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RESUMO

CABO, Gabrielle Carvalho Miguens. Investigagdo do neuropeptideo F curto (sNPF) e de seu
receptor (SNPFR) em tecidos de Rhodnius prolixus: implicagdes no controle do vetor da doenga
de Chagas. Rio de Janeiro, 2025. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Margo, 2025.

Os neuropeptideos regulam processos fisiolégicos em artrépodes, como alimentacdo e
comportamento. Produzidos principalmente no sistema nervoso central, eles interagem com
receptores acoplados a proteina G (GPCR), desencadeando cascatas de sinalizagdo celular.
Entre eles, o short neuropeptide F (sNPF), e seu receptor sSNPFR, destacam-se por regular
alimentagdo e imunidade, possuindo conservagdo evolutiva e similaridade funcional com o
neuropeptideo Y (NPY) de vertebrados. Em Rhodnius prolixus, uma Unica proteina precursora
gera uma forma ativa de sNPF. Contudo, a sequéncia codificante do receptor ainda ndo esta
completamente elucidada. Em insetos hemat6fagos, compreender a busca pela alimentagédo ¢
crucial para estratégias de controle vetorial. Diferente do que ocorre em outros insetos, no
genoma de R. prolixus estdo anotados trés genes contiguos parciais (RPRC002266,
RPRC002268 e RPRC002269) associados ao receptor sSNPFR. Assim, este estudo tem como
objetivo identificar a sequéncia completa do SNPFR, realizar uma analise in silico das proteinas
sNPF e sNPFR, incluindo a modelagem tridimensional de suas estruturas e a predi¢do da
energia de ligagdo proteina-ligante por docking molecular, além de investigar seus perfis de
expressdo em diferentes tecidos. RNA total foi extraido de tecidos de ninfas, tratado com DNase
I, e transcrito reversamente em cDNA. Reagdes de PCR, com primers especificos para os genes
do sNPFR, amplificaram a sequéncia-alvo, posteriormente clonada e sequenciada. A tradugao
para aminodcidos foi realizada pela ferramenta Expasy. A topologia da proteina foi prevista pelo
DeepTMHMM, enquanto a expressdo génica em diferentes tecidos foi avaliada por qPCR,
utilizando RproRI18S como gene de referéncia. O sequenciamento revelou trés regides
codificantes: o exon 1 presente no gene RPRC002266, o exon 2 no gene RPRC002268 e 0 exon
2 no RPRC002269. A proteina resultante possui sete dominios transmembranares tipicos de
GPCRs, com posi¢des conservadas. A maior parte dos transcritos do sNPFR foi observada no
cérebro, seguido de intestino, tubulo de Malpighi e corpo gorduroso. Transcritos para o sSNPF
foram encontrados no cérebro e corpo gorduroso. Baseado na anota¢do do genoma para o
sNPFR, que mostra 3 genes, podemos estar diante de um evento de frans-splicing, ja
previamente descrito em Hemiptera. A expressdo ampla de SNPFR reforga seu papel fisiologico
diversificado, enquanto o sNPF parece ter fungdes especificas no cérebro e no corpo gorduroso.
Este estudo € o passo inicial para esclarecer a via de sinalizacdo pelo sistema SNPF/sNPFR em
R. prolixus,abrindo novas frentes para o estudo do comportamento deste inseto.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus; neuropeptideo F curto; expressdo génica; trans-splicing.



ABSTRACT

CABO, Gabrielle Carvalho Miguens. Investigation of the short neuropeptide F (sNPF) and its
receptor (SNPFR) in Rhodnius prolixus tissues: implications for Chagas disease vector control.

Rio de Janeiro, 2025. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica) — Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Margo, 2025.

