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RESUMO

Quitinases séo enzimas responsaveis pela hidrolise de ligacGes glicosidicas no interior
de cadeias de quitina. Em insetos, elas estdo relacionadas ao remanejamento da quitina
durante o desenvolvimento e ecdise, na digestdo de insetos detritivoros e predadores, € no
controle da espessura da membrana peritréfica intestinal. As quitinases de insetos descritas até
0 momento pertencem a familia 18 das glicosideo hidrolases.

O Rhodnius prolixus é um dos principais vetores da doenca de Chagas, causada pelo
parasita Trypanosoma cruzi. No genoma de R. prolixus sdo encontrados 9 genes de quitinases,
mas o papel dos transcritos correspondentes ainda ndo foi estudado em detalhe.

O objetivo deste trabalho é o estudo detalhado da expressdo dos transcritos de
quitinase de R. prolixus e analise de seu papel fisioldgico através do silenciamento por RNAI.
O conhecimento do papel de quitinases neste inseto pode revelar novos alvos para controle do
vetor, assim como revelar novos aspectos de sua fisiologia e da interacdo entre o inseto e
microrganismos.

Através de analises filogenéticas das sequéncias codificantes de quitinases, foi
constatado que esses genes pertencem a diferentes grupos da familia 18 das glicosideo
hidrolases, ja descritos em outros insetos. Para estudo funcional verificou-se o efeito do
silenciamento da expressao desses genes utilizando RNAI. Foi realizada uma curva de
concentracdo injetando quantidades crescentes de dsSRNA nos insetos (1ug, 3ug, 6pg e 2 X
3ug) a fim de definir qual a menor concentracdo que permitiria obter uma maior porcentagem
de silenciamento para os diferentes genes GH18. Com base nos resultados obtidos o gene
RpCht7 foi escolhido para andlise dos fenétipos, pois apresentou uma alta taxa de
silenciamento. O silenciamento do gene RpCht7 dobrou a mortalidade de insetos em jejum
guando comparado ao controle injetado com dsGFP, mas ndo alterou a ingestdo sanguinea,
diurese, digestdo, porcentagem de muda, defeitos na muda, razdo sexual, tempo médio de
eclosdo e porcentagem de eclosdo dos ovos postos. Entretanto, foi observada uma alteracdo na
oviposicdo, uma vez gque as fémeas silenciadas para esse gene colocam 34% ovos a menos que
os controles. As diferencas na postura de ovos ocorrem de 14 a 20 dias apds a alimentagdo
sanguinea. Dessa forma, fica inferido que o gene RpCht7 tem um papel importante na
reproducéo e pode ser um alvo promissor pra manipulacéo da aptiddo vetorial de R. prolixus.
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ABSTRACT

Chitinase enzymes are responsible for the hydrolysis of glycosidic linkages within
chitin chains. In insects, they belong to glycoside hydrolase family 18 and are related to
relocation of chitin during development and molting, digestion in detritivorous and predators,
and control of thickness of the peritrophic membrane.

Rhodnius prolixus is a main vector of Chagas disease, that is caused by the parasite
Trypanosoma cruzi. There are 9 chitinase genes in the R. prolixus genome, but the role of
their corresponding transcripts has not yet been studied in detail yet.

Our goal is the detailed study of expression of R. prolixus chitinase transcripts, as well
as analysis of their physiological role through silencing by RNAI. Knowledge of chitinase role
in insects may reveal new targets for vector control, as well as reveal new aspects of their
physiology and interaction between insects and microorganisms.

Through phylogenetic analysis of coding sequences, we found that these genes belong
to different subfamilies of GHF18 chitinases already described in other insects. We decided to
check the effect of RNAI silencing to better understand the function of these genes. We
conducted a concentration curve injecting increasing amounts of dsSRNA (1ug, 3ug, 6ug and 2
x 3pg) in order to define which is the lowest concentration that would allow us to get a higher
percentage of silencing. Based on the results, the RpCht7 gene was chosen for phenotype
analysis, since it showed a higher rate of silencing after treatment with dsSRNA. RpCht7 knock
down doubled the mortality in starving fifth instar nymphs when compared to dsGFP injected
controls. However, it does not alter blood intake, diuresis, digestion, molting rate, molting
defects, sexual ratio, percentage of hatching and mean hatching time. Nevertheless, RpCht7
silencing reduces female oviposition in 34%, and differences in oviposition occur within 14 to
20 days after a regurgitating blood meal. These results suggest that RpCht7 is involved in R.
prolixus reproduction and might be a promising target for manipulation of vector fitness.
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1. INTRODUCAO

1.1. Considerac6es Iniciais

Os insetos (classe Insecta do filo Arthropoda) sdo o grupo de organismos mais
diversificado ja estudado pelo homem, correspondendo a cerca de um milhdo de espécies
(RUPERT & BARNES, 1994). Constituem o0 grupo com o0 maior numero de espécies
biologicas descritas, 75% das conhecidas. Provavelmente os insetos sdo a classe de seres
vivos a ocupar o mais diversificado conjunto de nichos ecoldgicos da natureza, estando
significativamente ausente apenas de ecossistemas aquaticos marinhos (RICHARDS &
DAVIES, 1977).

A grande diversidade do grupo resulta na necessidade do estudo detalhado da
fisiologia de cada uma de suas ordens, pois encontramos uma organizacdo anatdmica,
fisiologica e bioquimica bastante diferenciada (TERRA & FERREIRA, 1994). Essa situacdo
difere radicalmente, por exemplo, do conhecimento j& obtido para mamiferos, aonde podem
ser feitas muitas generalizacGes ao longo da classe (HILDEBRAND, 1995). Cada ordem de
insetos, assim, apresenta-se como um modelo de bioguimica e fisiologia a ser estudado
separadamente.

O estudo da fisiologia e bioquimica de insetos possui uma grande relevancia
econdmica e social, pois 10% (aproximadamente 90.000) das espécies conhecidas do grupo
sdo prejudiciais ao homem (PFADT, 1978). Algumas espécies sdo pragas agropecuarias que
através da herbivoria ou transmissdo de doengas causam enormes prejuizos ao pais. Outras
sdo vetores de doencas humanas, como a doenca de Chagas, malaria, febre amarela, dengue,

filariose e leishmaniose, endémicas no Brasil (PETERS, 1988).

1.2. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma doenca parasitaria, sistémica e crbnica causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, com fatores de risco fortemente associados a uma baixa
condicao socioecondmica. A doenga humana foi primeiramente descrita por Carlos Chagas no
municipio de Lassance em Minas Gerais (Chagas 1909). Chagas (1909) ndo s a descobriu,
como também identificou seus processos patogénicos. Ele também identificou o agente

etioldgico, 0 Trypanosoma cruzi, 0s insetos vetores e alguns hospedeiros silvestres. Emanuel



Dias (1934) posteriormente completou a descricdo da enfermidade com a fase do ciclo
bioldgico deste protozoario no inseto vetor.

A doenca de Chagas é considerada uma doenca tropical negligenciada. E endémica em
21 paises das Américas, embora a migracao de pessoas infectadas possa transportar a doencga
para paises nao endémicos da América e do Mundo (PAHO, 2017).

Os parasitas T. cruzi podem ser transmitidos através de transfusdo sanguinea,
transmissédo vertical (mae para filho), transplante de orgéos, acidente laboratorial, transmisséo
oral (comida contaminada ex.: acai e caldo de cana) e também pelas fezes infectadas de
triatomineos vetores, conhecidos como “barbeiros”. As areas de transmissdo vetorial da

doenca de chagas na América Latina podem ser observadas no mapa da figura 1.2.1.
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Figura 1.1 — Areas de transmiss&o vetorial da doenca de chagas na América Latina em 2014.
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40743&lang=en



Com uma incidéncia anual de 28.000 casos na regido das Américas, a doenca de
Chagas afeta cerca de 6 a 8 milhGes de pessoas e causa, em média, cerca de 12.000 mortes por
ano. Néo existe vacina nem cura para doenca de Chagas, apenas tratamento com drogas
antiparasitarias. Embora a mortalidade tenha diminuido significativamente, a doenca pode
causar consequéncias irreversiveis e cronicas sobre o coracdo, sistema digestivo e sistema
nervoso. Estima-se que 65 milhdes de pessoas nas Americas vivem em areas de exposi¢do e
estejam em risco de contrair esta doenga (PAHO, 2017).

Atualmente o controle do vetor € o método de prevencdo mais utilizado na América
Latina. (WHO, 2017). Dados do Ministério da Saude relativos a vigilancia entomologica
(passiva ou ativa) especifica do periodo de 2007 a 2011 (DIAS J. C. P. ET AL, 2016) indicam
0 registro da captura de mais de 770 mil triatomineos nos contextos locais de domicilios e

peridomicilios no pais.

1.2.1. Trypanosoma cruzi

O agente etioldgico da Doenca de Chagas é o parasita T. cruzi. Que se desenvolve de
modo ciclico entre hospedeiros invertebrados (triatomineos) e vertebrados (mamiferos).
Durante seu ciclo de vida, esse protozoario adota diferentes tipos morfoldgicos que variam em
forma fisica, metabolismo e componentes da membrana. Seu ciclo evolutivo é complexo,
constituido por formas reprodutivas: chamadas de epimastigotas no vetor e amastigotas no
mamifero, e formas infectivas: tripomastigotas metaciclicas no vetor e tripomastigotas
sanguineas no mamifero (GARCIA E AZAMBUJA 1991).

1.2.2. Interagéo T. cruzi X inseto

O T. cruzi pode infectar varias espécies de triatomineos hematofagos , a maioria dos
quais sdo encontradas nas Ameéricas. O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no triatomineo se
inicia quando o barbeiro se alimenta de um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo sangue
infectado com tripomastigotas. No intestino médio anterior do inseto, os tripomastigotas
sanguineos diferenciam-se em epimastigotas onde iniciam a sua multiplicagcdo. Epimastigotas,
no intestino médio posterior, sofrem intensa multiplicagdo por divisdo binaria. Quando as
epimastigotas chegam ao intestino posterior, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos
que sédo posteriormente eliminados nas fezes do inseto (GARCIA & AZAMBUJA, 1991). O

ciclo de vida do T. cruzi no tubo digestivo do inseto pode ser observado na figura 1.2.



r
Figural.2.— O ciclo de vida do T. cruzi no inseto. A) Diferenciacdo de
tripomastigotas sanguineas em epimastigotas no intestino médio anterior (estdmago). B)
Epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria no intestino medio posterior. C)
Epimastigotas migram para o intestino posterior e 14 se diferenciam em tripomastigotas

metaciclicas. Retirado de Garcia et al., 2007.

1.3. Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus € um hemiptero hematdfago pertencente a familia Triatominae,
subfamilia Reduviidae. Os membros desta familia apresentam coloracdo castanho-amarelada,
com manchas castanho-escuras em varias regides do corpo e dos apéndices. As fémeas
medem 19.5 a 21.5 mm de comprimento, e por 6 ou 7 mm na parte mais larga do abdome. Os
machos séo 1 ou 2 mm menores que as fémeas (FIOCRUZ, 2011).

Essa espécie é encontrada no México, na América Central e na Colémbia, Venezuela,
Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Brasil e Bolivia. Na Venezuela, aonde chega a constituir
90% da populacao de triatomineos capturados nas casas, sua distribui¢do vai do nivel do mar
a até 2000 metros de altitude (FIOCRUZ, 2011).

Esse inseto coloniza as casas (especialmente com telhados de palha), onde pode
transmitir a tripanossomiase humana, sendo o principal vetor da doenca de Chagas na
Venezuela e nos demais paises da regido setentrional da América do Sul (FIOCRUZ, 2011).
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O Rhodnius prolixus habita também o peridomicilio e os ecOtopos naturais,
representados por tocas e ninhos de tatus, pacas, ouricos e aves, tanto no solo como em
palmeiras. Como 0s ovos desta espécie aderem aos substratos, é possivel que aves possam
contribuir para a disseminacao da espécie a longa distancia (FIOCRUZ, 2011).

Em laboratorio, seu desenvolvimento esta claramente vinculado a temperatura e
umidade constantes em torno de 28° C e 75%. Fatores abidticos podem interferir no
desenvolvimento dessa espécie de triatomineo. Por exemplo, a exposi¢cdo a temperaturas
extremas como 15° ou 35°C bloqueia o desenvolvimento desse inseto (FIOCRUZ, 2011).

Trata-se de um inseto hemimetabolo (metamorfose incompleta), possuindo, sob o
ponto de vista ontogénico, trés fases de desenvolvimento: ovo, ninfa (com cinco estadios) e
adulto (AZAMBUJA & GARCIA, 1981), como podemos observar na figura 1.3. Através de
ecdises, 0 R. prolixus passa por cinco estadios ninfais, chegando ao estadio adulto apds a 52
muda. A muda em R. prolixus ocorre em intervalos regulares ap6s a alimentacdo sanguinea,
que tem carater ndo continuo. Dessa forma, um Unico repasto sanguineo é capaz de
desencadear a muda, agindo como regulador de processos metabolicos e hormonais
(WIGGLESWORTH 1951). Com isso, ha a liberacdo do exoesqueleto seguido pelo
crescimento do inseto, cuja regulacdo se da por dois hormdnios, a ecdisona e o horménio
juvenil (RIDDIFORD 1996 E RIDDIFORD ET AL. 2000).
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Figura 1.3. Diferentes estadios de desenvolvimento de R. prolixus.

6mm

Fonte: http://science-explained.com/blog/project/egg-immunity-in-the-kissing-bug-the-carrier-
of-chagas-disease.

As formas jovens diferenciam-se dos adultos pela auséncia de determinadas estruturas.
Na cabega, 0 rostro ndo atinge o proesterno, os ocelos sdo ausentes e 0s olhos compostos tém
tamanho menor do que o da forma adulta. No torax, o pronoto € desprovido de tubérculos e
carenas, e 0 proesterno nao apresenta sulco estridulatério.

