY SATKKECCVDRFVESQICLTRTMTHE-———— NIKSIATEIAIQMS
ELIFCVWSNNEADRY SATKEECTHDRFVASOVE LAKNLTHE -———— GIRSIATEVAIQLN

QLIMCOWINQEADRY TATKEECCVDRAVET OV ICQET ITPEGENVET LMSVATEA VI QM
KLILCLVENDNAERY S5 TKERGYVDRAVET VWV ILET TEEP-———YSIMSTATEIATQLN

DLEL paEEpoEEE, FEOoo L rE e DoEoEEEL oHo

CHIGGAPWCVEI PLIGLM VY DV CRDTVHEEKSFAGIVGSLDK-—NISRFYNICCERK
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CELGGAPWYVINVPLEGLMMIGFIWCHDT THRNEDFGAT IATLNR ———-EMT QY FSAVNVHE
CELGGAFWSVELPFINLM VY WCHDPADK SEDFGAMVASLOR———SLTRYYSAVARHT
CELGEYEWEVEI PLNGLM TV F DV CHD TN DK SKS Y GAMVAT FDHDNRGT FKFFSTVSQHG
CELGYTPWMIELPL3GLMT IGFDIAKSTEDRERAYGALIASMOLOONST--YF3TVIECS
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———————————————— YREYNDN--ALPSCIVIYRDGVGEGRI FFVYNHEVELIKDEL -4
TGEELSHDLSDNICESAQAY YA LNKTLEGRIVI YRDGVGEGVELVMDREVIQIKEELDG
TGEELSDEFGESLEKAVLCYROVNEILESHIVI YRDGVGEGVE T VY KHE VDD T ERAKLNE
HEEEICHYLEFLNTVEALNEYREKEYNELFERIFFYRDGVGEGQ LAY VYEHEVEATVIKLNE
AFDVLANTLWEMIAKRLROYQHEHRELESRIVEYRDGVSSGSLEQLFEFEVEDI TEELET
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aubTC GIVAPTSYNVIEDSMGLEPEELYLTYEKLTHMYYNWSETVEVEARCQYRHELAFMVSOYT 286
piwiIC GIVAPTSYNVIEDSMGLEPEELQYLTYELTHMYYNWSETVEY | 874
EFRgol GIVSETSYNIIDDSSGLDPDEMOELTYEMTHLYFNWSGTIVEV 1Q_QY1H511?LfE”SL 353
piwikE GIVIPTAYSVIYDTLGMDPDEIQRLTYELTHMYYNCSSTVEVEAECHYRHELAFLVSEFT 921
aubiM GIVIPCRYNVIADSTERER DM RN T YK LCHM Y YNWSETVEVEARCQYRHELAFLVAQEV 812
piwili GIVIPTAYNVIYDT SELEVDHLOMLSYEQCHLYYNWSETT FTCQYRHELSFLVGRFI 260
piwil¥ GIVSETSYNVLY SSMGLSPEEMQK LT YEMCHLYYNWSGTTEVEAVCOQYRAKKELATLVEINL 829
***:* :*.:: - ¥ :::* :.** *:*:* *.*.**** *.**.**. :*.
Anexo 5

Alinhamento dos dominios PAZ e PIWI de Argonauta 2A de R. prolixus (RPAgo2A),
aubergine de Tribolium castaneum (aubTC; XP_001811159.1), piwi de Tribolium castaneum
(piwiTC;GenBank:EFAQ7425.1), piwi de Harpegnathos saltator (piwiHS; GenBank:
EFN77932.1), proteina “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).Residuos idénticos
sdo indicados por “*’, residuos conservados por “:” e semi-conservados por “.”
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.