Neuropeptides regulate physiological processes in arthropods, such as feeding and behavior.
Primarily produced in the central nervous system, they interact with G protein-coupled
receptors (GPCRs), triggering intracellular signaling cascades. Among them, the short
neuropeptide F (sNPF) and its receptor, SNPFR, stand out for their role in regulating feeding
and immunity, exhibiting evolutionary conservation and functional similarity to the vertebrate
neuropeptide Y (NPY). In Rhodnius prolixus, a single precursor protein generates an active
form of sNPF. However, the coding sequence of its receptor remains incompletely elucidated.
In hematophagous insects, understanding feeding behavior is crucial for vector control
strategies. Unlike other insects, the R. prolixus genome contains three contiguous partial genes
(RPRC002266, RPRC002268, and RPRC002269) associated with the SNPFR receptor. Thus,
this study aims to identify the complete sequence of SNPFR, perform an in silico analysis of the
sNPF and sNPFR proteins—including three-dimensional modeling of their structures and the
prediction of protein-ligand binding energy via molecular docking—as well as investigate their
expression profiles in different tissues. Total RNA was extracted from nymph tissues, treated
with DNase I, and reverse-transcribed into cDNA. PCR reactions using specific primers for
sNPFR genes amplified the target sequence, which was subsequently cloned and sequenced.
Amino acid translation was performed using the Expasy tool. Protein topology was predicted
using DeepTMHMM, while gene expression in different tissues was evaluated by qPCR, with
RproR18S as the reference gene. Sequencing revealed three coding regions: exon 1 in the
RPRC002266 gene, exon 2 in RPRC002268, and exon 2 in RPRC002269. The resulting protein
contains seven transmembrane domains, characteristic of GPCRs, with conserved positions.
The highest sNPFR transcript levels were observed in the brain, followed by the gut,
Malpighian tubule, and fat body. Transcripts for SNPF were found in the brain and fat body.
Based on the genome annotation showing three genes for SNPFR, this may represent a trans-
splicing event, which has been previously described in Hemiptera. The broad expression of
sNPFR reinforces its diverse physiological role, while sNPF appears to have more specific
functions in the brain and fat body. This study represents an initial step toward elucidating the
sNPF/sNPFR signaling pathway in R. prolixus, opening new avenues for studying the behavior
of this insect.

Keywords: Rhodnius prolixus; short neuropeptide F; gene expression; trans splicing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Rhodnius prolixus

Rhodnius prolixus (Ordem: Hemiptera), popularmente conhecido como barbeiro, é um
inseto triatomineo e um dos principais vetores da Doenca de Chagas (DC). Juntamente com
Triatoma infestans, 1. brasiliensis e Panstrongylus megistus (Almeida; Lima; Costa, 2014), é
uma das espécies domiciliadas que ocorrem no Brasil. Em ecotopos artificiais, esses insetos se
abrigam em galinheiros, celeiros, pocilgas e se alimentam do sangue dos hospedeiros

vertebrados de sangue quente que ali residem, incluindo o ser humano.

O ciclo biologico de R. prolixus conta com ovo, cinco fases de ninfa e a fase adulta,
quando ocorre a formagdo das asas e a maturacgdo sexual (Figura 1). Para completar cada muda,
0 inseto necessita de um repasto sanguineo, essencial para obter os nutrientes necessarios para
a ecdise e producio de ovos. E durante a alimenta¢io que o inseto contaminado transmite o
protozoario Trypanosoma cruzi, agente etiologico da DC. Assim, a alimentagdo desses insetos
possui grande relevancia sanitaria, especialmente porque a maior incidéncia da doenga ¢
observada nas regides Norte ¢ Nordeste do Brasil, principalmente em locais onde hd maior
disparidade socioecondmica (Pereira ef al., 2015). Embora R. prolixus seja considerado
hematofago estrito, observou-se que suas ninfas também sdo capazes de ingerir diferentes
solugdes de acticar (Costa et al., 2024). Esse achado sugere que, na natureza, esses insetos

podem obter energia ndo apenas do sangue, mas também pela ingestdo de agticares.
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Figura 1 — Ciclo biolégico de Rhodnius prolixus. Inicialmente, uma fémea adulta faz a postura dos ovos, que
eclodem em ninfa de 1° estadio. Por se tratar de um inseto hemimetabolo, o inseto passa por mais quatro estadios
ninfais, tendo caracteristicas semelhantes ao estadio adulto, exceto a presenca de asas e a maturagéo sexual. Apos
o ultimo estadio ninfal, ha a emergéncia em adultos.