A partir do terceiro estadio ja é possivel visualizar no meso e metatorax as manchas
alares, que passam a denominar-se de teca alar no 4° e 5° estadios. As patas apresentam

segmentacao idéntica ao de um adulto com excecdo dos tarsos que sdo dimeros (FIOCRUZ,



2011). A partir das ninfas de 5° estadio € possivel diferenciar os sexos dos futuros adultos
através do 8° e 9° segmentos ventrais, segundo Corréa e Espinola e Gongalves e
colaboradores, que comecam a se diferenciar em placas genitais apesar de nao ter ainda a
genitélia formada (FIOCRUZ, 2011).

Rhodnius prolixus vem sendo usado como modelo de estudo fisiologico, além de
estudos com abordagens epidemioldgica e parasitologica. Isso se deve a sua tolerancia a
processos cirdrgicos e por seus processos reprodutivos e de desenvolvimento dependerem de
apenas do sinal iniciado pela hematofagia. Além disso, é de facil manutencdo em laboratorio e
tem uma grande importancia na transmissdo da Doenca de Chagas (WIGGLESWORTH 1933
E GARCIA 1975).

14 Quitina

A quitina é um polissacarideo composto por uma cadeia linear de mondémeros de N-
acetil-B-D-glicosamina, ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4. A quitina € um
constituinte importante da parede celular de fungos, da cuticula do exoesqueleto de artrépodes
que € trocado entre as mudas, e da matriz peritrofica, que é uma estrutura que esta presente no
intestino de muitos insetos. Na cuticula de insetos e na matriz peritréfica, as cadeias de quitina
sdo organizadas em estruturas que conferem as matrizes quitinosas suas propriedades unicas
de rigidez, elasticidade e impermeabilizacdo. A quitina esta presente ndo apenas na cuticula e
na membrana peritréfica, mas também nas traquéias e no intestino anterior e posterior de
insetos (ARAKANE E MUTHUKRISHNAN 2010; MERZENDORFER E ZIMOCH 2003).

1.5. Quitinases

Quitinases (E.C 3.2.1.14) sdo enzimas que hidrolisam o polimero quitina. Constituem
parte da familia 18 das glicosideo hidrolases (COUTINHO & HENRISSAT, 1999). As
proteinas dessa familia possuem uma estrutura modular (ARAKANE ET AL., 2003), podendo
ser constituidas de um peptideo sinal (aminoédcidos 1 a 19 da sequéncia da quitinase de
Manduca sexta), um dominio catalitico (residuos 20 a 395), um dominio conector rico em
serinas e treoninas (residuos 396 a 496) e um dominio de ligacdo a quitina rico em cisteinas
(residuos 497 a 554). A presenca de um peptideo sinal indica que essas enzimas sdo
secretadas para o espago extracelular. Esse peptideo, entretanto, ndo é conservado, sendo

caracteristico do taxon considerado.



O dominio catalitico das quitinases de insetos possui uma série de residuos
conservados. Entre eles encontram-se os residuos de aspartato e tirosina envolvidos
diretamente em catalise (VAN AALTEN ET AL., 2001). O dominio conector rico em serinas e
treoninas parece ser importante para o dobramento adequado dessas proteinas durante a
secre¢do e para a estabilidade dessa enzima frente a proteases (ARAKANE ET AL., 2003). O
dominio C-terminal rico em cisteinas é importante para o reconhecimento e atividade sobre
quitina. A retirada desse dominio na quitinase de M. sexta reduz drasticamente a atividade
dessa enzima sobre o substrato natural, mas ndo afeta a atividade sobre oligossacarideos ou
substratos sinéticos como metil-umbelliferil-B-D-quitotriosideo (ARAKANE, 2003).

Em insetos, quitinases da familia GH18 costumam fazer parte de uma familia
multigénica, com varios genes de quitinase presentes no genoma. O mapeamento de genes de
quitinase, a analise filogenética das sequéncias de aminoécidos das proteinas dessa familia e o
estudo de seu papel funcional em diferentes insetos modelo como Anopheles gambiae, Aedes
Aegypti, Acyrtosiphon pisum, Drosophila melanogaster, Pediculus humanus e Tribolium
castaneum permitiram classificar essas proteinas em 8 grupos homologos funcionais (ZHANG
ET AL., 2011; NAKABACHI ET AL., 2010).

Quitinases pertencentes ao grupo | provavelmente sdo enzimas envolvidas na muda.
Elas foram obtidas a partir de fluidos de muda e/ou do integumento e, além disso, todos os
genes desse grupo de quitinases sdo altamente expressos na epiderme. Seus transcritos
aparecem antes da ecdise e desaparecem apds o término da mesma, sugerindo seu papel na
degradacdo da cuticula e da MP (ZHU ET AL. 2008). Estruturalmente, quitinases do grupo |
contém um peptideo sinal, um dominio catalitico, uma regido linker rica em serina e treonina
e um CBD contendo 6 cisteinas (ARAKANE E MUTHUKRISHNAN 2010).

As quitinases do grupo 1l sdo proteinas contendo alto peso molecular e possuem 4 ou 5
dominios cataliticos e 4 a 7 dominios de ligacdo a quitina (CBDs) (ARAKANE E
MUTHUKRISHNAN 2010). Segundo Zhu e colaboradores (2008), a duplicacdo e rearranjo
dos dominios durante a evolucdo desse grupo foi responsavel pela formacdo de uma proteina
grande com atividade quitinolitica e ligacdo a quitina no ancestral comum das ordens
Lepidoptera e Coleoptera. O possivel papel dessas quitinases dentro da fisiologia dos insetos é
a quebra de microfibrilas de quitina cristalina gerando cadeias simples e desagregadas,
facilitando o acesso de outras quitinases (ZHU ET AL. 2008).

Quitinases do grupo Il possuem dois dominios cataliticos e um CBD (ARAKANE E
MUTHUKRISHNAN 2010). Algumas quitinases pertencentes a esse grupo possuem predicéo



de peptideo sinal na regido N-terminal, entretanto algumas quitinases possuem predicdo de
ancoragem a membrana, como por exemplo, a CHT7 de T. castaneum (ZHU ET AL. 2008).

O grupo IV das quitinases de insetos € o maior e mais divergente. Estruturalmente,
essas quitinases possuem peptideo sinal, um Gnico dominio catalitico e a maioria, porém nao
todas, ndao possuem CBD (ARAKANE E MUTHUKRISHNAN 2010), sendo comumente
expressas no intestino ou corpo gorduroso dos insetos (ZHU ET AL. 2008). Como exemplo,
pode-se citar TmChi, encontrada no intestino médio de larvas de T. molitor. TmChi possui
peso molecular de 44 kDa, similaridade de 46% com CHT16 de T. castaneum, a qual esta
classificada como quitinase do grupo IV (GENTA ET AL. 2006), assim como o transcrito
OnCht encontrado no intestino de larvas de Ostrinia nubilalis o qual através de anlises
filogenéticas foi classificado como pertencente ao grupo 1V das quitinases (KHAJURIA ET
AL. 2010).

O grupo V das quitinases é na verdade composto por proteinas similares a quitinases,
chamadas de fatores de desenvolvimento de disco imaginal (IDGFs), as quais s&o
caracterizadas pela auséncia de atividade quitinolitica. A perda da atividade enzimatica esta
vinculada a substitui¢do do residuo catalitico. Além disso, residuos de acido aspartico (D) da
sequéncia conservada FDGXDLDWEYP também sdo importantes para a atividade das
quitinases e em IDGFs esse residuo é substituido por alanina ou glicina (ARAKANE E
MUTHUKRISHNAN, 2010).

Quitinases do grupo VI sdo maiores que as do grupo | mas ambas sdo estruturalmente
similares, possuindo peptideo sinal, um dominio catalitico e um CBD. Em A. gambiae, CHT6
foi caracterizada como pertencente ao grupo VI e seu transcrito é expresso exclusivamente na
carcaca de larvas desse diptero (ZHANG ET AL. 2011).

Quitinases do grupo VII sdo estruturalmente similares as do grupo IV entretanto, na
analise filogenética o grupo VII forma um clado anexo que fica proximo ao grupo Il (ZHANG
ET AL. 2011; ARAKANE E MUTHUKRISHNAN 2010).

O ultimo grupo de quitinases é o VIII, o qual possui um dominio catalitico e nenhum
CBD. Além disso ha um dominio transmembranar indicando que a mesma é ancorada a
membrana (ARAKANE E MUTHUKRISHNAN 2010).

Diversas funcfes tém sido propostas para as quitinases de insetos. Grande parte delas
estd claramente envolvida no processo da muda, participando na digestdo do exoesqueleto a
ser substituido. Nesses casos, a quitinase é secretada para o espago entre a cuticula velha e a
cuticula nova. Outra funcdo seria a de regular o processo de sintese e degradacdo da

membrana peritrofica. Além disso, algumas quitinases de insetos estéo relacionadas a digestao



de fungos (em insetos detritivoros) ou da cuticula de outros artrépodes (no caso de insetos
predadores) (KRAMER E KOGA, 1986).

1.6. RNA de interferéncia

O RNA de interferéncia (RNAI) € um processo pos-transcricional desencadeado pela
presenca na célula de um RNA de cadeia dupla (dsSRNA - double stranded RNA) que inibe a
expressao génica na fase da traducdo e/ou dificulta a transcricdo de genes especificos. O
knockdow de um gene alvo ocorre em resposta a introducao de um dsRNA homoélogo ao RNA
mensageiro (MRNA) (PETERSEN ET AL., 2005).

A técnica de RNAI foi parcialmente elucidada em estudos com organismos como o
nematoide Caenorhabditis elegans e a mosca D. melanogaster (ROIGNANT ET AL., 2003,
BISCHOFF ET AL., 2006; MILLER ET AL., 2008). Os dsRNAs envolvidos no mecanismo
de RNAIi podem ser classificados em pelo menos trés categorias: miRNAs (microRNAS),
siRNAs (small interfering RNAs) e shRNAs (small hairpin RNAs) (MEISTER E TUSCHL,
2004).

Os siRNAs, miRNAs e shRNAs sdo produtos da clivagem de longas moléculas de
dsRNA pela acdo da nuclease Dicer. A Dicer ¢ uma RNase Ill, sendo responsavel pelo
tamanho do dsRNA gerado e esta envolvida na incorporacdo de uma das fitas do miRNA ao
complexo ribonucleoprotéico denominado RISC (RNA-Induced Silencing Complex) do qual
faz parte juntamente com a proteina Argonauta (Ago2) e outras proteinas. (RICARTE E
KIMURA, 2006).

O complexo RISC permite o pareamento entre a fita do miRNA incorporada e a regido
homologa do mRNA-alvo por complementaridade de bases. Quando a complementaridade é
total, ocorre a degradacdo do mRNA e, quando parcial, ocorre a repressdo da traducdo e
posterior degradacdo do mRNA (Figura 1.4). (RIVAS ET AL., 2005)

As proteinas argonautas presentes no complexo RISC se ligam aos sSiRNA e miRNA, e
apresentam atividade de endonuclease contra a fita de mMRNA complementar ao siRNA ou
miRNA. As proteinas argonautas sdo também responsaveis pela selecdo da fita do siRNA, que
sera incorporada ao RISC. (RAND ET AL., 2005) (HOCK E MEISTER, 2008).

Em resumo, os SiRNA e miRNA atuam por meio de pareamento a sequéncias
complementares a0 RNA mensageiro alvo, causando sua degradacdo e, portanto,
silenciamento especifico do gene. Esse processo pode ser desencadeado pela intrugdo de

cadeias longas de dsRNA que, ao serem clivados pela Dicer, geram fragmentos do siRNA. O


https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nuclease
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dicer

silenciamento do gene-alvo possibilita a obtencdo de informacg6es sobre a funcéo exercida na

célula pela proteina que esse gene codifica. (MORRIS ET AL, 2004).
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Figura 1.4. Esquema das vias que levam a interferéncia por microRNAs e siRNAs.

Fonte: Franca et al. 2010.

A técnica de RNAIi emergiu como uma ferramenta atraente e Gtil para estudar a funcao
do gene. A tecnologia ja tem sido amplamente utilizada em estudos genéticos em varias areas
da biologia. Entre os insetos, tem sido aplicada a Drosophila melanogaster (BELLES, 2010),
um dos principais organismos modelo para estudos genéticos, ao coledptera Tribolium sp.
(TOMOYASU ET AL., 2008) e Tribolium castaneum (TOMOYASU & DENELL, 2004,
ARAKANE ET AL., 2008, KONOPOVA & JINDRA, 2008; MINAKUCHI ET AL., 2009), a
lepidopteras (TERENIUS ET AL., 2011), triatomineos (ARAUJO ET AL., 2006) dentre

outros.
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O sucesso da técnica de RNAI é devido a sua simplicidade, facilidade e velocidade
com que pode ser aplicada in vivo, utilizando organismos completos, ou in vitro, por estudos
em cultura de células ou tecidos (FJOSE ET AL., 2001).

1.7. Justificativa

Nosso grupo descreveu anteriormente algumas propriedades cinéticas das quitinases de
R. prolixus e sua purificagdo parcial. Pudemos demonstrar atividades de quitinase em
diferentes tecidos de ninfas de quinto estadio (FARIA, 2013), assim como mapear e
caracterizar os genes de quitinase no genoma desse inseto. Os dados obtidos permitiram uma
classificacdo funcional preliminar para as quitinases de R. prolixus, mas estudos mais
detalhados da expressao e de inibicdo por RNAI, propostos nesse projeto, sdo necessarios para
obter um entendimento mais completo do papel dessas enzimas. A obtencdo de novos dados
sobre o papel dessas enzimas pode resultar na descoberta de novos alvos de inibicdo e
controle do vetor, assim como novos aspectos da fisiologia bésica de insetos e de sua

interacdo com microorganismos.



2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a fungdo de transcritos de quitinases da familia GH18 no desenvolvimento e
fisiologia de Rhodnius prolixus, utilizando ferramentas de bioinformatica e gendmica

funcional.