PAZ
piwiHS IQFFN I IMRECLGY LR LI VGEN Y Y DAMNE VT L.EEHKL.ELWPGY LT SIRQHERDILL.CAE 178
piwikE ITIFNIIMREQLEYLNLOLVERDYYDAYNE IS}H”TRLEL"““YIISIR“HERWILLN1E 1la2
piwilikeMRE LQFFNI IMRECLDLLELQLVGREDY FDARSEVEIQEFRLELWEGYLTSIRQHENDITMCLE 288
ki LOFFNIIMRECLALINLOLVGEDY FDAHSEVEVRDFELELWEGYLTSIRQHEKSTIMCLE 238
RPagola VOFFNIVLEECTAGINLOLVGREDFFDA A SETVVEKYNLELWEGFVISIRQHENDILLGID 342
piwiIC IQLFNITIRECLEIMELOOVGENY FMPDNETVI SEHKTQLWEGY FISMEQHEKDILLNVD 303
gubICaimilar IQLFNIIIRECLELMGLOGENY FM VISEHKIQLWEGYE IS‘R“HE‘WILLN}D 315
piwiRa IV LNLILEEAMGELNLOLVGENLYDAR R KT A TRDFHIELWEGYVISIRQHEQDILVC 284
aubDM PV LNLILEEAMEGLDLELVSEY Y YDEQ! *INLEN"RT“L"““Y“ISIR“HENWILL“SE 271
sk » o x kxR k= ks a2  aakkkws kkskkkk  kke
piwiHS IIS {(IMRQETLLDILNDCYRNDSENYRRAQFSAMVIGTVVLTAYNNNTYRIEDVDYSANER 238
piwilE MEQETLYHVIMDCYR-HSNNYEVEFCHSVIGIMVLIDYNNHTYRIEDVDFETNES 221
piwilikeMR MR OQTVLDILNDCY QRN SESWEESFERGVTGLVVLIDYNNNTYRITDIDYDTHNET 348
aubiM MR QT LLDILNDCYEQDELDYET SFENCV IGLVVLI DYNNNTYCISOWVDFDSSED 298
RPagola (IMREDTALHLLNDVSQ-RSDSWEDLEVQATVET TVITEYNNETYEVDDVDFDSSEL 401
piwiIC MRTDTVYDNLLECOG———ANARKEFQSKI IGSVVLTHYNNETYEKIDDVDFNSTER 360
aubTCsimilar MRTDTVYDNLLECOG———ANARKEFQSKI IGSVVLTHYNNETYEKIDDVDFNSTER 372
piwild MOTCYDVLEDCRT-NDENYKDAFTRSVLEGV VLT GYNNETYTIHDWVSFETTES 343
aublM EVMRTETLYNILSDAIR-DSDDYQSTFERAVMEGMVILTDYNNETYRIDDWDEFQSTEL 330
* kk sk ks s s ok aak kkkakdk = ke =
piwiHS ATFEMEDGEMITYTEYYRTEYDIRTTHNASOFMLL.TRNRPFRDEQADRGDEVYLVEPELCCAT 298
piwilE STFEMEDGOHI SYQEYYRTEYKINI SSAS)PMLVIRTEPETRNAGREDLVYLVEELCREAT 281
piwilikeMR STFELRSGESI SYEDYYONEYRIGIRNDSQPMLVIRLEPKERHAGQPELVYTLVEELCRAT 408
aubiM STRQLRTGEKI SYREYYENKYQISTTHASQPMLVIRLEPRERRAGQRFLVYIVEELCREAT 358
RPagola STFEKGT-ERVIYMDYYENRYSIKITNESQPLLISEPERREDILGERTHNNVVLIFELCCLT 460
piwiTC BT FELEDGSETT FEDY FEEEYNVDIRVED)PMLI SRSKPRETRVEVEETVYLVEPELCIMT 42
aubTCasimilar BT FELEDGSETTFEDY FEEEYNVDIRVEDPMLI SESKPREIRVEVEETVYLVEELCIMT 432
piwikd STFETEN-GEISEVEYYQREYNIRIRDFNQFMLLIEAKERDLEAGENELMATLVEELCOMT 402

aublM CEFETND-GEISYVDYYEERYNIIIRDLEQFLVMSEFTDENIRGGNDQAIMITFELARAT 38
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PIWI

piwiHS
piwikE
piwilikeMR
aubiM
RPagola
piwiIC
aubICsimilar
piwilka

aubDM

piwiH5
piwilkE
piwilikeMRE
aubiM
RPagola
piwiIC
aubTC3similar
piwild

aubDM

piwiHS
piwikE
piwilikeMR
aubiM
RPagoia
piwiIC
gubICsimilar
piwilka

aubDM

piwiHS
piwikE
piwilikeMRE
gubaM
RPagola
piwiIC
gubICsimilar
piwilka

aubD¥

piwiH3
piwikE
piwilikeMR
gubAM
RFagola
piwiIC
gubICsimilar
piwiRa

aub DM

piwiHS
piwiAE
piwilikeMR
aubiM
RFagola
piwiIC
gubTCsimilar
piwika

aubDM

VEEIQNFVDEILEI SRGISFHVEQPEVLWIGDDRESGY SEFLERTILCERT PQLIFCVVAN
MEVVHEFIETLLFVSHGIAFRIDPFRIQTIRDDERAGTYAENLEY TT.SKSAPDTLVEFCV VSN
FHEVEKFIEMLOQESARGMGCT IENFRYWDINDDESNT Y SDTLERIMSSSNEELVECLVLN
FROVERFIQTLEESA SGMGFRIDNFRLWDIVDDESNT Y SDTLERVMST SNEELIFCV VSN
HRODVESFVRTLTNASAE SLQFRIFFFNYEDI FDDRAGTYVQATEKT I SKSNEQLIMCTVEN
KA TQDFIQLLAKT AGEMRWS LGN FKIFDIQDDRSESY IEQIEKT INMNQETMILVILEN
KA TQDFIQLLAKT AGEMRWS LGN FKIFDIQDDRSESY IEQIEKT INMNQETMILVILEN
QREANEFLGCIMOL A OEMR FIVERCEF VI IFDDSEGT Y VEML DNV VNED - PQLIMCVIN

LRETQEFVOMCIRTAS SMEMNICHPIYEEI PDDRNGTY SQA I DNAR R ND-POTVMVVMES
*: : : : FoEE L F - Foriioia
NEIDRYSAIKKKCCVDREVASOVYLOENLSHR———— NLQSITTEVAIQMNCELGEAEWR
NESDRYAL TKKKCCLDREVESQVEFLQENLSGR———— NIMTIATEVAIQMNCELGEAEWT
NEADRYSAIKKKCIVDREVESQVEFLAENLNSK———— GVEIIATEVAIQLTCKLGELEWS
HNEADRYSATKKKCTHDREFVASOVEFLAENLINE ———— GIRSIATEVAIQLNCKLGELEWS
HESDRYSAIKKKCCVDRAVESOVVLAENLITE———— NVMSIATEIGIQVHCEIGESEWS
HNSTERYSAIKEECYVDRGIPTQMFVARNLT SE————— GVMSIATEVEIQMNCEIGEAEWC
MSTERYSLIKEECYVDRGIETQMFVAENLT SE-————— GVMSIATEVEIQMNCEIGGREWC
QEADRYTAIKEECCVDRAVETQVICOET ITEEGENVET LM SVATEN VI QMNCKL.GEVEWE