Fonte: Adaptado de Nunes-da-Fonseca et al., 2017.

1.2 DOENCA DE CHAGAS

O primeiro caso da DC foi descrito em 1909, quando Carlos Chagas identificou a
infec¢@o em uma crianga de 2 anos, em Minas Gerais (Lidani e al., 2019). Apesar dos sintomas
leves observados na fase aguda, a fase cronica - que costuma ocorrer entre 10 e 15 anos apos a
infecgdo - afeta principalmente o coragdo e o trato digestivo, impactando significativamente a
qualidade de vida dos individuos acometidos (Gullo et al., 2012; Simdes et al., 2018). Por se
tratar de uma doenga tropical negligenciada, ainda ndo ha perspectiva de vacinas. Assim, o
controle da DC é baseado exclusivamente na preven¢do da transmissdo, incluindo melhorias
habitacionais em regides endémicas e o combate quimico ao vetor (Dias, 2007). O ciclo dessa
zoonose ¢ mantido entre vertebrados e insetos triatomineos que desempenham um papel crucial
na transmissio do 7. cruzi. Em areas endémicas, a forma mais comum de transmissdo ocorre
por via vetorial, frequentemente por meio da ingestdo acidental de partes de triatomineos

contaminados (Figura 2) (Franco-Paredes ef al., 2020; Santos ef al., 2024).
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Figura 2 — Formas de transmissido do 7. cruzi. A figura compara as formas de transmissdo oral, vetorial,
acidental, congenital e por transfusdo sanguinea em dois periodos diferentes (Periodo 1: 2001-2006 e Periodo 2:
2007-2021).

v L
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‘ 0, 0,
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S
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A %

Congénita

Periodo 2

Fonte: Adaptado de Santos ef al., 2024.

Contudo, ndo existe uma estratégia eficaz de controle populacional dos triatomineos,
que poderia ser uma forte aliada na reducéo da incidéncia da doenga. Diante desse cendrio,
torna-se essencial desenvolver estratégias de controle que levem em consideracédo a fisiologia
do inseto-alvo, buscando minimizar o impacto ambiental do uso de inseticidas e contornar a
baixa eficacia dos repelentes de protecdo individual contra o R. prolixus (Franco et al., 2018).
Uma abordagem promissora envolve “confundir” a comunicagdo quimica desses insetos com o

ambiente, de maneira mais especifica e sustentavel.
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1.3 COMUNICACAO QUIMICA

A sobrevivéncia dos insetos depende basicamente de seu comportamento, o qual é
mediado pela interpreta¢do de estimulos (mecanicos, visuais, térmicos e quimicos) detectados
por células especializadas que compdem o sistema nervoso periférico (Gullan; Cranston, 2017).
Entre esses estimulos, a quimiorrecep¢do de odores e feromodnios, que ocorre principalmente

nas antenas, envolve uma complexa cascata de eventos celulares (Hansson; Stensmyr, 2011).

A resposta comportamental dos insetos se inicia quando odores, que sdo compostos
volateis orgéanicos (COVs) presentes no ambiente atravessam os poros das sensilas das antenas
e sdo capturados pelas proteinas ligadoras de odor (OBP) ou de feromonio (PBPs) (Brito;
Moreira; Melo, 2016). Essas OBPs/PBPs sdo pequenas proteinas soluveis responsaveis por
transportar COVss até um complexo proteico heteromérico composto por um receptor olfativo
(OR) e o correceptor olfativo (Orco) que estdo expressos nos dendritos das membranas dos
neurdnios sensoriais olfativos, na propor¢do de 1:3, respectivamente (Zhao et al., 2024). A
ligagdo do odor ao OR desencadeia uma cascata de sinalizacdo celular, culminando na
propagac¢do do impulso nervoso até o sistema nervoso central (Figura 3). A informagdo quimica,
transformada em impulso elétrico, leva o inseto a exibir uma resposta comportamental, sendo
que a correta interpretagdo dos estimulos ambientais ¢ fundamental para a identificacdo de
hospedeiros, parceiros sexuais, locais de postura de ovos, entre outros comportamentos

essenciais para a sua sobrevivéncia (Brito; Moreira; Melo, 2016).