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Andlise e classificacdo das sequencias de GH18 de R. prolixus utilizando
ferramentas computacionais;
2.1.2. Andlise semi-quantitativa da expressdo dos genes GH18 em R. prolixus;

2.1.3. Silenciamento de transcritos GH18 por RNAI e andlise fenotipica



3. METODOLOGIA

3.1. Bioinformatica

As sequéncias das quitinases de R. prolixus foram obtidas através da utilizacdo do
software FAT (SEABRA-JUNIOR ET AL., 2011) ou através das ferramentas ClustalW e
HMMER usando o codigo PFAM 00704 da familia GH18 contra o genoma de Rhodnius
depositado no Vector Base (http://www.vectorbase.org). As sequéncias foram obtidas em
colaboracdo com o Dr. Rafael Dias Mesquita da Universidade Federal do Rio de Janeiro e
curadas com o auxilio do Prof. Bruno Gomes de Liverpool School of Tropical Medicine.

Para o alinhamento de sequéncias de aminoacidos, as sequéncias de nucleotideos de
interesse foram traduzidas com a ferramenta Expasy Translate
(http://web.expasy.org/translate/). As sequéncias obtidas foram utilizadas para pesquisa por
similaridade usando o BLASTp do NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), e entdo
alinhadas com as cinco sequencias de maior similaridade utilizando a ferramenta ClustalW
Multiple Alignment versdo 1.4 encontrada no BioEdit Sequence Alignment Editor verséo
7.0.9.0 (HALL 1999). Outras informac@es a respeito das sequéncias como massa molecular,
ponto isoelétrico, peptideo sinal, N-glicosilagdes, O-glicosilacdes, ancora de GPI e dominio
transmembrana foram obtidas através do Expasy (https://www.expasy.org/proteomics). A
arvore filogenética foi construida com base nas sequéncias de aminoacidos dos dominios
cataliticos GH18, utilizando o programa FIGTREE (RAMBAUT, 2009) ap6s alinhamento
com Clustal Omega (SIEVERS ET AL., 2011) dos homélogos modelos (do qual se sabe o
grupo de quitinase ao qual pertence). O pacote PHYLIP (FELSENSTEIN, 2008) PROTDIST
e NEIGHBOR foram utilizados para calculos de filogenia. A analise Bootstrap usou um
conjunto de dados de 1000 repeti¢cdes criado com SEQBOOT e analisados como acima, antes
do calculo de suporte usando CONSENSE. Todos os programas foram usados com

parametros padrdo. A arvore foi editada com o GIMP.

3.2 Criacao e manutencao de insetos

Foram utilizados triatomineos da espécie Rhodnius prolixus, provenientes da colénia
do Laboratorio de Biogquimica e Fisiologia de Insetos - LABFISI (Instituto Oswaldo Cruz, RJ).
Os triatomineos foram mantidos a temperatura de 27-28°C e umidade entre 65-75%. A
alimentacdo dos mesmos foi feita por meio de sangue de coelho desfibrinado em alimentador
artificial (GARCIA E AZAMBUJA, 1997). Para a analise quantitativa da expressao de genes


http://www.vectorbase.org/

GH18 ao longo do desenvolvimento, foram utilizados ovos, ninfas de primeiro a quinto
estadio, adultos machos e fémeas. Para os experimentos de anélise tecidual da expressdo e

silenciamento, foram utilizadas ninfas de quinto estadio.

3.3. Analise qualitativa da expressao génica

3.3.1. Coleta de Material para analise ao longo do desenvolvimento

Os experimentos foram realizados com pools de 5 insetos para ovo e primeiro estadio,
pools de 3 insetos para segundo, terceiro e quarto estadio e pools de 2 insetos para quinto
estadio, adultos machos e fémeas. As coletas foram realizadas com 0, 2, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19,
21 e 23 dias apds a alimentacdo. Ao final de cada dia o pool de insetos era acondicionado em
microtubos de polipropileno, congelados em nitrogénio liquido e estocados no freezer -80°C.
Ao final da coleta, insetos do mesmo estadio foram reunidos em um Gnico pool para extracdo
do RNA total.

3.3.2. Disseccdo das ninfas de quinto estadio de R. prolixus

Ninfas de 5° estaddio de R. prolixus foram anestesiadas no gelo e posteriormente
dissecadas em solucgdo salina 0,9 % (p/v) para retirada da glandula salivar, intestino médio
anterior, intestino médio posterior, intestino posterior, hemolinfa, corpo gorduroso e carcaca.
Os tecidos foram estocados em microtubos de polipropileno (pools de 3) contendo 200 pL de
Trizol. As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas no

freezer -80°C até a extracdo do RNA total.

3.3.3. Extracgédo de RNA total a partir de R. prolixus com Trizol

Para a extracdo do RNA total, as amostras de insetos inteiros foram reunidas no
almofariz com 5 mL de Trizol e homogeneizadas com o pistilo na presenca de nitrogénio
liquido. As amostras de tecidos foram reunidas em um aparelho de Potter-Ehveljem e
homogeneizadas em um volume total de 1,5 mL de Trizol.

O homogeneizado entdo permaneceu durante 5 minutos em temperatura ambiente e
200 uL de cloroférmio foram adicionados a amostra. A mesma foi submetida a agitacéo
constante durante 15 segundos, permanecendo em temperatura ambiente durante 15 minutos.

Apdbs esse tempo, a amostra foi centrifugada a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. O



sobrenadante foi novamente transferido para microtubo de polipropileno limpo e 500 pL de
isopropanol foram adicionados & amostra. A mesma foi incubada a temperatura ambiente
durante 10 minutos, sendo posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de Etanol 75% (v/v). Em
seguida a essa etapa, a amostra foi centrifugada a 7.500 g durante 5 minutos a 4°C. Tal
procedimento foi repetido mais uma vez e, apos a centrifugagao, o microtubo de polipropileno
contendo o precipitado foi invertido na capela de fluxo laminar durante 3 minutos para retirar
todo o alcool e secar a amostra. O precipitado foi entdo ressuspenso em 100 pL de agua livre
de nucleases.

O préximo passo foi o tratamente com DNase, utilizando o kit Turbo DNA-free™
(Ambion, AM1907). Uma aliquota de 10 pL de amostra de RNA total foi acondicionada em
microtubo de polipropileno recebendo a adicdo de 1 pL de tamp&o DNase 10x e 0,5 pL da
solucdo contendo enzima DNAse. Em seguida, as reacdes foram incubadas durante 30
minutos a 37°C, interrompidas pela adicdo de 3 pL da solugdo inativadora de DNAse e
incubadas novamente por 2 mim a temperatura ambiente. Seguiu-se a centrifugacédo a 21.000
g por 1 min, e 11 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo de
polipropileno.

Apos a extragdo de acido ribonucléico, a concentracdo de RNA total foi quantificada

utilizando o equipamento Nanodrop® e as amostras foram estocadas a temperatura de -80°C.

3.3.4. Preparacdo de cDNA

O RNA total obtido no item 3.3.3 foi submetido a transcricdo reversa com o Kit
Superscript 111 First-Strand (Invitrogen, Cat. no. 18080-051) seguindo as recomendacdes do

fabricante. As amostras estocadas a -20°C (Sambrook e Russell, 2001).

3.3.5. Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR, Polimerase Chain Reaction)

As amostras de cDNA obtidas no item 3.3.4 foram utilizadas em reacOes de
amplificagdo por uso de um termociclador (Veriti®, Applied Biosystems), utilizando os
iniciadores oligonucleotidicos (primers) da tabela abaixo, que foram desenhados para
anelamento em regides de cada sequéncia que ndo fossem conservadas na familia GH18. Isso
foi feito no site da IDT (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) usando o0s

parametros padrdo, selecionando apenas o tamanho 6timo do amplicon.



Tabela 3.1. Sequéncia de iniciadores olinucleotidicos utilizados para RT-PCR semi
quantitativo de transcritos que codificam para a familia GH18 em R. prolixus e para o gene

constitutivo utilizado, Actina. Forward: Iniciador senso. Reverse: Iniciador anti-senso. pb:

pares de bases.

Actina CCAGGTATTGCTGACAGGATGCAA ATGCCGGTCCAGATTTCGTCGTAT 200
RpChtl TCAGCCCAAGAATCGTGTG CGCGGGTTGTAAAACTGATC 300
RpCht2 AAGGACAAGTGAACTGATGGG GAGGCATTATGATTTGGTCGATTG 400
RpCht3 TGCTAACGATATGTCTGCCATC GCGCTAATTTCTTGTTGTAGAGG 200
RpCht4 AAGAACAAGACTGAACGAGGAC TGTAAAGCTGTGTCCGAACG 300
RpCht5 AAACGTTCACCCGCAGCGTAATGA ATGGTGTGGGTTTGGTACCTCGTT 700
RpCht6 AGCGACCGCATGACCAATATGCTT TTGGCGTTGTAGTCACAGTTGGCA 600
RpCht7  AACGCAGGGAGGCCTTTAAGGATGTT TAAAGAGGCGCGTTTGGTCCAGTT 600
RpCht8 ACACAAAGACCAGTTTGTGGCGCT TGCCAAGATTCAGTTTCTGGCCGT 500
RpCht9 AGCTGAAAGCGGCTTCATGGCATA TGCGTGTGTTGCGAACATCCTTCT 500

Cada reacdo continha: 1 pL de cDNA 50 ng, 4 puL de tampédo 10X Taq, 3,2 pL de
MgCl, 25mM, 0,4 uL de dNTP 10mM, 1 pL de cada primer a 10mM, 0,1 uL de GoTag DNA
polymerase (Promega, USA) e 4gua para um volume final de 20 pL.

As amplificagbes foram realizadas a 94°C por 2 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 55°C para os primers RpChtl, 2, 3, 4, 5,
6, 8 € 9, e a 60°C para 0 RpCht7 por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 min com uma
extensdo final a 72°C por 5 min. Os amplicons foram armazenados a -20°C até a analise por
eletroforese em gel de agarose 1,5 % (p/v), corado com brometo de etidio (Sigma, Cat. no.
1239-45-8). A imagem do gel foi analisada no programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/)
onde a intensidade de cada banda, assim como do backgorund e da banda do gene constitutivo
foram quantificadas. O produto da amplificagéo foi recortado do gel e purificado com o kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), seguindo as recomendacGes do

fabricante, e enviadas para a plataforma de sequenciamento de DNA do IOC/FIOCRUZ.



3.4, Sintese de dsRNA

3.4.1. Extragédo de RNA total a partir de R. prolixus com RNAzol

Para a extragdo do RNA total, as amostras foram reunidas no almofariz com 500 pL de
RNAzol (MRC, Cat. no. RN 190) e homogeneizadas com o pistilo na presenca de nitrogénio
liquido.

O homogeneizado entdo foi transferido para microtubo de polipropileno limpo e 400
pL de &gua livre de nucleases foram adicionados. A mistura foi incubada durante 15 minutos
em temperatura ambiente sendo posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 15 minutos.

Apbs a centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi transferido para microtubo de
polipropileno limpo e 5 pL de 4-bromoanisol foram adicionados a amostra, que permaneceu
em temperatura ambiente durante 3 minutos. Apds esse tempo, a amostra foi centrifugada a
12.000 g durante 10 minutos.

O sobrenadante foi novamente transferido para microtubo de polipropileno limpo e
500 pL de isopropanol foram adicionados a amostra. A mesma foi incubada a temperatura
ambiente durante 15 minutos, sendo posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 10
minutos.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 400 pL de Etanol 75%
(v/v). Em seguida a essa etapa, a amostra foi centrifugada a 4.000 g durante 3 minutos. Tal
procedimento foi repetido mais uma vez.

Apdbs a centrifugacdo, o microtubo de polipropileno contendo o precipitado foi
invertido na capela de fluxo laminar durante 15 minutos para retirar todo o alcool e secar a
amostra. O precipitado foi entdo ressuspendido em 40 uL de agua livre de nucleases. Apds a

extracdo, a concentracdo de acidos nucléicos foi medida com o equipamento Nanodrop®

3.4.2. Preparacdo de cDNA

O RNA total obtido no item 3.3.1 foi submetido a transcricdo reversa com o Kit
Superscript Il First-Strand (Invitrogen, Cat.no. 18080-051) seguindo as recomendagfes do

fabricante. As amostras foram estocadas a -20°C (Sambrook e Russell, 2001).



34.3. PCR

As amostras de cDNA obtidas no item 3.4.2 foram submetidas a amplificagcdo por uso
de um termociclador (Veriti®, Applied Biosystems), utilizando os iniciadores da tabela 3.2
com os iniciadores especificos conjugados com 23 bases do promotor da T7 RNA polimerase
na tabela 3.3, de maneira a obter 2 rea¢des de PCR independentes, com um unico promotor T7
de acordo com o esquema representado na figura 3.1. Os primers foram desenhados para
regides da sequéncia que ndo fossem conservadas na familia GH18. Isso foi feito no site da
IDT (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) usando o0s parametros padréo,

selecionando apenas o tamanho 6timo do amplicon em 200 pares de bases.

Tabela 3.2. Sequéncia de iniciadores olinucleotidicos utilizados para producdo de

dsRNA de transcritos que codificam para a familia GH18 em R. prolixus. Forward: Iniciador

senso. Reverse: Iniciador anti-senso. pb: pares de bases.