PNEEKYSCIKKRTCVDREVESQVVILEVIAFRQQEETGIMSTATENVIQMNAKTMGL EWQ

zokn ek L L - LI L R

VDIPLDG-IMVIGFDVCHDTANEPNEDFGAMVASTL.DK -——DLTKYYSSTNLHSDGDELSHM
IENPLEG-IMVIGFDICHDANTEGEDFLTMVATVDY-——TLIQYFSSIALFHSNEDLGDY
VELPPIN-IMVWGEFDVCHDESDESRDFGAMVASLDE -——GLIRYFSAVSAHNSGEELSHG
VELPPIN-IMWEYDVCHDEADKSRDFGAMVASLDR -——SLIRYYSAVARHTTGEELSDE
VW EFEE VMV IGEFDVCHDS T IEARSFGAMVASL.DG-—— 5SYSKY Y SAVSAHT SGEELSHD
VEIPLSG-1M VY DVCRDTVNEEK S FAGTVESLDK-—NISRFYNICCEHEMEEELSDH
VEIPLSG-1M VY DVCRDTVNEEK S FAGTVESLDK-—NISRFYNICCEHEMEEELSDH
VHIPLSG-MMTIGFDVCHDTHDE SKSYGAMVAT FDHDNRGT FEFFSTVSQHEHGEEICHY
VW IPLHG-IMTVEFDVCHI PFENENE S Y GAFVATMD-—KESFRYFSTVHEHTKGQELSEQ

* I H TELILE

FSLNIYRR LM YO HNRTLEAR IL I ¥YRDEVEEGYV SLVLOREIVDLREKLNELYE5———-
LCaSVREATMAYKERNEAFPIHLVI YRDEV SEGQLEVIENEVQELEKATLEKL.YYG———-
P MER LHCY RN ANKCFESHIVI YRDEVGEGYV FHVEDHELEQLESKINET YED———-
FGESLERAVLCYRGVNEILESHIVI YRDEVEEGVE T VI KHEVDDI KR KLNELYGDE - —-
LSTNVVESVVIFREDNGFLEPKLILYRDEVEEGTER Y VINHEVEKTRAST.OET YOS ————
A VLLCKQYKEQNGHY FERT LI YRDEVEEGQLEFVVEHEVANIKRKLQEETY TN - -~
AV LLCKQYKEQNGHY FER T LI YR DSV EEGQLEFVVEHEVANIKRKLQEET Y TN - -~
LELNT IKALNEYRKEYNELPER I FFYRDEVEEGQ LY VYEHEVESTVDHLNET YHSAGAE
MFMSCALESYQEQHR SL.FER ILF FRDEVEDEQLY N SEVNT LEDRLDET YESAGER
v v * o woa rakkkk ek L : Howon
ENFELIFITVIKEINVELFDMRGENANFRTGT IVDDVITNFLEYDFFIVIQUWVEQGIISE
NEVEMAFVIVIKRINIRFFYNQ———ENFEEGTVVDIVVINEMRYDFYIVSQIVWQEIVIE
STIKLAFVIVIERINIELFYNQ-——NNEFEFEPGTVWVDDIVINFLEYDFFIVIQSVEQGIVIE
EFLOMAFTTVIKRINTELFLEG———NNEFEFPGTVADDVITNEIKYDFFLVIQUWVEQGTVIE
GEVEMAFVVSERINTRIFTEK-——DNEEPGTVVDIVITLEERYDFY IVIQCVEQGETVAE
GEVEMA VWV SERINIEIFTEK-——DNFEFPGTVVDIVITLEERYDFY IVIQCVEQGTVAF
QUVMFIFITVSKRINTRFFDRE-——QNEREPGTVVDINVVINFERTDFY IVIQSVEQGTVSE
GCEMTFITVSKRINIRYFIGH-—-FENEVEGTVVDIVITLEERYDFFLVSQAVEIGIVSE

drekekeodk Kk Kk hk ke kdeadk Kk ¢ KkrekdEk & wkw vk

TLYSVIYDNINLDPDEMORLT YR L.THMYFNCTN T VEVEAPCHYAHKTAFLVSKY THQSED
TSNV IFONT GLEVD VOV T YL THM Y YNCSTTVEVEAPCHY AHKLSFLVGRFLAQEEN
CAYNVIADTTGWER DY LR I TYKL.CHM Y FNW SGTVEVEAPCOY R HETAFMVAQFIRRSES
CAYNVIADSTGWER DOMORM T YR L.CHM Y YNW SGTVEVEAPCOYRHET.AFLVAQFVEREES
TSYNVIYDTTHLSEDIMQEL S Y EMCHL Y FNW SGT VEVEAFVQYAHKLAFLCGOYLHRA PN
T SYNVIEDSMGLEPEK LYY LT YKL THM Y YNWSGT VEVEAPCQYAHK LA FMVIQYTHRERH
TSYNVIEDSMGLEPEK LY LT YK L.THMY YNWSETVEVEAPCQYAHKTAFMVSYTHRELH
AYNVLYDT SELEVDHLOML Y QCH L Y YNWSET TRVEAVCQYAHKL.SFLIGQFIHQAES
TSYNVISCNMGLNA DE LML SYEMTHM Y YNY SGT IRVEAVCHY R HELAFLVAESTNEA ES

% ke g = sk =akdk wekwd * kEEE sk w ko

478
454
582
532
234
594
a0&
576
562

331
509
637
387
ad9
6439
a6l
636
a2z

587
585
893
243
744
703
717
895
678

243
a2l
T43
700
a0z
762
774
733
739

T00
adl
208
737
355
19
g3l
312
798

T80
T41
11
217
9145
279
291
372
548

78
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Anexo 6

Alinhamento dos dominios 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). Residuos
idénticos sao indicados por “*”, residuos conservados por “.” e semi-conservados por “.”
Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.