O papel do Orco nesse processo ¢ bem estabelecido em diferentes insetos (Costa-da-
Silva et al., 2024; Paulo et al., 2021; Trible et al., 2017). Em R. prolixus, por exemplo, o
silenciamento do Orco resulta na incapacidade do inseto de localizar o hospedeiro, na redugéo
do consumo de sangue e na diminui¢do da taxa de ecdise (Franco ef al., 2016). No entanto, a
necessidade pela procura do alimento (sangue) ocorre por meio de outra via de sinalizag@o, a

via neuroendocrina.
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Figura 3 — Desenho esquematico da olfaciio em insetos. O estimulo quimico penetra a cuticula das sensilas
olfativas, sfio transportados por uma proteina ligadora de odor (OBP) ou de feromdnio (PBP) até o complexo
proteico receptor olfativo (OR)-correceptor olfativo (Orco), onde o OR ¢ ativado e ocorre a transdugéo do sinal,
que provoca uma resposta comportamental.
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Fonte: Brito; Moreira; Melo, 2016.

1.4 SISTEMA NEUROENDOCRINO

Além da sinalizagdo olfativa mediada pelo Orco, que desempenha um papel
fundamental na deteccdo de COVs e na modulacdo do comportamento alimentar (Franco et al.,
2016), outros mecanismos neuroenddcrinos também s3o fundamentais na regulagdo desse
comportamento nos insetos. Um exemplo € o neuropeptideo F curto (sNPF) e seu receptor
(sNPFR), que pertence a familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR) (Caers et al.,
2012; Zhou et al., 2024). Esses componentes estdo envolvidos no estimulo da alimentacéo,
influenciando diretamente a resposta comportamental do inseto diante de sinais alimentares

(Gullan; Cranston, 2017; Zhao et al., 2025).

O neuropeptideo F curto (sSNPF) se liga ao seu receptor sSNPFR, juntos, participam de

varios processos fisioldgicos, incluindo a modulagdo da sinalizagdo sensorial. A relagdo entre o
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sNPFR e o Orco tem atraido crescente aten¢do no campo da fisiologia de insetos, especialmente
no entendimento dos mecanismos de sinalizacdo olfativa (Cholewinski et al., 2024). Estudos
recentes destacaram a localizagdo e a interagdo funcional entre esses dois receptores nas antenas

de diversas espécies de insetos (Li ef al., 2022).

No contexto do processamento olfativo, a co-localizagdo de SNPFR e Orco nas antenas
de insetos como Bactrocera dorsalis, sugere que o sSNPFR pode desempenhar um papel
importante na modulagéo da atividade dos NSOs que expressam Orco, o que € essencial para o
funcionamento dos ORs (Cholewinski et al., 2024). Essa interacdo entre SNPFR e Orco tem
implicagdes funcionais significativas. Ela pode levar a respostas aumentadas ou diminuidas a
estimulos olfativos, dependendo da sinalizacdo mediada pelo SNPFR. Essa modulagéo € crucial
para os comportamentos adaptativos dos insetos, como a busca por alimentos e o acasalamento,
que, como discutido anteriormente, dependem fortemente da interpretagdo de sinais olfativos.
Assim, a intera¢do entre a sinalizacdo olfativa mediada por Orco e 0s mecanismos
neuroenddécrinos como o sistema SNPF/sNPFR contribui para a complexidade do

comportamento alimentar e reprodutivo dos insetos (Cholewinski et al., 2024).