RpChtl GAAGGAAAGTAGTTTTGGGAATGCC CTTCATCTTTAACTACTGTCCATCCT 195
RpCht2 CAAACAAACTTGTGTTGGGCATACC TGTTCTTTGGATGTACTACAGTCCAG 195
RpCht3  GTGATAAATTAAATCTTGGTATTCCAAC TTTCATTTACATGTACTACAGTCCAGT 201
RpCht4 ATACCAACGTTCGGACACAGCTTTA CGTCATCCCACATTTCTTTCCAACC 181
RpCht5 GTGCCCATGTATGGACGTACCTTC CTAATATGGAAATCTATACAAATGGTGT 198
RpCht6 CTGACAAGCTGGTTGTTGGAGTTC CATCATCCCACTTTTGTACCCATTG 213
RpCht7 GGACTAAAATCAATGTTGGCATCCC CTTCATCAAATACATGGGTAGTACTTG 186
RpCht8 GCCAGAAACTGAATCTTGGCATTGC TACCAGCTGGTGCGCTAGGGTTG 201
RpCht9 AAGAGAAACTTATGATTGGTATGCCAA CATTATCCCAAACCAAAGTAGTGTTAT 195



Tabela 3.3. Sequéncia de iniciadores olinucleotidicos com a sequéncia T7 utilizados

para producdo de dsRNA de transcritos que codificam para a familia GH18 em R. prolixus. F:

(Forward) Iniciador senso. R: (Reverse) Iniciador anti-senso.

dsRpCht1l
dsRpCht1l
dsRpCht2
dsRpCht2
dsRpCht3
dsRpCht3
dsRpCht4
dsRpCht4
dsRpCht5
dsRpCht5
dsRpCht6
dsRpCht6
dsRpCht7
dsRpCht7
dsRpCht8
dsRpCht8
dsRpCht9
dsRpCht9

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGAAGGAAAGTAGTTTTGGGAATGCC
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTCATCTTTAACTACTGTCCATCCT
TAATACGACTCACTATAGGGAGACAAACAAACTTGTGTTGGGCATACC
TAATACGACTCACTATAGGGAGATGTTCTTTGGATGTACTACAGTCCAG
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGATAAATTAAATCTTGGTATTCCAAC
TAATACGACTCACTATAGGGAGATTTCATTTACATGTACTACAGTCCAGT
TAATACGACTCACTATAGGGAGAATACCAACGTTCGGACACAGCTTTA
TAATACGACTCACTATAGGGAGACGTCATCCCACATTTCTTTCCAACC
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGCCCATGTATGGACGTACCTTC
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTAATATGGAAATCTATACAAATGGTGT
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTGACAAGCTGGTTGTTGGAGTTC
TAATACGACTCACTATAGGGAGACATCATCCCACTTTTGTACCCATTG
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGACTAAAATCAATGTTGGCATCCC
TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTCATCAAATACATGGGTAGTACTTG
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCCAGAAACTGAATCTTGGCATTGC
TAATACGACTCACTATAGGGAGATACCAGCTGGTGCGCTAGGGTTG
TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGAGAAACTTATGATTGGTATGCCAA
TAATACGACTCACTATAGGGAGACATTATCCCAAACCAAAGTAGTGTTAT
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Figura 3.1. Esquema representativo da PCR utilizada para producdo de dsRNA. 4 primers,

sendo 2 deles com a sequéncia T7 e dois deles sem sequéncia T7 geram 2 produtos de PCR

independentes, cada um contendo um Gnico promotor T7.

Cada reacdo continha: 1 pL de cDNA 50 ng, 4 pL de tampdo 10X Taq, 3,2 uL de
MgCl;25mM, 0,4 pL de dNTP 10mM, 1 uL de cada primer a 10 mM, 0,1 uL de GoTag DNA
polimerase (Promega, USA) e dgua para um volume final de 20 pL.

As amplificacdes foram realizadas com uma incubagéo a 94°C por 2 min, seguida de
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 60°C para os primers

RpChtl, 2, 3, 4, 6, 7, 8 e 9, por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 min com uma extensao
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final a 72°C por 5 min. Nao foi possivel amplificar o gene RpCht5 devido a um problema com

0 par de primers que continham a sequéncia T7. Os amplicons foram armazenados a -20°C.

3.4.4. Purificagdo do produto de PCR

Ao produto de PCR obtido no item 3.4.3 adicionamos 200uL de tampédo NTI. A
mistura foi entdo colocada na coluna do kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel) com tubo coletor de 2 mL abaixo, e submetida a centrifugacdo a 11.000 g durante 30
segundos. A solucdo do tubo coletor foi descartada e a coluna recolocada no tubo. Para
lavagem da coluna adicionamos 700uL de tampao NT3 e centrifugamos a 11.000 g durante 30
segundos. O procedimento de lavagem foi repetido mais uma vez. Ao término da segunda
centrifugacdo a solucdo do tubo coletor foi novamente descartada e a coluna recolocada no
tubo para mais uma centrifugacdo a 11.000 g por 1 minuto para retirada dos residuos do
tampdo NT3 da coluna. Para eluicdo do DNA, a coluna foi transferida para um microtubo de
polipropileno limpo e 10 pL de &gua livre de nucleases foram adicionados a coluna. A mesma
foi incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos, sendo posteriormente centrifugada a
11.000 g durante 1 minuto. O procedimento de eluigdo do DNA foi realizado duas vezes

separadamente. As amostras foram armazenadas a -20°C.

3.4.5. Preparacdo do dsRNA

Os produtos de PCR purificados no item 3.4.4 foram utilizados como moldes para a
sintese de dsSRNA utilizando o sistema T7 RNAI RiboMAX express (Promega, EUA). A 1 pg
de DNA adicionamos 10 pL do tampdo 2x RiboMAX T7 e 2 pL da enzima T7 express
completando com agua livre de nucleases para um volume final de 20 puL. A mistura foi
incubada a 37°C durante 60 minutos. O procedimento foi realizado com os dois produtos de
PCR separadamente. Apds essa etapa as duas reacGes foram misturadas e incubadas a 70°C
por 10 minutos seguido de uma incubagdo a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Posteriormente as incubacgdes foram adicionados 2 pL de solucdo (1 pL RNAse do kit + 199
uL de agua livre de nucleasse) juntamente com 2 pL de DNAse do kit. A mistura foi incubada
a 37°C durante 30 minutos seguido de adicdo de 4,4 pL de tampédo 3M acetato de sddio, pH
5.2 e 44 pL de isopropanol para nova incubagdo em gelo durante 5 minutos e centrifugagéo a
velocidade méxima por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 500 pL de Etanol 70% (v/v) gelado. O microtubo de polipropileno contendo o

precipitado foi invertido na capela de fluxo laminar durante 15 minutos para retirar todo o



alcool e secagem da amostra. O precipitado foi entéo ressuspendido em 80 pL de agua livre de

nucleases. A concentragdo de dsRNA foi medida com o equipamento Nanodrop®.

3.5. Injecdo de dsRNA

A injecdo foi realizada através de um microinjetor (Nanoinjector, Drummond, EUA)
na hemolinfa toréxica (PAIM ET AL., 2013) com um capilar de aproximadamente 0,05mm
evitando grandes danos a cuticula do inseto, diminuindo assim a mortalidade. Foram injetados
0s dsRNAs obtidos no item 3.4 e os controles de dsRNA exdgeno (dsGFP, Green Fluorescent
Protein). Injetamos a priori diferentes quantidades de dsRNA (1pg, 3ug, 6ug e 2 X 3l), e com
base nos resultados decidimos utilizar a quantidade de 1pg nos demais experimentos. A

injecdo foi feita em ninfas de quinto estadio uma semana apos a ecdise.

3.6. Analise de fenétipos

Para observacdo dos fenotipos, sincronizamos 0s insetos separando um grupo de 200
ninfas de 4° estadio de R. prolixus bem alimentadas e acompanhando a ecdise, utilizando para
as injecdes de dsSRNA apenas ninfas de quinto estadio que mudaram dentro de 7 dias. Apoés a
inoculacdo com dsRNA de R. prolixus ou dsGFP, foram acompanhados diferentes parametros
de desenvolvimento dos insetos, como mortalidade, ecdise, defeitos na ecdise, razdo sexual,

oviposicdo, eclosdo dos ovos, alimentacdo sanguinea, diurese e digestao.

3.6.1. Mortalidade

Para observacdo da mortalidade trés grupos com vinte ninfas de quinto estadio foram
utilizadas, totalizando 60 insetos por grupo e 120 insetos por experimento. Estes insetos foram
acompanhados a cada dois dias, por aproximadamente 15 dias, até o repasto sanguineo das

ninfas de quinto estadio.

3.6.2. Ingestdo sanguinea e diurese

Os grupos de insetos do item 3.6.1 foram pesados individualmente ainda em jejum e
alimentados com sangue desfibrinado de coelho em alimentador artificial (GARCIA E

AZAMBUJA, 1997), mantendo se 0s grupos originais. Imediatamente ap0s o repasto



sanguineo os triatomineos foram novamente pesados individualmente. O procedimento de

pesagem individual se repetiu com 24 horas, 48 horas e 7 dias ap0s alimentagdo sanguinea.

3.6.3. Ecdise

Ao final da ecdise das ninfas do item 3.6.2, de quinto estddio para adulto,
contabilizamos quantos insetos ndo conseguiram fazer a ecdise e por isSo permaneceram no
quinto estadio, quantos ficaram presos na exuvia, quantos morreram durante a ecdise e o total

de adultos machos e fémeas de cada grupo.

3.6.4. Ingestao dos adultos

Os adultos de R. prolixus obtidos no item 3.6.3 foram pesados individualmente em
jejum de duas semana apos o inicio da muda e alimentados com sangue desfibrinado de
coelho em alimentador artificial (GARCIA E AZAMBUJA, 1997). Imediatamente ap6s o

repasto sanguineo os triatomineos foram novamente pesados individualmente.

3.6.5. Ovoposicao e eclosao

Apbs a alimentacdo dos adultos no item 3.6.4, os insetos foram separados em grupos
menores com uma fémea e dois machos, ambos injetados com 0 mesmo dsRNA. Estes insetos
foram acompanhados a cada trés dias, até sua completa mortalidade, durante esse periodo foi

anotado a quantidade de ovos colocada, a eclosdo dos ovos e a mortalidade dos adultos.

3.7. Analises estatisticas

Todas os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism verséo 5 para
Windows. Foram observadas distribui¢cGes de normalidade Gaussiana pelo teste D'Agostinho
& Pearson. Os dados que apresentaram uma distribuicdo normal foram submetidos a testes
paramétricos t de Student - ndo pareado, e os dados com distribuicdo ndo normal pelo teste
ndo parametrico de Mann-Whitney. Todos os resultados com p value < 0,05 foram
classificados como estatisticamente significativas. Os valores de probabilidade sdo

especificados nos graficos quando forem significativos.



4., RESULTADOS

4.1. Mapeamento das sequéncias dos genes codificantes de proteinas da familia

18 das glicosideo hidrolases em R. prolixus.

Durante o processo de anotacdo do genoma de R. prolixus, encontramos nesse inseto
nove genes que codificam proteinas da familia 18 das glicosideo hidrolases (GH18). Essas
sequencias foram nomeadas de RpChtl a RpCht9. O alinhamento de sequéncias consiste no
processo de comparar sequéncias de forma a se observar seu nivel de similaridade, tendo isso
em mente, realizamos um BLASTp das sequéncias de aminoacidos da familia 18 das
glicosideo hidrolases de R. prolixus com a de diferentes ordens de insetos. Nas figuras 4.1 a
4.9 podemos observar nesses alinhamentos uma série de residuos conservados, sobretudo os
residuos cataliticos, incluidos na sequéncia consenso FDGXDLDWEYP, que € uma
caracteristica das proteinas do tipo quitinase. Além disso, algumas sequéncias proteicas
possuem predicdo para peptideo sinal, que tem por funcdo marcar as proteinas que serao
exportadas para o meio extracelular.

As sequéncias codificantes de quitinases de R. prolixus apresentaram altos valores de
identidade quando comparadas a outras sequéncias da familia GH18. A identidade entre R.
prolixus e homologos variou bastante quando consideramos diferentes subgrupos de
quitinases. Por exemplo, RpChtl apresenta entre 48 a 52 % de identidade com os genes
MaChtl, TcCht6, TcCht10, TmChtl e MaCht2, enquanto RpCht2 apresentou valores de 19 a
36 % (AcypiChtl, DpChtl, TcChtl, DgChtl e DaChtl). A identidade de RpCht3 com outras
sequéncias GH18 variou entre 27 a 30 % (BmCht3, BmChtl, DpChtl, CcChtl e AgChtl), e
em RpCht4 esse valor oscilou entre 32 a 35 % (TcCht3, PhChtl, DpCht3, DpCht4 e MrCht2).
Para RpCht5 observamos valores de 35 a 39 % (BmCht2, TcCht3, PhChtl, DpCht3 e
DpCht4), em RpCht6 55 a 65 % (PcChtl, TcCht2, TcCht5, NvChtl e DpCht2), em RpCht7
26 a 35 % (AmChtl, AdChtl, BiChtl, CbChtl e BtChtl), em RpCht8 38 a 59 % (OnChtl,
MbCht1, MrChtl, AmCht2 e AmCht3) e em RpCht9 68 a 69 % (PcChtl, TcCht2, TcCht5,
NvChtl e DpCht2).
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Figura 4.1 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpChtl com proteinas
homologas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos sinais
preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e em cinza
indica os residuos similares. O sitio catalitico estd indicado com caixa vermelha. As sequéncias
utilizadas no alinhamento s&o provenientes de: Monochamus alternatus (MaChtl: BAG13448.1 e
MaCht2: BAG13449.1), Tribolium castaneum (TcCht6: EFA10488.1 e TcCht10: NP_001036067.1) e