PAZ
Rgolb ITITRIEDLVMGDENYVEFFNLVLRECTIASINLOOIGENYFDIAGKTVIEKFNLELWEGE 243
aubNL VEMVDEDAIKYGDOT Y LOVINTVWEKCI ANL.DMT LLGENYYDPERKITIPEFSLELWEGY 29
piwilkE I¥YLVE--FMMPEDPHYITIFNI IMREQLEYLNLOTLVGEDYYDRYNET SVHQFRLELWEGY 146
piwiHS IRFVE--DMSEDDPHHIQVFNI IMRECLEHLELOMVGENYYDENNET GIHDYKLELWEGY 172
aubiM IRLVE-——-EMEEVDORYLOFFNI IMRECTLATLNLOIVGEDYFDRHSKVEVEDFRLELWEGY 194
piwiIC IRLVE--DLAWGDMHYTQLFNI I IRECLEIMGLOOVGENY FMPDNETVISEHETQLWEGY 287
piwikd IVHIG-—-TVDMINETGIQVLNLI LREAMGELNLOLVGENLYDE LIRDFHIELWEGY 268
piwiCQ IIHTG--SVDMINETGIQVLNLILREAMAGINLOTVGENLFDRARKTATREYQTIELWEGY 245
piwilM I‘*fa——*ISCAE?RFLHJINLILRRSJJGLNLELfaRNLTJTRndIEIREFEfELE?aY 237
: sEIrIEL Do tE oo FronoL. nrEEEE
Rgolb MTSIRQHERDIMLGIDVINKIIRTDTALDLL-IDI SOGSENWEERFAQRTVGASVLIEYN 302
aubNL LTSMEQHEHSFLLCVEI THEVLEQDTAYDLLELAMORDSENYQDI FENEMIGOVVILTISYGE 149
piwilkE ITSIRQHERDILINAETI THEVMEQETLYHVIMDCYRH-SNNYEVEFCHSVIGIMVLIDYN 205
piwiHS VISIEQHEYNIIMNCEVTIHEVLEQOTLLDVLL.DCYKYNSYDFRESEFCENVIGITVLIDYN 232
aubiM LTSIRQHEKSIIMCAET THEVMEQOTLLDI LNDCYEQDELDYETSFENQVIGLVVLIDYN 254
piwiIC FTSMEQHEKDILLNVDLOFEKFMETDTVYDNLLECOEE——-NARKEFQSEKTIGSVVLTHYN 344
piwikd VISIEQHEQDITLVCCEIAHETMEMOTCYDVLEDCRETN-DENYEDRFTRSVLGVVLIGYN 327
piwiCQ ITSIRQHERDITLVCCEIAHETMEMOTCY DI LEDCOKH-DENYEDSFERAVLGVVLIGYN 304
piwilM ETSIRQHEKDILLGIEITHEVMETET IYDIMERCSHN-PARHQDEVEVNVLDLIVLIDYN 296
*:**** L - * :* :* . . . . e * & & *.
Rgolb N-RIYRVDDVDEGSSELSFFHQG-NEEVIFIEYYCTRYSLEISNIRQPLLISHPEKESDLL 360
aubNL NI1IY‘f33f3“ISN“3II“3 K-GVEITIEDYYNSKYGLEIQDSRQPLLVSEEER 208
piwilkE N-HIYRIEDVDFETNESSTFEMEDGOHI SYQEYYKTKYKINI SSASQEMIVTIRT 264
piwiHS K-¥YTYRIEDVDFDASPSSTFSMETGEVISYRDYYWQRYTIRITOMTQEMIVTRT 291
aubiM N-NTYCISDVDFDSSEDSTFQLETGEKI SYREYYRNKYQISTITHASQFMLYVTRLEFRERER 313
piwiIC N-KTYKIDDVDENSTPAHT FELEDGSETT FEDY FEEKYNVDIEVEDQEMLISRSKE
piwikd N-KIYTIHDVSFETTESSTFETK-NGEISFVEYYQOKYNIRIEDENQEMLL.SEAKKEDLE 38
piwiCQ N-KIYTINDVIFDIIPESTFDTE-AGKT SFVEYYHQEKYNIRIEDPHQEMLL.SEREKRDLE 362
piwilM N-RIYRINDVDEGQIPESTFSCE-GEDISFVEYYLTKYNIRIEDHNQPLLISENEDERLE 354
a * . k& K .* * . :*: :* . * **:*
Rgolb EGHSNNVVLIPELCCLIGVSEEMEYNVOIMEHLEKFTEIRPSAMMNETTAFMNELTTHQD 420
aubNL GERDEPIFLVPELCEMTGITDEMENNONIMEAMA DRTEMDSETRQERIMVFQERFTQTIPE 268
piwilkE AGOGDLVYLVEELCRATGLTDSMRENFHIMER T AVHTCISETSEIDELIQFNSELRQERPK 324
piwiHS AGOGDLVYLVEELCRATGLTDNMREN FHIMER L. SVY THVNPETRIAKLRTFNDELERESK 351
aubiM AGORFIVYLVEELCRATGLIDATRDNFHIMRTLAEYTEVSPARRT DETMVFNRELRGHNES 373
piwiIC VEVEPETVYLVEELCIMTGLTDRQRENFNIMEMLATHTRIGVEGRIKEKIMEFSQELHNKED 463
piwikd AGENEIMATVEELCOMTGLTDOMENDFEMMEAMSDY TRLNPDERTERLETFNRELQTIPE 445
piwiCQ AGESEIMATVEELCOMTGLTDOMESDFEMMEAME DHTRLNPDERTERLETFNERLQTSPE 422