A primeira identificagdo do sNPF foi descrita no mosquito Aedes aegypti, onde foi
designado como "peptideos da cabeca de Aedes" (Nissel et al., 2008). Essa descoberta marcou
um avango significativo no entendimento da sinalizacdo de neuropeptideos em insetos, pois
destacou a presenga do sSNPF no SNC e seus papéis potenciais em varios processos fisioldgicos.
Desde entdo, a caracterizagdo do sNPF se expandiu, revelando seu envolvimento em diversas
funcdes essenciais, como a regulacdo da alimentagdo e os ritmos circadianos (Dillen ef al.,
2013, 2014). Além disso, a ampla distribui¢do desse neuropeptideo em vdrias espécies de
insetos sugere uma conservagao evolutiva e funcional em diferentes taxons (Fadda ef al., 2019b;

Nagata et al., 2012).

Por exemplo, no gafanhoto do deserto, Schistocerca gregdria, foi demonstrado que o
sNPF exerce um efeito inibitorio sobre o comportamento alimentar (Dilln ez al., 2014). Em
insetos sociais, como as abelhas meliferas, o aumento artificial de SNPF causou o aumento do
apetite visual e sensibilidade para estimulos olfativos (Bestea et al., 2021, 2022). Para além da
funcdo na alimentacdo, foi relatado que sNPF regula a fungdo reprodutiva em o6rgéos

reprodutivos masculinos da larva-da-farinha, Tenebrio molitor (Marciniaket al., 2020).

Em R. prolixus, um tnico neuropeptideo F curto (sNPF) é processado a partir de uma

proteina precursora, diferentemente de Aedes aegypti (Liesch; Bellani; Vosshall, 2013),
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Drosophila melanogaster (Broeck, 2001) e Apis mellifera (Hummon et al., 2006), que geram
multiplos sNPFs a partir de um tnico proneuropeptideo. No entanto, assim como em outras
espécies de artrdpodes, a sequéncia desse neuropeptideo é altamente conservada, apresentando

os seguintes aminoacidos: RxPXLRLRF-amida (Fadda et al., 2019).

O processamento dos proneuropeptideos ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) ao longo das vias secretérias, onde as proteinas precursoras sofrem clivagem
endoproteolitica em residuos de aminoacidos basicos, geralmente organizados em pares ou
trios. Apos essa clivagem, uma carboxipeptidase remove os residuos resultantes, levando a
formacdo do peptideo maduro. Caso a extremidade carboxilica contenha uma glicina, ocorre
uma modificag@o pds-traducional na qual essa glicina € removida e o terminal convertido em
uma amida pela acdo da enzima peptidil-glicina-a-amidagdo monooxigenase (PAM) (Sossin;
Fisher; Scheller, 1989). Essa modificagéo € essencial para a estabilidade e a atividade bioldgica
do sNPF, garantindo sua funcionalidade nos processos de sinalizagdo neuroenddcrina e na

regulagdo do comportamento alimentar.

A atividade fisiologica de neuropeptideos como o sSNPF em R. prolixus tem sido
associada a regulagdo da motilidade intestinal e a absor¢do de nutrientes, destacando sua
importancia no ciclo de vida do inseto (Gonzalez; Orchard, 2009). Além disso, a identifica¢do
de precursores de neuropeptideos em R. prolixus ampliou o conhecimento sobre seu sistema
neuroenddcrino. Estudos revelaram uma diversidade de neuropeptideos, incluindo o sNPF,
envolvidos na regulacdo de processos fisiologicos essenciais, como diurese e contra¢do
muscular (Ons ef al., 2011). A presenga de sNPF e de seu receptor em R. prolixus sugere uma
funcdo conservada entre diferentes espécies de insetos, onde esse neuropeptideo pode atuar na
regulacdo da homeostase energética e de fungdes reprodutivas (Orchard et al., 2023). Essa
conservacdo funcional ¢ particularmente relevante para insetos hematdfagos, como o R.
prolixus, devido as altas demandas energéticas associadas a alimentacdo sanguinea e a

subsequente producdo de ovos.