Tenebrio molitor (TmChtl: CAD31740.4).
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Figura 4.2 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht2 com proteinas
homdlogas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos
sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e
em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico esta indicado com caixa vermelha. As
sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Acyrthosiphon
pisum (AcypiChtl: XP_001942596.2), Dendroctonus ponderosae (DpChtl: ENN78373.1),
Tribolium castaneum (TcChtl: EFA00965.1), Drosophila grimshawi (DgChtl: XP_001991892.1) e
Drosophila ananassae (DaChtl: XP_001966685.1).
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Figura 4.3 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht3 com proteinas

homologas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos

sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e

em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico estd indicado com caixa vermelha. As

sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Bombyx mori
(BmCht3: XP_004922005.1 e BmCht1: XP_004922004.1), Daphnia pulex (DpChtl: EFX88295.1),
Ceratitis capitata (CcChtl: XP_004524466.1) e Anopheles gambiae (AgChtl: XP_308858.4 -
EAA04006.4)
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Figura 4.4 - Alinhamento multiplo da sequéncia de amino&cidos da proteina RpCht4 com proteinas
homologas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos
sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e
em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico estd indicado com caixa vermelha. As
sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento séo provenientes de: Dendroctonus
ponderosae (DpCht3: ENN72974.1 e DpCht4: ERL92170.1), Tribolium castaneum (TcCht3:
XP_970191.2 - EFA06923.1), Pediculus humanus corporis (PhChtl: XP_002423089.1 -
EEB10351.1) e Megachile rotundata (MrCht2: XP_003706336.1).
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Figura 4.5 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoécidos da proteina RpCht5 com com

proteinas homdlogas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os

peptideos sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos

idénticos e em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico estd indicado com caixa

vermelha. As sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de:
Dendroctonus ponderosae (DpCht3: ENN72974.1 e DpCht4: ERL92170.1), Tribolium castaneum
(TcCht3: XP_970191.2 - EFA06923.1), Bombyx mori (BmCht2: XP_004933352.1) e Pediculus
humanus corporis (PhChtl: XP_002423089.1 - EEB10351.1).
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Figura 4.6 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht6 com proteinas
homdlogas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos
sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e
em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico estd indicado com caixa vermelha. As
sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Dendroctonus
ponderosae (DpCht2: ENN79462.1), Tribolium castaneum (TcCht2: EFA10939.1 e TcCht5:
NP_001034524.1), Poophilus costalis (PcChtl: AFW03959.1) e Nasonia vitripennis (NvChtl:
NP_001155084.1).
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Figura 4.7 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht7 com proteinas

homologas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos

sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e

em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico estda indicado com caixa vermelha. As

sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Apis melifera
(AmChtl: XP_006572082.1), Apis dorsata (AdChtl: XP_006624796.1), Bombus impatiens
(BiChtl: XP_003488707.1), Cerapachys biroi (CbChtl: EZA54975.1), Bombus terrestres (BtChtl:
XP_003395312.1).
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Figura 4.8 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht8 com proteinas

homdlogas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos

sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e

em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico esta indicado com caixa vermelha. As

sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Oncometopia
nigricans (OnChtl: AAU95190.1), Mamestra brassicae (MbChtl: ABC79625.1), Megachile
rotundata (MrChtl: XP_003702512.1) e Apis melifera (AmCht2: XP_006566882.1 e AmCht3:

XP_006566881.1).

ElgE]
Dig
Diy
Dig
Dig

ek ek

187
187
190
196
204
300

286
286
290
295
303
399

386
386
388
389
397
493



RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfcChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfChtl
BmCht1l
BmCht2
Clustal

RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfcChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpCht9
PxChtl
AcypiCht2
OfcChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpChtd
FzChtl
2cypiChtl
OfChtl
EmChtl
BmCht2
Clustal|

RpChtd
ExChtl
2cypiChtl
0fChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpChtd
ExChtl
LeypiChel
OfChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpChtd
FxChtl
2cypiChtl
OfChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

RpChtd
ExChtl
LeypiChel
0fChtl
BmChtl
BmCht2
Clustal

1 MPPSISGDELLDVSYAMANKGLPSMALAANPDSLYKILFOMGRESEQEVHVRENFTRCNTSSCPETKQFML IMERNIRRLFHFFLLCTLIAVVLEDESSS
L MWPPSLLRWSAAILLYLAVLTPISDSSG-—————-------—-— AVRERLKP - ——————— - TNKVSTHVIS
1 mm o MTNRKYKLCFHFKULLIVTIVATLCSYTNSE-————----———— TIRERLERPTGNKLQQ--ETTAVSDESAA
1 mmmm MWPPRLLSCIFTIILIVAVIAPTSDST-----——————————— TVRERLEK - ————————-— PSK-SVEVES
1 MVPTGDSHYHALLSRDFPEITRPAGTQRTRPPILLRWMLTVVLVIAVIAPTSDST----------————-- TVRRRLEK-———------- PSKVSTHVSS

L MRPPTLLRWMLTVVLYIAVIAPTSDST -~ =—========~——~ TVRFRLK -~ - ————---— PSKVSTHVSS

46 S GI}PSIASRKSSAALDNSVTIE-HHKDKD

e kkkekkkkkkhkhkhkk Kk Kkookhkkhkk KekkkkohkkrkhkkkkKx

199
138
150
135
164
136

ckkhkhkhkkhhk e kkhkk Khkk ook *hkKk kkkkkhkkKkk oKk ckkekk Kk kkkhkkokkhkhkhhk hhkkkk oKk Khkkk

275
PREE REAFEAEAQEVK
AT REAFEAEAQEV

235
264
236

375
EREN T GMPTYGRTEFTLEINONMMFNVNE PASCGGCGKAGEY TKESGFLAYYE

350 IGMPTYGRTFTLTNTANYKVNSPASGGGKAGEYTKE‘GFLAYlEHCEI
EXEN T CMPTYGRTETLSINIZNNBNVNE PASGGGKAGEY TKESGFLA YE¥CEI

364
336
Kok ok k ok ok Kk kK Kk s L Kk kkkkkkk kK kkkkk Kk K kkkkskkshakk skhkkkkkhkkkkk 2 kkkkohkkkkkskkk Akskskek o kkkkkk

475 < KIP LTRLN---IdVKPTASNAIIPIQ

438 O)MD C KIS ISRAKKPTINTLVIKNNN--AATLY

450 \ KISVEEMLSKTK-PSit-IQASTAIQTDV

435 A KISL LSRVKKPTIN

464 OVPLEENMLKRIKKPGIINVIIKTNG-AALS

436

OVPLEENYLKRIKKPGIRINVI IKTNG-AALS
.. ok e k. . .

MLLAIGGWAFGSTEFKELTRNVFEMNOFVYEALE
MLLATGEWAFGSTEFKELTSNVFEMNOFVYEALE
LLAIGGWAFGSTPFEELT §NVEFRMNQFVYEATE
MLLATGEWAFGSTEFKELTSNVFEMNOFVYEALE
MLLATGEWAFGSTEFKELTSNVFEMNOFVYEALE
MLLATGEWAFRGSTPFEELT SNVFEMNOFVYEATE

] 3 *..
EEERRI P GLOVDWE Y FAGE 'Aﬁ‘

a2 2
BEZ | t.ENGLDVDFEYPRLﬂDEﬁ Aﬁ‘ L CYLDF INVMIYDFHGOWERQVGHNSPLAFE
LR FNCLOVDWE Y PREE ﬂq z YLD INVMI Y DFHGOWERCVEHNSPLIE.
*:::**i—x***ix***i— **:}::*_i*:**i— ***i—*:*:i* **}:***}****i****}i*** **:*i****}i***x****x****xi***x:-.l-*

NN ST SYORKLTVDES 10EAPKERLMIGMETYGRSFT
L SR T SYORKLTVE SAREWVHQGEPKERIIEGNTIYGRSFI
745 ISATEYQHRLT?DHSAREWVHQGEPKEHIIEGMTIYGRSFI
T35 | SP.TSYQI'H(I.T‘.’D”S 'ﬁQGEPKEMHIGMPTYGRSFI
EENE SR T SYORKLTVINS 20GAPEEKLMIT GMPTYGRSFT

735

FEEFEFEFTFEFEF  F IR F  FF I I I A IEF A I AT IR A LT .

871

835

835

IYMCEGERKHHMPCESHLVENER
ANCTMY YMCEGERKHHMPCPSNLVEHE

- oo kg

LD D LD L
0 CO L CO

-1
o

198
137
149
134
163

{ 135

274
237
249
234
263
235

374
337
349
334
363
335

474
437
449
434
463
435

571
535
544
534
562
534

&e70
6835
6dd
634
BEZ
634

770
735
744
734
TeZ
T34

870

B35

{ 844

B34
Bez

B34

570
535
544
534
SeZ
534



Figura 4.9 - Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da proteina RpCht9 com proteinas
homdlogas da familia 18 das glicosideo hidrolases, mapeadas pela ferramenta Blastp. Os peptideos
sinais preditos estdo destacados em caixa. O preenchimento em preto indica os residuos idénticos e
em cinza indica os residuos similares. O sitio catalitico esta indicado com caixa vermelha. As
sequéncias das glicosideo hidrolases utilizadas no alinhamento sdo provenientes de: Plutella
xylostella (PxChtl: AFI55112.1), Acyrthosiphon pisum (AcypiCht2: XP_001950380.1), Ostrinia
furnacalis (OfChtl: AGX32025.1) e Bombyx mori (BmChtl: XP_004922004.1 e BmCht3:
XP_004922005.1).



4.2. Analise das sequéncias dos genes codificantes de proteinas da familia

GH18 em R. prolixus.

Os genes RpCht1-9 apresentam de 6 a 46 éxons, diferindo estruturalmente entre si
(figura 4.10), e codificam proteinas com diferentes organizacfes modulares, apresentando de
1 a 5 dominios cataliticos, onde temos os residuos envolvidos em catalise que fazem a quebra
da ligacdo glicosidica e 0 (auséncia) a 5 dominios de ligacdo a quitina, que é responsavel pela

ligacdo ao polissacarideo insoltvel, rico em cisteinas e ligac6es dissulfeto (figura 4.11).

Chitinase Gene Structure

0 5 10 15 20 25 30

T S T < T T w0
1 FREHIHH - HEIH R

2 H—HHHEHHHH 1 Hoo
3HHHHE i -+  ntron
4 —HHHH
5 HHHI

61 I HH I —H
7 HH
8 HiE—

9| | | -

Figura 4.10 - Diagrama esquematico da organizacdo de éxons e introns nos genes de quitinase
RpCht1-9 de R. prolixus. As caixas pretas indicam os éxons e linhas cinzas indicam 0s
introns. Os numeros de 1 a 9 correspondem aos genes de quitinase: 1 - RpChtl, 2 — RpCht2, 3
- RpCht3, 4 - RpCht4, 5 - RpCht5, 6 - RpCht6, 7 - RpCht7, 8 - RpCht8, 9 - RpChto.



Chitinase Domain Organization
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Figura 4.11 - Diagrama esquematico da arquitetura de dominios das quitinases de R. prolixus.
As caixas pretas indicam peptideo sinal, caixas laranjas indicam dominio catalitico, caixas
amarelas indicam dominio de ligacdo a quitina (CBD). Os numeros de 1 a 9 sdo 0s genes de
quitinase: 1 - RpChtl, 2 — RpCht2, 3 - RpCht3, 4 - RpCht4, 5 - RpCht5, 6 - RpCht6, 7 -
RpCht7, 8 - RpCht8, 9 - RpCht9. Os nlimeros romanos representam os grupos homologos
funcionais.

Em 5 das sequencias de quitinases de R. prolixus foi possivel predizer a presenca de
peptideo sinal, indicando que essas proteinas sdo provavelmente secretadas para 0 meio
extracelular. O ponto isoelétrico tedrico, pH no qual ha equilibrio entre as cargas negativas e
positivas dos grupamentos idnicos de uma proteina, varia de 5,25 a 8,84 nas sequéncias de
quitinases de R. prolixus e a massa das proteinas preditas varia entre 38 e 297 kDa (Tabela
4.1). Todas as proteinas preditas apresentam possiveis sitios de glicosilacdo no dominio de
ligacdo entre os dominios cataliticos e dominios de ligacdo a quitina (quando presentes),
caracteristica comum nas proteinas da familia 18 das glicosideo hidrolases. Encontramos
nessas sequéncias de 1 a 8 N-glicosilagdes que sdo ligagcdes no grupo amina da asparagina que
tem inicio no reticulo endoplasmatico durante a sintese da proteina podendo afetar seu
enovelamento e de 0 a 185 O-glicosilagdes, que sé&o ligacdes no grupo hidroxila da serina ou
treonina que ocorrem no complexo de Golgi apds a traducdo em proteinas totalmente
enoveladas. Nenhuma das sequéncias de quitinase de R. prolixus apresentou ancora de GPI,

que sinaliza as proteinas que sdo exportadas a membrana plasmatica onde ficam expostas ao
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ambiente externo, entretanto, 8 das 9 sequéncias de proteinas possuem predicdo de 1 hélice

transmembranar, que é comum a proteinas de membrana (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Resumo das caracteristicas das sequéncias codificantes de proteinas da
familia 18 das glicosideo hidrolases no genoma de R. prolixus. Vector base: Codigo dos genes
de quitinase em R. prolixus no Vector Base. Signal IP 4.1 e Signal IP 3.0: Peptideo sinal.
Phobius IP: Predicdo de dominio transmembrana e peptideo sinal. Pl: ponto isoelétrico
tedrico. MW: Peso molecular. N-Glyc: nimero de N-glicosilagdes. O-Glyc: nimero de O-
glicosilacdes. GPI: Ancora de Glicosil Fosfatidil Inusitol. Hmmtop: Hélices transmembrana.