piwiDM THASELVVLIFELCEVIGLNAEME SNEQLMRAMS SYTRMNFEQETDRLEAFNHRELONTFE 414
FETTT % T TR % cx & w



PIWI

ite (bl o]
aukbNL
piwiiE
piwiH3
aubiM
piwiIC
piwilik
piwilQ
piwilM

ite (bl o]
aukbNL
piwiiE
piwiH3
aubiM
piwiIC
piwilik
piwilQ
piwilM

ite (bl o]
aukbNL
piwiiE
piwiH3
aubiM
piwiIC
piwilik
piwilQ
piwilM

Aaolb
aubNL
piwiZE
piwiHS
aubkaM
piwiIC
piwiii
piwil(
piwilM

STRSPQLIMCIVENENAQRY SATKEKCCVDRAVESVVLIEKHLTG————— FNLVSIATEI
SRODLEQITILFFVSNNEADRY SATKRETYVDRAVESVVALKTLEE-———— KGLMSTATEV
SKSAPDLVEFCVVSNNESDRYAA TKKKCCLORFVESVEFLQENLSG————— FNIMIIATENV
SEFTPDLVECVSNNEADRY TATKEKCCVDRFVESQVEFLQENLHA ————— RSVMSIATEV
STSNEELIFCWVSNNEADRY SATKEKCTHDRFVASOVEFLAKNLTN-———— KGIRSIATEV
MMM QP TMILVILENNSTERY SATKEKCY VDRGI FTOMFVARNLT 5————— KEFMSIATEY

HED-PQLIMC T TR DRY TA THEKCCVDRAVE TV ICQET IT PEGENVETLMSVATEY
HED-PQLIMC T THNEADRY TA TKEKCCVDRAT FTOVMVOKT IT PEGENVETLMSVATEY
R3D-PELILCLVENONAERY S5THERGY VDRAVETVVILET TEN-————— RSLMSTATEI

ForroooonLFL onoEE ooEEo FEOoLLIFIL : DrEEE

CINCEMGESFWSIRI FFSEFVMVVGEIDLCQDS SAKTRCFGAMVASLDT ——-AYSKEYYS
AIOMSCKIGESFWSVDIFI-ESTHV I GY IVCHDAKQETES Y GALVASLNA——-5WIRYYS
ATMNCELGEAFWT TENFL-EGLMVIGFDI CHDANTEGEDFLIMVATVDY——-TLIQYFS
ATMNCELGEAFWT TENKL-RGLMI IGFDICHDASTRGEDFLAMVATVD]——-TLIQFYS
AIQLNCELGEAFWSVELFP-INLMVVGEY IVCHDEADK SEDFGAMVASLDR——-5LIRYYS
AT MNCEIGEAFWCVEI FL-SGLMVWVEY IVCRD T VNEEK S FAGTVE5SLDK-—-NISRFYN
VIQMNCKLGEVEREVEI FL-SMMT IGF IV CHD TN D SES Y GAMVAT FDHDNRGT FEFES
VIQMNCKLGEVEFWEVE I FL-NGLMT IGF IV CHDAKDE SES FGAMVAT LDHDNEGT FEFES
ATQLNCELGY T FWMIELFL-SGLMI IGFDIAKSTRDRERAYGALTASMDLOQONST——YFS

TP LT T # ak ke o os

VS PHESGEDLSNDLSAQLVEAVLVYRECN-GFLEQETI I IYRDG I GEGTERYVLNHEVEE
SVTHHQHGEEI FEDLEMNI TEA T TEY QQHNENGLFNELL I YRDEVEEGVHEVFSREVED
SIALFHSNEDLGDQLCASVEEATMAYKERN-FAFFIHLVIYRDEVSEGLEVYENEVOE
SITLYHSEEELAECWVCTIGI TEAVOAYRMNN-FALFIYLI IYRDEVSEGEI FOVYENEVGN
AVALHT TGEELSDEFGESLEEAVLCYRVN-KILESHIVIYRDEVEEGVEYVYKHEVDD
ICCEHEMEEELSDNFAR NV L LCKYKEQN-GHY PERI LI YRDEVGEGDLEFVVEHEVAN
TWEQHRHGEEICHYLELNT IEALNEYRKEY -NELFKRI FFYRDEVEEGQ LAY VYEHEVES
TVEQHTHGEEL SHYLEINTVEALNEYRKEF-GELFERI I FYRDEVEEGQLHY IYEREVES
TVITECSAFDVLANT LWEMIAKRLROYOHEH-RKLESEIVEYRDEVSSESLEQLFEFEVED

*: FoopLpEEEEL % oL FE

IRASIQETYQ-——FPE-LLOMAF I IVTEEVETRI FLNGH ——-HAPPGTVADDVITHELEYD
VVNALQATYG——-EQ-APEMAFI IVTERLNSRI FLGNE-—-NEPAGTVVDLVITCEEEYD
LEFRLEKLYY-——GP-NFELIFI IVTEEINVRELFIMEGENANFRTGT IVDOVITNELEYD
LEEKLEELYY-——GP-NFEMIYI IVSERINTKLFFERGNWINEEVET IVDDVVISEFEYD
TERKLNELYG-———DFSTIKLAFVIVIERINTRELEYNQW -——-NEPEGTVWVDDIVINELEYD
IERKLQEETY———INGEVEMAFVVSERINTRIFTEKD-—-NEPPEGTVVDDVITLEERYD
IWDKLNEIYESAGREQIVMF T FIIVSERINTRFFDREQ——-NPREGTVVDIVVINEFERTD
IVDELNQIYESAGI DOV L LT FFIVNERINTRFFDHRQ-——-NEPEEGTVVDIMVTLEFERTD
ITEKLETEY ARV LSP-POLAY IVVIRSMN TRFFLNGR——-NEFPEGI IVDDVITLEERYD