Portanto, compreender a interrelagdo entre os neuropeptideos, seus receptores € o
correceptor olfativo (Orco) é fundamental para elucidar as intera¢des do inseto com o ambiente
e seu hospedeiro. Estudos indicam que o sistema sNPF/sNPFR pode influenciar diretamente o
comportamento alimentar (Amir et al., 2022; Dillen et al., 2014) e as interagdes entre o vetor e
o hospedeiro (Christ et al., 2017), tornando-se, assim, um alvo promissor para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo estudar o neuropeptideo F curto (sNPF) e seu receptor
(sNPFR) em Rhodnius prolixus, analisando a expressdo relativa de ambos, além de caracterizar
a sequéncia completa do sNPFR e suas caracteristicas fisico-quimicas determinando os

aminodcidos que fazem parte do sitio de ligagdo com o sNPF por meio de andlises in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar, por qPCR, o perfil de expressdo dos genes sNPFR e sNPF em

diferentes tecidos de R. prolixus;
e Obter a sequéncia completa do transcrito do receptor SNPFR de R. prolixus.

e Caracterizar a proteina codificada pelo sNPFR, incluindo predi¢do de dominios

funcionais, estrutura tridimensional e andlise filogenética.

e Desenvolver um modelo tridimensional do sSNPF para ancoramento molecular e

analise de interagdo com o sSNPFR;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CRIACAO E MANUTENCAO DE Rhodnius prolixus

Os insetos foram mantidos em uma colonia de R. prolixus, a 28°C e umidade relativa de
75-85%, respeitando o fotoperiodo de 12 h em fase de luz e 12h em fase de escuriddo. Todos
os insetos foram alimentados com sangue de coelhos, em intervalos de trés semanas. Os
protocolos de experimentagdo animal foram realizados respeitando as diretrizes da Comissao
de Avaliagdo do Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(CAUAP/UFRIJ, Processo#01200.001568/2013-87), baseados no Guia do Instituto Nacional de
Satde e Uso de Animais de Laboratorio (ISB#309-05377-3). Os funcionarios técnicos do
biotério dos coelhos seguiram estritas regras de manejo com os animais, respeitando a

periodicidade de manipulagdo de cada individuo.

3.2 DISSECCAO DOS INSETOS

Foram dissecadas ninfas de 5° estddio (N5) no dia anterior ao repasto sanguineo (3-5
semanas apos a ultima alimentacdo). Inicialmente, os insetos foram mantidos por 3 min no
congelador para permanecerem iméveis. Com o auxilio de pingas, foram retiradas probdscides,
pares de antenas e patas. Com uma das pingas, o inseto foi imobilizado na posi¢do ventral e, a
partir de incisdes nas laterais do abdomen com tesoura cirurgica curva, o contetido abdominal
foi exposto. Em seguida, foram retirados o intestino (anterior, médio e posterior), tibulos de
Malpighi e corpo gorduroso. Todo o contetudo do intestino foi retirado com a pinga. Todos os

tecidos foram lavados em solugdo salina 0,9% gelada.
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3.3 DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Os oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1) foram desenhados utilizando-se a

ferramenta online Primer3Plus (https://www.primer3plus.com/), segundo critérios de qualidade

descritos em THORTON & BASU (2011). A formagdo de estruturas secundérias, temperatura
de melting (Tm) e conteudo de GC (GC%) foram previstas com a ferramenta OligoAnalyer™

Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados em reagdes de PCR

Identificacao Iniciador Sequéncia (5°-3’) Produto de PCR T
(pb) (°C)
Primer A Senso CGTAGTCGGTAGGAATCGTGCT 843 60
Primer B Anti-senso TCGTTCAGCCAAGCGTATAA
sNPF Senso CTCCTGGGCTCACAAAGTT 91 56
Anti-senso CTGAAGGAAGGTGGGATCAT
sNPFR Senso CGTAGTCGGTAGGAATCGTGCT 60
Anti-senso GTGTAAATGGTACAGCCAATGTGC 103
Rpro-R18S_F Senso TCGGCCAACAAAAGTACACA 60
Anti-senso TGTCGGTGTAACTGGCATGT 104