YES  YES 6 (230/ 476/ 1129/
RPRCO15248 o0 VESIA9 653 20714857 golorsorry 185 NO1(50-70)
RPRC005523  NO o YES1/19 884 13781119 2 (46/925) 181 NO 550
16/17
I 8 (151/227
RPRC011446 YES1/21 560 4467827  /298/305/384/586/ 12  NO  1(16-32)
19720 19/20
728/735)
YES
RPRC014089 2;5253 1%’37 YES1/22 684 4874875 1(66) 2 NO  1(92-109)
22/23
Néo
RPRC014092  NO no  Clloplasmatica 5oy 3511009 3(51/103/309) 5 NO  1(22-46)
(falta peptideo
sinal)
Néo
RPRC012296  NO no  Clloplasmatica g o g4e1 57 2 (69/90) 30 NO  1(3653)
(falta peptideo
sinal)
Dominio
transmembrana
YES 6 (16/45/ 109/135/
RPRCO12021  NO -0 - 583  50239.03 225/291) 0 NO  1(19-43)
proteina
extracelular
YES  YES
RPRC003338 o0 100 Yes1/19 677 4815991 1(215) 6 NO 0
Dominio
transmembrana 5
RPRC014976  NO NO oo 635 WML e sy 37 NO 1(93-110)

extracelular

As sequéncias das proteinas RpCht1-9 de R. prolixus foram comparadas com as
proteinas da familia GH18 de outros insetos, e através de analises filogenéticas das sequéncias
codificantes observamos que esses genes pertencem a diferentes subgrupos de quitinases ja
descritos em outros insetos. Na figura 4.12, podemos observar que o gene RpCht6 agrupou
com as quitinases da familia I, RpChtl agrupou com as quitinases da familia I, RpCht9 com
as quitinases da familia 111, RpCht4 com as quitinases da familia IV, RpCht8 com a familia V,
RpCht2 com a familia VI, RpCht5 com a familia VII, e RpCht7 com a familia VIII. Essa
comparagdo nos permitiu inferir o possivel papel fisiologico de alguns genes de quitinases de
Rhodnius.
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Figura 4.12: Analise filogenética das quitinases de sete espécies de insetos baseado nas
sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas. Rp: Rhodnius prolixus; Ag: Anopheles
gambiae; Aa: Aedes aegypti; Tc: Tribolium castaneum; Dm: Drosophila melanogaster; Ph :
Pediculus humanus; Acypi: Acyrthosiphon pisum. Arvore filogenética das quitinases de
insetos gerada pelo programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) apos

alinhamento usando ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalW).
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4.3. Analise semi-quantitativa da expressao dos genes de glicosideo hidrolases

da familia 18 em R. prolixus;

Para uma melhor compreensdo da classificacdo funcional das quitinases de R. prolixus,
decidimos analisar a expressao dos genes de quitinase ao longo do desenvolvimento do inseto.
Foram feitas preparagdes de cDNA utilizando insetos inteiros em cada um dos estadios de
desenvolvimento — ovo, ninfas de primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto estadio, adultos
machos e fémeas — coletando exemplares a cada dois dias de vida. A expressdo dos genes de
quitinase foi avaliada usando a técnica de RT-PCR semi quantitativo convencional, e 0s

resultados obtidos estdo apresentados na figura 4.13, onde podemos observar diferentes

padrdes de expressdo entre 0s genes ao longo do desenvolvimento.
EGLL 12131415 M F

0 N O o1 A WDN R O

(o]

Figura 4.13 - Perfil tipico de expressdo de genes de quitinase ao longo do desenvolvimento
em R. prolixus (RT-PCR). As raias correspondem ao resultado do RT-PCR de insetos inteiros,
incluindo ninfas (primeiro ao quinto estadio: L1-L5), machos (M) e fémeas (F) adultas, e ovos
(EG). Os numeros das linhas de 1 a 9 indicam respectivamente os produtos dos genes RpCht1
a RpCht9 e 0 indica o gene de actina usado como constitutivo (actina). O experimento foi
realizado 3 vezes independentemente.

A fim de compreender melhor o padrdo de expressdo dos genes ao longo do
desenvolvimento, calculamos através da densitometria de bandas a expressdo relativa
utilizando o programa ImageJ. Na figura 4.14 observamos que no 0vOo, O @ene
significativamente mais expresso € o RpCht9 (p>0.05), e RpCht5 é significativamente
diferente de RpChtl, RpCht3 e RpCht7 (p>0.05). Para os demais estadios ndo foi observado

diferencgas estatisticas entre os genes.
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correspondem a grupos significativamente diferentes (p<0.05).



Decidimos entdo verificar em quais tecidos de ninfas de quinto estadio os diferentes
genes sdo preferencialmente expressos. Escolhemos esse estaddio por que nele observou-se
expressao de todos os genes de quitinase (ver figura 4.13). Foram realizadas reacdes de RT-
PCR para transcritos de cada um dos genes a partir de: glandulas salivares (SG), intestino
médio anterior (AM), intestino médio posterior (PM) e intestino posterior (HG) com 12 dias
apo6s alimentacdo sanguinea e hemolinfa (HL), corpo gorduroso (FB) e carcaca (CC),
coletados com 16 dias ap6s a alimentacdo. Os dias foram escolhidos de acordo com os pico de
atividade quitinolitica descritos anteriormente (Faria, 2013). Os dados obtidos estdo
apresentados na figura 4.15, que nos permitiu observar que cada um dos genes de quitinase de

R. prolixus apresenta um padrao de expressdo tecidual especifico.
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Figura 4.15 - Perfil de expressdo de genes de quitinase em diferentes tecidos em ninfas de

OO0CRORON]

quinto estadio de R. prolixus (RT-PCR). As raias correspondem ao resultado do RT-PCR de
diferentes tecidos, incluindo glandulas salivares (SG), intestino médio anterior (AM),
intestino médio posterior (PM), intestino posterior (HG), hemolinfa (HL), corpo gorduroso
(FB) e carcaca (CC). Os numeros das linhas de 1 a 9 indicam respectivamente os produtos dos
genes RpChtl a RpCht9 e 0 indica o gene de actina usado como constitutivo. Foram utilizados
tecidos de 5 insetos apo6s 12 (FB, HF, CC) ou 16 (SG, HG, AM, PM) dias da alimentagdo

sanguinea. O experimento foi realizado 3 vezes independentemente.

A fim de compreender melhor o padrdo de expressdo tecidual dos genes
calculamos através da densitometria de bandas a expressao relativa dos genes utilizando o
programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Na figura 4.16 podemos observar que na

glandula salivar temos uma maior expressao do gene RpCht8 que é estatisticamente diferente

a7



de RpCht3, RpCht4 e RpCht 7 (p>0.05), no intestino médio posterior os genes RpCht3 e
RpCht5 (p>0.05) sédo significativamente diferentes dos demais genes, no intestino posterior o
gene RpCht8 se difere dos genes RpChtl e RpCht3 (p>0.05), no corpo gorduroso os genes
RpCht3 e RpCht5 distingue-se dos demais com excecdo do RpCht2, entretanto RpCht2 é
significativamente diferente de RpCht8 (p>0.05), no intestino médio anterior o gene RpCht3
diverge de RpCht8, e RpCht7 diverge de RpCht8 e RpCht9 (p>0.05), na hemolinfa e na
carcaca nao encontramos diferencas significativas entre os genes.

Os padres de expressdo tecidual e temporal foram utilizados para escolha das

condicdes dos experimentos de silenciamento e teste da funcéo fisiologica de cada gene.
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quinto estadio de R. prolixus, obtidos através do programa ImageJ (por densitometria das

intestino médio

PM:

intestino médio anterior.

posterior. HG: intestino posterior. HL: hemolinfa. FB: corpo gorduroso. CC: carcaga. Valores
sinalizados com a, b e ¢ correspondem a grupos significativamente diferentes (p<0.05).

bandas). SG: glandulas salivares. AM:
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4.4. Screening do silenciamento dos transcritos de GH18 por RNAI

Para definirmos qual a menor concentracdo de dsSRNA que nos permitiria obter uma
maior porcentagem de silenciamento realizamos uma curva de concentracéo (injecoes de 1ug,
3ug, 6ug e 2 x 3ug de dsRNA por inseto) para cada um dos 8 genes de quitinase para 0s quais
conseguimos sintetizar dSRNA. O gene RpCht5 ndo foi estudado pois os primers solicitados
com a sequéncia T7 ndo resultaram em produto apds inimeras reacdes de RT-PCR usando
diferentes condic¢des e moldes de cDNA.

Os insetos utilizados para os experimentos de silenciamento foram sincronizados. O
dsRNA foi injetado em trés grupo de 5 insetos para cada quantidade diferente: 1ug, 3ug, 69
e 2 x 3ug de dsRNA por inseto. No grupo de recebeu 2 x 3 pg a segunda injecdo de 3ug foi
realizada 48h apds a primeira. Passadas 48h (PAIM et al, 2013) apds as ultimas injecdes, 0
RNA total de 3 insetos foi extraido em um pool para os genes RpCht8 e RpCht4. Ja para 0s
genes RpChtl, RpCht 2, RpCht3, RpCht6, RpCht7 e RpCht9 resolvemos extrair o RNA
mensageiro de 3 insetos separadamente, por ser um material mais limpo e nos permitir
observar o silenciamento individualmente. Entretanto ndo obtivemos resultado para o gene
RpChtl pois 0 RNAmM se mostrou instavel e facilmente degradavel, assim sendo, para esse
gene teriamos de repetir o experimento utilizando RNA total.

O RNA total ou mensageiro foi submetido a transcricdo reversa e o cDNA obtido foi
utilizado nas reac6es de PCR para confirmacéo do silenciamento. As bandas obtidas no gel de
agarose tiveram sua densitometria medidas pelo programa ImageJ. Na figura 4.17 abaixo
podemos observar que ndo houve silenciamento observéavel para o gene RpCht2. Os genes
RpCht8 e 9 tiveram pouco silenciamento, ndo sendo suficiente para analise de fenotipo, e 0s
genes RpCht3 e 7 tiveram um silenciamento de aproximadamente 80%. Os genes RpCht4 e 6

tiveram um aumento na sua expresséo.
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Figura 4.17 - Perfis de expressdo dos genes de quitinase em relagcdo a actina utilizada como
constitutivo. Dados obtidos por densitometria de bandas através do programa Imagel, apds
injecdo de diferentes quantidades de dsSRNA em ninfas de quinto estadio de R. prolixus. Na
primeira coluna, em cinza, temos o controle — insetos injetados com 6ug de dsGFP por inseto.
Em verde temos diferentes quantidades de dsRNA injetadas:1ug, 3ug, 6pg € 2 injecdes de
3ug por inseto, com intervalo de 24 horas entre elas, para os respectivos 0s genes de quitinase.

n=3, * p < 0.05.

51



4.5. Injecdo de dsRNA para analise dos fenotipos
Com base nos resultados obtidos na figura 4.17, escolhemos dar continuidade ao

trabalho com o estudo do gene RpCht7. O mesmo apresentou, além de uma alta taxa de
silenciamento quando avaliado através do PCR qualitativo, um fendtipo interessante de
mortalidade. Optamos por utilizar injecfes de 1ug por inseto, uma vez que nessa quantidade
ja obtemos um silenciamento significativo, reduzindo assim as chances de efeitos colaterais e
respostas nao especificas.

Foram injetados trés grupos com vinte ninfas de quinto estadio para dsRpCht7. Além
disso, usamos dsGFP como controle de dsRNA exdgeno, para observar se os efeitos se dariam
apenas pela exposicdo a um dsRNA. Também injetamos agua como controle para observar 0s
efeitos devidos a injuria causada pela microinjecao.

Para confirmar o silenciamento extraimos o RNA total de acordo com a metodologia
apresentada no item 3.4.1 para um inseto de cada pote, totalizando 3 insetos por grupo
experimental. As extracGes foram feitas 48 horas, 16 dias e 51 dias apds as injecBes, 0S
resultados estdo apresentados na figura 4.18, onde podemos observar que o silenciamento se
reduz ao longo dos dias, ou seja, 0s niveis de expressdo daquele gene no inseto estdo
aumentando com o passar do tempo. Entretanto, o silenciamento obtido ainda é suficiente para
analise dos fendtipos.

0.4+
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Figura 4.18 - Expressdo do gene RpCht7 em relagdo ao gene deactina utilizado como
constitutivo. A injecdo do dsRNA foi realizada em ninfas de quinto estadio de R. prolixus. Em
cinza temos os controles (insetos injetados com &gua ou dsGFP) e em verde os insetos
injetados com dsRpCht7. Foram utilizados 3 insetos por grupo experimental. Dados obtidos
por densitometria de bandas através do programa ImageJ. 48h: 48 horas ap0s a injecédo. 16 d:

16 dias apo6s a injecdo. 51 d: 51 dias apds a injegéo.



45.1. Mortalidade

Ninfas de quinto estadio de R. prolixus em jejum, injetadas com o dsRNA para o gene
RpCht7, demostraram indices de mortalidade significativamente maiores do que os controles
injetados com dsGFP. A mortalidade das ninfas foi acompanhada por aproximadamente 15
dias, com observacOes feitas a cada dois dias. Nesse periodo as ninfas injetadas com

dsRpCht7 alcangaram uma mortalidade em torno de 20% (Figura 4.19).
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Figura 4.19 — Mortalidade de ninfas de quinto estadio em jejum. Porcentagem de ninfas de
quinto estadio de R. prolixus mortas apds injecdo com dsGFP (cinza) ou dsRpCht7 (verde). O

experimento foi realizado 6 vezes independentemente. * p < 0.05.



4.5.2. Ingestao sanguinea, diurese e digestao

Com o propésito de verificar se o silenciamento do gene RpCht7 de R. prolixus afeta
0s parametros de ingestdo sanguinea, diurese e digestdo, as ninfas de quinto estaddio foram
submetidas a pesagem individual antes e depois do repasto sanguineo. Os insetos foram
pesados antes e imediatamente ap0s a alimentacdo, para averiguar se a ingestdo de sangue
estava sendo afetada, 24 e 48 horas apés a alimentacdo para observar se haveria alguma
alteracdo na diurese e 7 dias apds alimentacdo pra analisar alteragdes gerais na digestdo ou
desenvolvimento.

Como podemos observar na figura 4.20, ndo ha diferenca entre os grupos controle
(injetados com dsGFP) e experimental (injetados com dsRpCht7), ou seja, o silenciamento do

gene RpCht7 néo afeta os parametros de ingestdo, diurese e digestdo de uma maneira geral.
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Figura 4.20 — Peso em gramas das ninfas de quinto estadio de R. prolixus injetadas com
diferentes dsSRNAs. BF: Antes da alimentacdo sanguinea. AF: Apos alimentacdo sanguinea.
24h: 24 horas apés alimentacdo sanguinea. 48h: 48 horas ap6s alimentagdo sanguinea. 7 days:
7 dias apos alimentagcdo sanguinea. Em cinza temos os insetos injetados com dsGFP. Em
verde temos os insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi realizado 9 vezes

independentemente.