1 sELL onnonn# FoOREL EELoE R ooo%

592
440
4335
321
545
635
L
5939
586

a439
434
351
377
a0l
891
a3l
658
243

708
3586
al0
636
aa0
750
740
717
702

76l
a039
666
892
714
304
797
774
758

80
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Aaolb FELVSOHVREGTAT P TSYNVIYDT SNLSFDILHELTYKLCHLYYNWSGSVEVEAEVOYLAR 821
aublL FFELIBSVEQETVSEAGYNVIYDKESGLSADHMORITYKLCHLY FNWSGETVE CQYLH 669
piwikE FEIVSQVROETISPTSYNVIFDNTGLEVD IV LH 726
piwiH3 FLLV S VRETVIPISFSIISDNTELIVET IQUV T YELTHLYYNCTNTVE Lo 752
aubAM FEIVSSVRQETV I FCAYNV I ADSTGWERDMOEMT YK LCHMY YNWS G ITVE 774
piwiIC FY IV SCVRETVART SYNVIEDSMELEPEELY LT YKL THMY YNWSGTVE Bad
piwild FYIVSQSVRQETVSETAYNVLYDT SGLEVDHLOMLSYEQCHLYYNWSGEITE VCOQYRH 857
piwil( FY LV SO SVRET VISP TAYNVIYDT SGLEI DHLOMLSYKQCHLYYNWSGT TR WVOQYLH 534
piwilM FY LV S VROET VSR T SYNVLY SSMELSFEEMOELTYEMCHLYYNWSGTTREVERAVCOQYRE 818
*::.* **:**:*.:.::.. .:I:** *:*:*::.**** :**:

Agolb KLALLCGRQYLHCAPNEELNQQLYFL 8446

aublL KLAFLCSONLHGIFNEDLSDLLYFL 694

piwilE KLSFLVGRFLHQPENSQLEKQLFFL 751

piwiH3 ELSYLVGEYLHEPEHTQLENQLFFL 777

aubiM KLAFLVAQFVEEPESAEMQSLLYYL 799

piwiIC KLAFMVIQYIHRPAHHDLDNVLYYL 889

piwiii ELSFLIGQFIHQAPSNLLEEELYFL 882

piwilQ KLSFLVAQFLHQLESNLLEKKLFFL 859

piwilM KLATLWVGEINLHSIE HN1LE“TYYL B43

** . .o
Anexo 7

Alinhamento dos dominios 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: AB027430.1) e hiwi de Homo sapiens
(hiwiHS; GenBank: AAK92281.1). Residuos idénticos sdo indicados por “*”, residuos
conservados por “:” e semi-conservados por “.”. Alinhamento realizado através do
algoritmo CLUSTALW.

PAZ

piwilkd VESAVDEYEGGIMLNLDVSHEVLLOTTVILDHIRTLARANPOD-YENMRATEKSLL.GAVILTRY 395
agolIDM VIAVDEYEGGIMLCCODVSHREILCQETVLEMIVDLYQONVEH-YQESAEEMLVGNIVLIEY 324
hiwiHS IISIL“YENSI’L“ijSH‘JIRSEI?IJ?:?N“YH“IEEH‘ FQECVSEELIGLVVLIEY 226
agolIBM VIAVDEYEGGIMLTLDSTHEVIRTQTVLSLIKEVVQTEGAN-WEREMTDILIGRSVMITY 372
agolM VIAINEYDEGLELCIDEEHRVMRTETVEDIMMEFG——-GEPNFEDITTRELIGLSVEIRY 360
RPagol ITR I“EYEﬁaI’LCCESSHRJIRI“IVIEL’E“IIS??SRI -WEDEFIKILVIGQTVLIEY 837

S T - RO . - S

piwilkd NNETYRIDDILFDONETMI FERNGOE -——— I SYLOYYEQOYNI DITHDLEQPLLINEKERE 451
agolIDM NNRTYEINDICFDONETCOFEIKT G- ——-TSYVEYYEQYHNTNTEKDWVNQELIYSTERESE 380
hiwiHS NNKTYEVDDIDWDONPE ST FEEADGSE———VSFLEYYREQYNQEI TDLEQEVLVIQPEREE 283
agolIBM NEKLFRVDTIDDEMSPRSTFERKTEKGET IQISFIDYYEENYGIEIMDWDQPLLISEDTER 432
agolM NHNETYRIDDIAWDENEPTYEFDEGT DE - ——— I SLINYYKLHWNLEITDNGQELLVHCAENE 416
RPagol NNEMYRVDOVSFDES PEDEFERKDGTE-——MSYIDYYFQHYNT KT SNTSQPLLESEVREGE £94
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PIWI