3.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL

O processo de extracdo do RNA total foi realizado a partir dos tecidos coletados durante
a dissecag¢do dos insetos. Inicialmente, todos os tubos passaram por uma etapa de congelamento
em nitrogénio liquido e macerag@o com pistilos autoclavados. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas em TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, EUA) (100 uL/mg de amostra) e incubadas
por 5 min em temperatura ambiente para completa dissociacdo do complexo de nucleoproteinas.
Logo apos, foi adicionada uma aliquota de cloroféormio (20% do volume de TRIzol inicial),
seguida de agitacdo em vortex por 30 seg e incubacdo por 5 min em temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas por 15 min, a 12000 g, a 4 °C. Nessa etapa, ocorreu a separagio
das fases aquosa, menos densa; intermediaria e compacta, contendo DNA; e organica, mais

densa, contendo fenol-cloroférmio.
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A fase aquosa, na qual o RNA total esta disperso, foi coletada em um novo tubo de 1,5
mL, cuidadosamente, para evitar contaminagdo com as outras fases da mistura. A esse novo
tubo foi adicionado isopropanol em volume correspondente a 1,5 vezes o volume recuperado
da fase aquosa. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 min a -20 °C e, apds esse
periodo, centrifugadas por 10 min em velocidade méaxima (g ou rpm), a 4 °C. O RNA total foi
precipitado em forma de precipitado branco e gelatinoso no fundo dos tubos. O sobrenadante

foi descartado invertendo-se o tubo sobre um pedago de papel absorvente.

Para a lavagem do precipitado de RNA, foi adicionado etanol 75% gelado na proporgéo
de 1:1 em relagdo ao volume de TRIzol utilizado na primeira etapa, seguido de breve agitagdo
em vortex. Em seguida, realizou-se uma centrifugacéo por 5a 10 mina 12.000 g, a 4 °C, seguida
do descarte do sobrenadante. Essa etapa foi repetida pelo menos duas vezes, seguida de uma
ultima lavagem com etanol >85% gelado. Por fim, as amostras foram deixadas para secar em
ar atmosférico dentro do fluxo laminar por até 10 min. Finalmente, o RNA foi reconstituido em

30 pL de agua livre de RNase e DNase.

3.5 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

A quantificacdo de acidos nucleicos foi realizada em espectrofotdmetro NanoDrop One
(ThermoFisher, Waltham, EUA), a 260 nm, utilizando-se 1 plL das amostras para a leitura do
branco (4dgua livre de nucleases) e da concentracdo das amostras. A pureza das amostras foi
determinada pelas razoes de absorbancia em 260/280 nm e 260/230 nm, utilizadas para detectar
a presenca de proteinas e compostos fenodlicos contaminantes, respectivamente. A razdo
A260/A280 para DNA puro foi considerada em torno de 1,8, enquanto para RNA puro, em
torno de 2,0. Ja a razdo A260/230 foi mantida entre 2,0 e 2,2.

3.6 TRATAMENTO DE RNA COM DNASE 1

A fim de eliminar possiveis residuos de DNA genomico, a amostra de RNAt foi tratada

com DNase I, RNase free (1 U/uL) (Promega, Madison, EUA). Inicialmente, foi preparada uma
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mistura contendo 1 pLL de tampao de reagdo (10X Reaction Buffer com MgClo) e 1 uL. da enzima
DNase I para cada uma das amostras de RNA, seguido da distribuicdo de 2 pl. dessa mistura
em cada micro tubo. Posteriormente, foi adicionado 1 pg de RNA, respeitando-se o volume
minimo de 1 pL e maximo de 8 pL. Quando necessario, o volume da mistura foi ajustado até
10 uL com agua livre de nucleases. Em seguida, os tubos foram incubados por 30 min a 37 °C.
Para interromper a reagéo, foi adicionado 1 pl. de EDTA 50 mM e os tubos incubados por 10

min a 65 °C.

3.7 SINTESE DA FITA DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

A primeira fita de DNA complementar foi preparada utilizando-se o kit GoScript™
Reverse Transcription Mix, Random Primers (Promega, Madison, EUA). A cada tubo contendo
1 pg de RNA tratado com DNase I, foram adicionados 4 pl. da solucdo tampdo (GoScript
Buffer, Random primers), 2 pl. de enzima (GoScript Enzyme Mix) e 4 pL. de 4gua livre de
nucleases. Por fim, a reac¢do foi incubada em termociclador segundo as etapas de anelamento a

25 °C/5 minutos; extensdo a 42 °C/60 min; e inativagdo a 70 °C/15 min.