45.3. Muda

Outro fendtipo avaliado foi a porcentagem de insetos que chegavam a fase adulta, ou
seja, realizavam a ecdise. A ecdise ou muda é o rompimento e liberacdo do exoesqueleto
antigo, um processo de mudanca do exoesqueleto que permite o crescimento dos insetos. Na
figura 4.21 podemos observar que ndo ha diferenca na porcentagem de insetos que mudaram
entre 0 grupo injetado com dsGFP e o grupo injetado com dsRpCht7. Ambos os grupos

tiveram uma taxa de ecdise de aproximadamente 60%.
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Figura 4.21 — Porcentagem das ninfas de quinto estadio de R. prolixus que realizaram a ecdise
se tornando adultos, apds injecdo com dsRNA e alimentacdo sanguinea. GFP: Insetos
injetados com dsGFP. RpCht7: Insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi realizado

8 vezes independentemente.



4.5.4. Fenotipos da muda

Ao final da ecdise notamos que alguns insetos ficavam presos na exUvia, como na
figura 4.22-A e outros morriam durante a muda deformados, como na figura 4.22-B.
Decidimos entdo contabilizar os defeitos na muda e observar se haviam diferengas entre o

grupo controle injetado com dsGFP e o experimental injetado com dsRpCht7.

Figura 4.22 — Defeitos na muda de quinto estadio para a forma adulta de R. prolixus. A: Inseto

preso na exuvia. B: Inseto deformado.

Na figura 4.23 podemos observar que a porcentagem de defeitos na muda no grupo
injetado com dsGFP é de aproximadamente 20%, e do grupo injetado com dsRpCht7 é de
aproximadamente 25%, logo concluimos que ndo ha diferenca significativa entre os grupos
controle e experimental, ou seja, o silenciamento do gene RpCht7 néo afeta a porcentagem de

defeitos na muda.
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Figura 4.23 — Porcentagem das ninfas de quinto estadio de R. prolixus que apresentaram

defeitos durante a ecdise para a fase adulta. GFP: Insetos injetados com dsGFP. RpCht7:

Insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi realizado 8 vezes independentemente.

4.5.5. Razao sexual

Outro parametro analisado foi a razdo sexual nos insetos adultos, para analisarmos se 0

silenciamento do gene RpCht7 estaria afetando de alguma forma o desenvolvimento ou a

muda de machos ou fémeas especificamente. Na figura 4.24 podemos observar que ndo ha

diferenca entre os grupos injetados com dsGFP ou dsRpCht7. Temos aproximadamente 45%

de fémeas e 55% de machos em ambos 0s grupos.
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Figura 4.24 — Raz&o sexual de adultos de R. prolixus obtidos ap0s injecdo de dsSRNA em

ninfas de quinto estadio. GFP: Insetos injetados com dsGFP. RpCht7: Insetos injetados com

dsRpCht7. A: Porcentagem de fémeas. B: Porcentagem de machos. O experimento foi

realizado 8 vezes independentemente.



4.5.6. Ingestao sanguinea em adultos

O parametro de ingestdo sanguinea em insetos adultos foi avaliado para termos certeza
de que fenotipos observados apds o repasto, como a ovoposi¢do, nao fossem reflexos de mé
alimentacdo. Assim sendo, observamos que ndo ha diferenca nesse aspecto entre os insetos
injetados com dsGFP ou dsRpCht7 (Figura 4.25).
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Figura 4.25 — Peso em gramas de insetos adultos de R. prolixus ap6s injecdo de dsRNA no
quinto estadio. BF: Antes da alimentacdo sanguinea. AF: Apos alimentacdo sanguinea. Em
cinza temos os insetos injetados com dsGFP. Em verde temos os insetos injetados com

dsRpCht7. O experimento foi realizado 8 vezes independentemente.

4.5.7. Média de ovos por fémea

O primeiro pardmetro observado no fenétipo de oviposicdo foi a média de ovos por
fémea. Na figura 4.26 podemos observar uma diminuicéo significativa (p>0.05) do nimero de
ovos postos por fémeas injetadas com dsRpCht7, quando comparados com fémeas injetadas
com dsGFP. Enquanto no grupo controle temos uma média de 33 ovos por fémea, no grupo
experimental a média é de 22 ovos por fémea. Com isso concluimos que o gene RpCht7 afeta

a oviposicao, causando uma reducdo dos nimeros de ovos postos.
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Figura 4.26 — NUmero de ovos colocados por fémea de R. prolixus apos injecdo de dsSRNA em
ninfas de quinto estadio. Em cinza temos o0s insetos injetados com dsGFP. Em verde temos 0s
insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi realizado 5 vezes independentemente. *
p>0.05

4.5.8. Média de ovos ao longo dos dias

Verificamos a cinética de oviposicdo através da observacdo dos ovos colocados por
fémea ao longo dos dias observados, para analisar se algum dos grupos estaria demorando
mais tempo para colocar determinada quantidade de ovos. Na figura 4.27-A com 14 dias as
curvas controle e experimental ja sdo bem diferentes, enquanto na figura 4.27-B e 4.27-C
podemos observar que com 20 dias as duas curvas estdo bem préximas, comecando a se

diferenciar a partir deste ponto j& na figura 4.27-D as curvas divergem a partir de 13 dias.
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Figura 4.27 — Média de ovos postos por fémeas de R. prolixus ao longo dos dias. Em preto
temos os insetos injetados com dsGFP. Em verde temos os insetos injetados com dsRpCht7.
A, B, C e D sdao diferentes réplicas do experimento, em A temos 9 fémeas GFP e 4 fémeas
RpCht, em B - 16 fémeas em cada grupo, C - 7 fémeas GFP e 13 fémeas RpCht7, D - 12
fémeas GFP e 13 fémeas RpCht7.

4.5.9. Porcentagem de eclosdo dos ovos

Observamos também o parametro de eclosdo dos ovos. A partir do total de ovos
postos, calculamos a porcentagem de ovos que eclodiram. Na figura 4.28 podemos observar
que aproximadamente 54% dos ovos postos pelo grupo controle e 58% dos ovos postos pelo
grupo experimental eclodiram. Nao h4, portanto, diferencas significativas na porcentagem de

ovos eclodidos.
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Figura 4.28 — Porcentagem de eclosdo dos ovos de R. prolixus. Em cinza temos os insetos
injetados com dsGFP. Em verde temos os insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi

realizado 5 vezes independentemente.

4.5.10. Tempo médio de eclosdo dos ovos

Calculamos o tempo médio de eclosdo dos ovos de R. prolixus, injetados com o dsGFP
ou dsRpCht7 e observamos na figura 4.29 que os ovos levam em média 30 dias apds a
alimentacdo para eclodirem, em ambos 0s grupos, controle e experimental. Com isso,

inferimos que o gene RpCht7 n&o influencia no tempo de ecloséo dos ovos.
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Figura 4.29 — Tempo médio de eclosdo dos ovos de R. prolixus. Em cinza temos 0s insetos
injetados com dsGFP. Em verde temos o0s insetos injetados com dsRpCht7. O experimento foi

realizado 4 vezes independentemente.



5. DISCUSSAO

Um estudo recente do transcriptoma do trato digestivo de Rhodnius prolixus
(RIBEIRO J. M. C. ET AL., 2014) identificou 4 genes de quitinases ativos nesse inseto.
Estendendo essas observacfes, nés pudemos confirmar a existéncia de 9 genes de quitinases
da familia GH18 preditos no genoma de R. prolixus (MESQUITA, R. D. ET AL., 2015).
Todas os transcritos encontrados apresentaram altos niveis de similaridade com outras
quitinases de insetos, com identidades variando entre 19 e 69% na sequéncia de aminoacidos
da proteina predita. Isso sugere que 0s genes de quitinase de R. prolixus apresentam
homologos em outras espécies de insetos e invertebrados.

Os genes da familia GH18 das quitinases possuem uma estrutura modular,
compreendendo dominios cataliticos e de ligacdo de quitina que sdo unidos por regides
altamente glicosiladas (linker). Com base nas semelhancas entre sequéncias e organizacao de
dominios essas enzimas sdo classificadas em grupos de | a VIII. Em todos os insetos
estudados até o momento observou-se que GH18 é uma familia multigénica (ZHANG ET
AL., 2011).

O programa Signal IP 3.0 identificou peptideo sinal em 6 sequéncias de quitinases de
R. prolixus, enquanto a versdo 4.1 localizou o peptideo sinal em apenas 4 sequéncias. Tendo
em vista essa discordancia resolvemos utilizar mais um programa para essa predicdo, o
Phobius IP, que identifica também dominios transmembrana. O Phobius IP identificou 5
sequéncias com peptideo sinal. Analisando os 3 programas em paralelo pudemos observar que
as sequéncias RpChtl, RpCht3, RpCht4 e RpCht8 foram marcadas pelos 3 programas,
enquanto a sequéncia RpCht2 foi marcada apenas pelos programas Signal IP 3.0 e Phobius IP.
Ja a sequéncia RpCht7 foi marcada apenas pelo programa Signal 1P3.0. Com base nesses
resultados decidimos usar o programa Phobius IP, e as sequéncias de quitinases de Rhodnius
que consideramos como provavelmente secretadas para o meio extracelular sdo: RpChtl,
RpCht2, RpCht3, RpCht4 e RpCht8.

Corroborando os dados do Phobius IP, observamos na figura 4.12 da arvore
filogenética que RpChtl pertence ao grupo Il das quitinases. Outros genes desse grupo
também possuem peptideo sinal, como AgChtl10, AaCht10 e TcCht10. RpCht2 pertence ao
grupo VI, e outro gene desse grupo que também possui peptideo sinal é AaCht6. RpCht4
pertence ao grupo IV e as sequencias AaChtl2 e DmChtl2 deste mesmo grupo também
possuem peptideo sinal. RpCht8 pertence ao grupo V assim como AgIDGF2, AalDGF1 e

TcIDGF4, que também possuem peptideo sinal.



A massa molecular das proteinas preditas para as quitinases de R. prolixus estdo
proximas as massas moleculares observadas nos grupos de quitinases. RpCht6 tem massa de
64kDa e as sequéncias de outros insetos do mesmo grupo (Grupo I) variam em torno de 60-70
kDa. RpChtl tem massa de 297kDa e as sequéncias do mesmo grupo (Il) aproximadamente
300 kDa. RpCht9 tem massa de 118kDa, e as quitinases do grupo Il tem massas moleculares
de aproximadamente 120 kDA. Nos grupos IV e V a massa molecular gira em torno de
50kDa, corroborando os pesos dos genes RpCht4 de 49 kDa e RpCht 8 de 48kDa. A massa
molecular de RpCht2 é 138kDa, sendo um pouco menor do que a de os outros membros do
grupo (V1), que variam de 200-500 kDa. RpCht5 tem massa de 38kDa, enquanto no seu grupo
(VII) as massas variam entre 40-50kDa. RpCht7 tem massa de 50kDa enquanto no grupo VIII
as massas variam entre 30-60 kDa.

As quitinases de R. prolixus tem uma maior quantidade de O-glicosilagdes do que de
N-glicosilacbes. Enquanto para N-glicosilacbes a quantidade varia de 1 a 8, para O-
glicosilacdes varia de 0 a 185, sendo que as sequéncias que possuem CBD, RpChtl, RpCht2,
RpCht6 e RpCht9 sdo as quem uma maior quantidade de O-glicosilacdes, 185, 181, 30 e 37
respectivamente. Essas O-glicosilacBes estdo em uma regido entre dominios denominada
linker, que é um dominio semelhante a mucinas. Esse carater de mucina confere elasticidade a
essa regido, sendo ela também responsavel pela estabilidade frente a proteases e pelo
dobramento correto dessas proteinas.

Em 8 das 9 sequéncias de quitinases do genoma de R. prolixus encontramos 0s
residuos cataliticos conservados que sdo responsaveis pela reacdo de hidrélise da ligacao
glicosidica e que ficam no sitio ativo da enzima. A Unica sequéncia que ndo apresentou 0s
residuos cataliticos conservados foi a sequéncia RpCht8, que é provavelmente um fator de
crescimento de disco imaginal (IDGF), com funcéo promotora de crescimento.

Comparando a quantidade de exons das sequéncias de R. prolixus com as sequéncias
de Anopheles gambiae, Aedes aegypti e Pediculus humanus de cada um dos grupos da arvore
filogenética (figura 4.12), observamos em RpChtl 46 exons, enquanto AaCht10 e AgChtl0
possuem 9 exons, enquanto a sequéncia PhCht4 se aproxima mais com 34 exons. RpCht2 tem
18 exons, mesma quantidade que PhCht5, embora AaCht6 tenha apenas 9 exons. RpCht4
possui 7 exons, enquanto AaChtl2 e AgChtl2 possuem 5 exons. RpCht5 possui 7 exons,
enquanto AaCht2 e AgCht2 possuem 6 e 4 exons respectivamente, entretanto a sequéncia
PhCht3 possui a mesma quantidade de exons que a sequéncia de R. prolixus. RpCht6 possui 9
exons, mesma quantidade que PhCht7, embora AaCht5-1 e AgCht5-1 tenham 6 e 5 exons
respectivamente. RpCht7 com 7 exons, PhCht6 com 6 exons, Ag Chtll com 5 e AaChtll



com 4 exons, variando de 4 a 7 exons nesse grupo. RpCht8 possui 7 exons, enquanto AalDGF
e AgIDGF possuem apenas 3 exons. RpCht9 possui 17 exons, enquanto AaCht7 e AgCht7
possuem 8 exons, entretando a sequéncia PhCht2 tem 16 exons. Com base nessas analises,
concluimos que o ndmero de exons das sequéncias de R. prolixus se assemelha mais as
quantidades observadas em Pediculus do que a em Anopheles ou Aedes.