piwiii
ago3DM
hiwiHS
ago3BM
agolM

EPago3

piwiii
agolIDM
hiwiHS
ago3BM
agolM

EPago3

piwiii
ago3DM
hiwiHS
agoiBM
agolM

EPago3

piwikd
ago3DM
hiwiHS
ago3BM
agolM

RPago3

piwiii
ago3DM
hiwiHS
ago3BM
agolM

EPago3

THIRQET QI VVIICFTSEDDRYAATKRICCSEI FVESOWVINART LSNEAENRATVOEIIL
FNITMNT QM CICHNERDDRY A A TKEICCSEI P TIPSOV INAKT LONDLEIRSVVQETIVL
QEVTADT TV CLLSSNEEDEY DA TKEY LCTDCFT P SQCVWART LG QQTVHMATATET AT
KCIT35VLVVAICSTERDDRY A A TKEVCCADNEVESOVINARTIMNTHEIRSITQREILL
ENI DTV LMV IVFFTHRT DRY SAVERVCCVEMPA P SOV IMSRT I SRGDELESITEKTAL
STLARNLOTVWIVFETCRIDKY SAVEEWCCIDHE I FSQVIQTRT IRKFEKLESVIQEIAL

rrk w L F Kok Kok * v ok kkdk = wadkn L

OMNCELGETLRSIRI FFONVM I AGI DT YHD - FEQE SN SV SAFVASINGDY TRWY SEACT
ML GG LRI VEL FFENVMICGIDSYHD——PSHRGH SVAL FVASTNSSY SOWY SERVY
OMNCEMGEELWEVDI PLELVHMTVEI DCYHD-—-MTAGRRS I AGEFVASINEGMTEWE SRCIE
QLNCELGET LRSI SIPFESAMTVEIDSYHD-—-FSREENRSVCSFVASYNQSMT LWY SEVIE
QINCELGEALWALAT PMDHCHMICGI DV YHAGV G SMEGSVAGE VASLDELLT SWHSEICL
QINCELGEALWIVDI FLEHAMVIGLOT FHD--ASRQGESVEA VS SLNEGLTRWY SEIYS

*:***:** * & . **:. *: *:* :* *: ,,*:* . . *.*:

QSEEEEFINGLCASMEESLERYQERNCOLPEKI I IFRDEVEDERLEMCSEYEI PQLOESC
QIEREEIVNGLSASFEIALKMYRERNGELETNI IIYRDGIGDERLYTCLNYEI FQFEMVC
QORERELVDGLEVCLOAATRAWN SCNEYME SREI IVYREDEVEDERLET LVNYEVEQFLDCL
QEKGQEIVDGLECCLVDALTHYLRSNGQLFDRI I TYRDGVEDERLELLOQYET FOMETCE
REEHQELVDILQICLISATRAYYRENKRYFDRI IVYRDEFVGDERLDTVAKYEVEQLLATE
QAPGIELIEGLEVSILACLOKFEAINGVY FEQILIYRDFVGDERLOAVEKFELFQITTAC

* Frioo R Lo - : * o EppoEEE AR AES piErOE

KLVEFDYNPEITF VWV QERINTEMFEI DENNLENENEGTVLDHT ITRENHFDYFLVEQSV
G- HRIKISYTVWOERINTRIFSGIGIHLENFLEGTVVDQHI TESNMYDEFLVSQLV
K3 IGRGYNPRLTVIVVEREEVN IR FFAQSEER LN EPLEGTVIDVEVIRPEWY DEF IVIQAT
TILGSHY QP T LTV OERINTR I FLESEDGY DN EN PG T VWV DHC I TREEDWY DEL TV QY
KT TEINY QP T LTV IV QERINTELFEIS5TGLENFEFFGT IVDSHITEFALYDFFLVIQNT
BERISENYDEKFLEVIERG-—————————— DEVHELEGIVLDHIITRENYWDEFLVIQSV

k hkdkw ok vk ke ok &

ROGSVIFTHY IVWHNQSNHSFDI LORLSYKLCY LY YNWEGSVEVEACCOYAHEMAYL.IGD
RQGTIVIFTHYVWLRDDCNYGFDI IQKLSYELCFLY YNWAGT VET FACCHMYAHKLAYL.IGD
R3G5VIFTHYNV I Y DN SGLEFDHIQRLT YK LCHI Y YNWEGVIEVEAPCQYAHKLAFLVG]
TOGTVIFTHY VWY DDSGITEDQCORL T Y EMCHLY YNWEGT VEVEAPCOYAHKLSYLVG]
ROGTVSFTHY IVI Y DNEEMEFDH I QR LT YK LCHLY YNWEGT IEVEAPCOYAHKLVSLGGE]
ROGTVSFTHY IVLANT TEMT FDOVORFT YKL THLY YNWCGTVEVEAPCQYAHKLASLVGE

JEHrkekdkdkd &e ow * & Hrwokde wkkkd & seekk k kdkkdk & ko

639
617
520
a7l
6855
1130

747
&875
378
729
7135
lias

207
T35
638
789
775
1243

a7
730
698
3439
835
129a

927
g50
758
9039
95
13546
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Anexo 8

83

Alinhamento dos dominios PAZ e PIWI das Argonautas 1, 2a, 2b e 3 de R. prolixus.

Residuos idénticos sao indicados por “*”, residuos conservados por

por

“.”. Alinhamento realizado através do algoritmo CLUSTALW.

PAZ

Age2a_930aa
Ago2b_g47aa
Agol_B&9%aa

Ago3_1374aa

Ago2a_930aa
Ago2b_£47aa
Agel_g&9%aa

Ago3_1374aa

Ago2a_930aa
Ago2b_g47aa
Agol_g86%aa

Ago3_1374aa

ELWPGEVISIRQHENDILLGIDLANKIMRKDTALHLLNDVS--QRSDSWKDLEVQAIVGET
ELWPGEMISIRQHERDIMLGIDOVINKIIRTOTALDLLIDIS--QGSENREERFAQAIVGA
ELWPGYLTSIRQAETSILMCAEITHXVMRRDTALDLI HDVKSRHR.DL‘DNRH“EVNAIV GT
EVWPGYITAI QEYEDGI‘(I.CC DSSHRVLRIQT‘JLEL‘(EQI IS-VDSRTWKDEFIKLVI G-Q
otﬁ'-'-’ sk ke ok & _Re o * s % e e

TVIT 2 YNNKTYRVDDVDEDSSPLSTFEX-GTERVIYMDYYRNRYSIXIINKSQPLLISR?
SVLTPYNNRIYRVDDVDFGSSPLSFFXQ-GNKRVIFIEYYCTRYSLKISNIRQPLLISHP
IVLTEHANNRTYRIDDVEFDVRENSRFKLRNNEELTYVEYYLKRYDLRIKNLDQPMIVSRA
IVLIRYNNKMYRVDDVSFDES PKDKFEKKDGTHMSY I DYYFQHYNIKI SNTSQPLLKSRV

..... LA :t.::ﬁ.i s W

MW sy dWehAR e, W, e, cesese
KRRDILGGRTNNVVLIPELCCLTGLSDDMRNNFHLMRDLEQHTRLHPTARIDKI INFMKR
KKSDLLEGHSNNVVLIPELCCLIGVSEEMRYNVQLMKHLEKFTKIRPSAMMNKITAFMNR
KPREIRAGMIENIFLVPELCRLTIGLTDDMRSNFQLMRALAEHTRVIPQSRIEXLNKFSQR

RGR—VV G.V..J.}‘.EI." NLVPELCHSSGLTETIRADMRAMKDIAQTTRISPSQROFALNEFINS

R i ¥iiioowor.r o*ropor R ¢ e " e

378
295
386
831

437
354
428
g9l

497
414
426
950

PIWI
Ago2a_930aa KIISKSNPQLIMCIVENNRSDRYSAIKKKCCVDRAVESQVVLAKNLTIT-XNVMSIATKIG €76
Ago2b_£47aa EIMSTRSPQLIMCIVENEKNAQRYSAIXKKCCVDRAVPSQVVLTKHLTG-RNLVSIATKIC 593
Agol_£6%aa EVISHMSPQLIMCIVPNNRSDRYAAIKKKCCVDRAVETQVVLAKNLNS-XGIMSIATKIA 665
Ago3_1374aa STIAR NI.QI“('VI"F’TCRI DKYSAVKKWCCIDHPI PSQVIQTRT I RKPE QRS‘V‘IQ‘IIA 1129

*aen * samsakh Wkehy emehhs s Hes ww
Ago2a_930aa IQVNCKIGGSPWSVVVEFKKPVMVIGFDVCHDSTIXARSFGAMVASLDGSYSKYYSAVSA 736
Ago2b_£47aa IQVNCKMGGSPWSIRIPFSKPVMVVGIDLCQDSSAKTRCFGAMVASLDTAYSKYYSGVSE 653
Agol_g69aa VRINCKIGGT W I VAV PL S - ————mmmm e e 684
Ago3_1374aa LQINCKLGGALWIVDIPLKH-AMVIGLDTFHDASRQGXSVGAVVSSLNKGLIRWYSKIYS 1188
swakhdodde Wes e
Rgo2a_930aa HTSGEELSNDLSINVVKSVVIFRKDNG-FLPPKLILYRDGVGEGTEHYVLNHEVEKIRAS 795
Ago2b_E47aa HKSGEDLSNDLSAQLVKAVLVYRXCNG-FLPQKIIIYRDGIGEGTERYVLNHEVEKIRAS 712
Agol_86%a @ @« ———-————-- VSILKTKARMKYRKYNDNALPSCIVIYRDGVGEGQIPFVYNHEVRLIKDK 734
Ago3_1374aa QAPGIEL IEG;.EVSILACLQ:*:"GING VYPEQILIYRDGVGDGQLDAVEKFELEQIITA 1247
* . soshekehew s ke w
Rgo2a_930aa LQEIYQSEPLOMAFI IVIKRINTRLFLXGNNPPPGIVADDVITNRPIKYDFFLVSQQVRQG €55
Rgo2b_£47aa LQEIYQPELLOMAFITVIKRVETRIFLNGNNAPPGTVADDVITNPLKYDFFLVSQHVREG 772
Agol_869aa LADLYNGKPPKLAFIVVIKRLNTRIFHLNKNPPPGTVADDCITSPDKYDEFLVSQSVRQG 794
Ago3_1374aa CRRIS PNYDPKFLFVIERGDFVN----—--- PLEGTVLDHSITRENYWDFFLVSQSVRQG 1299
H 3 '0- BNy F ThEn Q. * :."'QQQ t‘:'
Rgo2a_230aa TVIPTSYNVIYDTTHLSPDIMOXLSY:MCHLYFNWSCGTVRVEAPVQYRHKLAFLCGQYLH 915
Ago2b_£47aa TATPTSYNVIYDISNLSPDILHXLTYXLCHLYYNWSGSVRVFAPVQYARKLALLCGQYLH 832
Agol 269%aa TVSPTSYNIIDDSSGLDPDIEMORLTYEMTHLYFNWSGTVRVPAQCQYAHKLAFLVGQSLH €54
Ago3_13T74aa TVSETHYIVLHANTTEMT PDQVQRFTYKLTHLYYNWCGIVRVPAPCQYAHKLASLVGESIH 1359
L L N L e s L N L e e S R L L Fhkenhh & ke o

e semi-conservados