Com relacéo aos dominios cataliticos da familia GH18, fizemos uma comparacéo com
todas as sequéncias utilizadas na arvore que se encaixaram em algum grupo das quitinases.
para o gene RpChtl encontramos 5 dominios cataliticos, o que € coerente com o grupo Il ao
qual pertence, que possui 4 ou 5 dominios cataliticos. O RpCht9 possui 2 dominios cataliticos,
mesma quantidade das demais sequencias do grupo Ill. RpCht4 pertence ao grupo IV que
possui 1 ou 2 dominios cataliticos, sendo para a sequéncia de Rhodnius um dominio GH18.
RpCht2, RpCht5, RpCht6, RpCht7 e RpCht8 pertencentes aos grupos VI, VII, I, VIl e V
respectivamente, possuem um dominio catalitico assim como as demais sequéncias desses
grupos.

As sequéncias de quitinases RpCht4, RpCht5, RpCht7 e RpCht8 ndo possuem dominio
de ligacdo a quitina (CBD), assim como as sequéncias homdlogas de A. gambiae, A. aegypti e
P. humanus. As sequéncias RpCht6 e RpCht9 possuem um CBD, mesma quantidade que as
outras sequencias de seus grupos. J& RpCht2 possui 2 CBDs em um grupo onde as sequéncias
possuem 1 ou 2 CBDs. Do mesmo modo, RpChtl possui 5 CBDs, em um grupo com variacao
de 4 a 5 CBDs. Deste modo observamos que a quantidade de CBDs das sequéncias de
Rhodnius sdo compativeis com a de seus homologos.

A andlise da expressao génica nos permitiu observar a auséncia de uma quitinase
exclusiva de ovo. Ainda que RpCht9 seja significativamente mais expressa em ovo que 0S
demais genes, também ¢ altamente expressa nos estadios de ninfa. Exclusivo para as fases de
ninfa temos o gene RpCht6 que ndo é expresso em insetos adultos. Como nos adultos nao
ocorre a ecdise, esse gene deve estar relacionado com o horménio ecdisona, responsavel pela
muda, o que é coerente com o fato de RpCht6 pertencer ao grupo | das quitinases cuja funcéo
esta associada com a hidrolise da quitina durante a preparagio para a muda. E possivel que a
expressdo desse gene seja alterada por compostos do tipo IGR (Insect Growth Regulators),
como Azadiractina, Triflubenzuron, entre outros (Henriques et al., 2016). N&o foi observado
nenhuma quitinase exclusiva de adultos machos ou de fémeas. Entretanto, embora ndo seja
significativo, observamos uma expressdo de RpChtl, RpCht5 e RpCht7 maior em machos

guando comparado a Fémeas.



N&o foi possivel ver o predominio de nenhuma isoforma isolada na maioria dos
tecidos de R. prolixus. RIBEIRO J. M. ET AL. (2014) encontraram uma expressao
significativa no intestino de R. prolixus de uma quitinase do grupo V, que corresponde a nossa
RpCht8. Mesmo que ndo tenhamos obtido uma diferenca significativa do gene RpCht8
qguando comparado com as outras 8 sequéncias de quitinases, pudemos observar que 0 gene
RpCht8 é um dos genes mais expressos e encontramos diferencas significativas (p<0,05)
quando comparamos o gene RpCht8 com 0s genes menos expressos em cada tecido.

O estudo de quitinase em Lutzomyia longipalpis (MORAES C. S. 2014) encontrou
diferentes padrBes de expressao ao longo dos estadios de desenvolvimento e em diferentes
tecidos para alguns genes de quitinase. O gene LIChti2 pertencente ao grupo VIII das
quitinases, cujo papel funcional ndo esta claro, assim como nosso RpCht7 do mesmo grupo,
ndo mostrou diferencas significativas entre os estadios de desenvolvimento ou tecidos,
(Figuras suplementares 1 e 2, respectivamente) o que é condizente com o0s resultados
encontrados neste trabalho.

Para confirmarmos a funcdo dos genes de quitinase, optamos por utilizar a técnica de
RNA de interferéncia que tem se mostrado uma importante ferramenta no estudo da funcao
génica. A técnica de RNAI ja foi aplicada em diferentes modelos experimentais como:
Drosophila melanogaster (BELLES, 2010), Tribolium sp. (TOMOYASU ET AL., 2008), R.
prolixus (ARAUJO ET AL., 2006) dentre outros. Como método de insercdo do dsRNA
escolhemos a microinjecdo que nés permitiu um melhor controle do volume injetado e uma
injaria menor, em torno de 0,05 mm de diametro, do que uma injecdo convencional. Além
disso, a eficacia do silenciamento em uma injecdo (~75%) costuma ser maior do que em uma
ingestdo (~42%) (PAIM, R. M. M., 2013).

A eficacia do RNAI depende da capacidade de degradacdo enzimatica de dsRNA na
hemolinfa ou no intestino (WANG K. ET AL., 2016). Em R. prolixus ja foi comprovada a
persisténcia prolongada do efeito do silenciamento e sua transmissdo para a proxima geracdo
quando a injecdo for em ninfas de quinto estadio (PAIM, R. M. M., 2013).

No silenciamento dos genes de quitinase obtivemos sucesso com 0s genes RpCht3 e
RpCht7 com uma reducdo na expressao de aproximadamente 80%. J& para o gene RpCht2 nédo
foi possivel silencia-lo com o fragmento de dsRNA utilizado, sendo necessario o desenho de
novos iniciadores e sintese de dsRNA correspondente a outra regido do gene. Com relacao aos
genes RpCht9 e RpCht8, obtivemos uma reducéo da expresséo de aproximadamente 20 e 15%
respectivamente, o que nao é suficiente para analise do fendtipo. Para esses genes seria

interessante confirmar a porcentagem de silenciamento por gPCR e, caso se mantenha baixa,



redesenhar os iniciadores para o0 dSRNA como no gene RpCht2. Para os genes RpCht4 e
RpCht6 observamos uma superexpressao dos genes 48h ap0s a injecdo do dsRNA, de 55% e
69%, respectivamente. E possivel que com 24h esses genes tenham sido silenciados, e sofrido
algum tipo de regulagéo em resposta ao silenciamento, resultando na superexpressdo em 48h.
Um fenbmeno semelhante ja foi observado em Caenorhabditis elegans (YING LIU, 2014).

Nos escolhemos o gene RpCht7 para andlise do fendtipo pois ja na fase de teste com
observacao de apenas 48h percebemos uma maior mortalidade neste grupo. Além disso, o
gene RpCht7 pertence ao grupo VIII das quitinases, o qual ndo possui um papel funcional
claro descrito na literatura. Até o momento existe apenas um trabalho de silenciamento de
quitinase do grupo VIII, do gene NICht2 no hemiptera Nilaparvata lugens (XI, Y. ET AL.,
2015), onde ndo foi possivel determinar um papel funcional. NICht2 é expresso em todas as
fases de desenvolvimento com ligeiras alteracfes, e é principalmente expresso nos 6rgdos
reprodutores femininos em adultos, e sua inibicdo nao altera a morfologia e sobrevivéncia do
inseto.

O primeiro parametro de fendtipo avaliado foi a mortalidade em ninfas de quinto
estadio de R. prolixus apos a injecdo com dsRpCht7 e dsGFP, durante 15 dias. Nesse periodo
notamos uma mortalidade cerca de 2 vezes maior nos insetos injetados com dsRpCht7 quando
comparados com o0s insetos controle. O fendtipo de letalidade ja foi observado nos
lepidopteras Mythimna separata para 0s genes MseChtl e MseCht2 (BUDAO CAO ET AL.,
2017), Helicoverpa armigera para o gene HaChi (MAMTA ET AL., 2016) e no orthoptera
Locusta migratoria para o gene LmCht5-1 (LI, D. ET AL, 2015). Entretanto, esses fenotipos
estdo relacionados a reducdo de peso corporal e deformidades no desenvolvimento e muda,
respectivamente. Nenhum desses fenotipos foi observado apo6s o silenciamento de RpCht7.
Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para compreender como a supressdo do gene
RpCht7 afeta o inseto culminando em sua morte.

A ingestdo sanguinea, diurese e digestdo foram avaliadas através do peso corporal do
inseto e ndo observamos diferencgas entre os pesos dos insetos controle e experimentais. Dessa
maneira, podemos concluir que a funcdo do gene RpCht7 néo esta relacionada com a ingestao
sanguinea, diurese e com a digestdo de um modo geral. De qualquer maneira, seria
interessante realizar a quantificacdo de carboidratos, proteinas e lipidios do bolo alimentar ao
longo do processo da digestdo, para ter um retrato mais detalhado dessas funges fisioldgicas.

Durante a troca da cuticula das ninfas de quinto estadio para adulto, percebemos que
alguns insetos ficavam presos na exlivia e outros ficavam deformados, por isso

contabilizamos esses defeitos na muda para saber se a causa deles era o silenciamento do gene



RpCht7. Embora a porcentagem de deformidades seja maior nos insetos tratados com
dsRpCht7 (25%) do que com dsGFP (20%), a diferenca ndo é significativa. Além disso, ndo
houve atraso no tempo de ecdise e ndo foi possivel observar diferencas na porcentagem de
insetos que mudaram de quinto estadio para adulto. Em ambos os grupos, injetados com
dsRpCht7 ou dsGFP, a quantidade de insetos que viraram adultos foi de aproximadamente
60%. Levando em consideracdo esses trés fatores: tempo de ecdise, porcentagem de ecdise e
defeitos na muda, deduzimos que a funcdo de RpCht7 nédo esta relacionada com a ecdise em
R. prolixus.

O parametro razao sexual foi avaliado com o proposito de ver diferencas no nimero de
machos e fémeas, verificando assim se o silenciamento do gene RpCht7 afetava
preferencialmente um dos géneros. Obtivemos 45% de fémeas e 55% de machos em ambos 0s
grupos, injetados com dsRpCht7 ou dsGFP, logo, inferimos que o gene RpCh7 néo afeta a
razao sexual.

Observamos a média de ovos colocados por fémea, para checar se existia diferenca
entre a quantidade de ovos colocados pelo grupo injetado com dsRpCht7 ou dsGFP. A
quantidade de sangue ingerida pelos insetos foi a mesma (Figura 4.25), eliminando assim este
fator de ser a causa da diferenca no nimero de ovos. Nosso grupo controle colocou uma
média de 33 ovos por fémea enquanto o experimental apenas 22 ovos por fémea, uma
diferenca significativa (p<0.05) entre os grupos, com uma reducédo de 34% na quantidade de
ovos colocados pelos insetos injetados com dsRpCht7. Além disso, observando a cinética de
ovoposicao (Figura 4.27) notamos que a diferenca no nimero de ovos ocorre a partir de 14~20
dias ap6s a alimentacdo. Esse mesmo fendtipo de reducdo na quantidade de ovos postos foi
observado no silenciamento da quitinase Bx-chi-7, do nematddeo Bursaphelenchus xylophilus
(JU, Y. ET AL, 2016), e no silenciamento da quitina sintase RpCHS em R. prolixus
(MANSUR J. F. ET AL., 2014). A reducdo no numero de ovos postos sugere que a funcdo do
gene RpCht7 é importante para ovoposicdo. Entretanto, sua funcdo ndo esté relacionada com a
eclosdo dos ovos, uma vez que o tempo médio de eclosdo foi de 30 dias para ambos 0s grupos
e ndo ha diferenca na porcentagem de ecloséo dos ovos.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar a fungdo do gene RpCht7 de R. prolixus.
E importante avaliar em detalhes os efeitos do silenciamento do gene RpCht7 sobre a
formacdo dos ovos, observar se ha alguma alteracdo morfologica utilizando microscopia
eletronica, contabilizar e medir os odcitos, e realizar qPCR e ensaios enzimaticos de quitinase
a partir dos ovarios para verificar se a atividade do gene RpCht7 é reduzida especificamente

nesse tecido. Entretanto, os resultados desse trabalho sugerem que o silenciamento por RNA



de interferéncia do gene RpCht7 aumenta a mortalidade dos insetos tratados e reduz o numero
de ovos postos, podendo ter um papel importante na fisiologia reprodutiva e ser um alvo

promissor para o controle de insetos que possuam genes homologos a ele.



CONCLUSOES

O genoma de R. prolixus contém 9 genes de quitinase que diferem estruturalmente
entre si e possuem diferentes organizacdes modulares.

Essas quitinases apresentam diferentes padrGes de expressdo e possivelmente papéis
fisiologicos analogos aos de quitinases de outros insetos.

Os genes RpCht3 e RpCht7 sdo passiveis de silenciamento por injecdo do dsRNA
correspondente.

O silenciamento do gene RpCht7 aumentou significativamente a taxa de mortalidade
das ninfas de quinto estadio em jejum.

O gene RpCht7 ndo estd diretamente relacionado a ingestdo sanguinea, diurese e
digestdo em ninfas de quinto estadio de R. prolixus, e também nao esta relacionado
com a ecdise, defeitos na muda, razdo sexual, ingestdo sanguinea em adultos.

O silenciamento gene RpCht7 reduziu o nimero de ovos postos por fémea, mas nao

afetou a porcentagem ou o tempo de ecloséo de ninfas a partir dos ovos postos.



7. ANEXOS

Reapresentacdo dos dados das figuras 4.14 e 4.16 respectivamente, com foco para o
padrdo de expressao do gene RpCht7 durante o desenvolvimento e em diferentes tecidos do

quinto estadio de Rhodnius prolixus.
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Figura suplementar 7.1. Expressdo relativa do gene RpCht7 em diferentes estadios de
desenvolvimento em R. prolixus, obtidos através do programa ImageJ (por densitometria das

bandas). O experimento foi realizado 3 vezes independentemente.

Expressao relativa

Figura suplementar 7.2. Expressdo relativa do gene RpCht7 em diferentes tecidos em ninfas
de quinto estadio de R. prolixus, obtidos através do programa ImageJ (por densitometria das
bandas). SG: glandulas salivares. AM: intestino médio anterior. PM: intestino médio
posterior. HG: intestino posterior. HL: hemolinfa. FB: corpo gorduroso. CC: carcaga. O

experimento foi realizado 3 vezes independentemente.
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