3.8 REACAO DE AMPLIFICACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A amplificacdo dos genes de interesse foi realizada a partir das amostras de cDNA
preparadas anteriormente, utilizando o gene Rpro-RI18S como referéncia (MAJEROWICZ et
al., 2011). Para as reagdes semiquantitativas, foi utilizado o kit GoTag® Hot Start Master Mix
(Promega, Madison, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante, em 35 ciclos para genes
de interesse e em 25 ciclos para o gene de referéncia (Rpro-R18S), em termociclador Veriti®

Thermal Cycler - 96 well (Apllied Biosystems, Waltham, EUA).

Para as reagdes de qPCR, foi utilizado o kit SYBR® Green Master Mix (Bio-Rad,
Hercules, EUA), empregando triplicatas bioldgicas e técnicas, durante 35 ciclos e temperatura
de 60 °C. O equipamento utilizado foi um termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR

Detection System (Bio-Rad, Hercules, EUA). As informac¢des de incubagdo (tempo e
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temperatura) estdo expostas na Tabela 2. A expressdo relativa dos genes foi determinada pelo

método 2724 (Livak; Schmittgen, 2001).

Tabela 2 — Protocolo de incubac¢iao das reacdes de amplificacido em cadeia da polimerase

Temperatura Tempo Tempo sciclos
(°O) (PCR) (RT-qPCR)
Desnaturacao inicial 95 2 min 10 min 1
Desnaturacio 95 30 s 15s 1
Anelamento Tm 30s 15s 25 a 40*
Extensao 72 1 min 1 min 1

*Numero de ciclos: 25 a 35 ciclos para PCR e 35 a 40 ciclos para RT-qPCR.

3.9 ANALISE POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TAE pH 8 (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) e corados com GelRed (Biotium, Fremont,
EUA). Cada gel foi registrado em fotodocumentador DNR MiniBIS Pro-Bio-Imaging Systems
(Bio-America Inc., Fort Dodge, EUA).

3.10 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Apés avaliagdo em eletroforese os produtos de PCR selecionados como inserto para a
clonagem molecular foram purificados utilizando-se o kit QIAquick PCR Purification (QIAgen,
Hilden, Alemanha). O produto foi isolado a partir do gel de agarose, utilizando uma lamina. A
cada volume de gel, foram adicionados 5 volumes de solucio tampao fornecida pelo fabricante
e a mistura foi incubada a 50 °C por 10 min, até que todo o gel estivesse dissolvido. Em seguida,
as etapas de ligacdo, lavagem e eluicdo foram realizadas em centrifuga a 13.000 rpm, em

temperatura ambiente.
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3.11 CLONAGEM MOLECULAR E SEQUENCIAMENTO DO sNPFR

O produto de PCR purificado do sNPFR (RPRC002266 — RPRC002269, ver Tabela 1)
foi utilizado como inserto na reag¢do de ligagdo com o vetor plasmidial pGEM®-T Easy
(Promega, Madison, EUA) (Figura 4), que confere resisténcia a ampicilina as células
transformadas. A reacdo foi realizada misturando 5 pl. da solugdo tampéao da enzima T4 ligase,
3 pL de inserto (6,9 ng/ul), 0,6 uL. do vetor (50 ng/uL) e 1 uL da T4 ligase (3 unidades
Weiss/uL), respeitando a razdo 2:1 (inserto:vetor), calculados a partir da equagdo 1. Em

seguida, a reacdo foi incubada a 4° C/16 h, seguida de 16 °C/1 h.

Equacio 1 — Calculo da razio molar de inserto:vetor e da quantidade do inserto (DNA)

quantidade (ng) do vetor X tamanho (kg) do inserto o inserto
tamanho (kb) do vetor vetor

quantidade (ng)do inserto =

Células quimiocompetentes de Escherichia coli IM109 Competent Cells (Promega,
Madison, EUA) foram transformadas com o produto da reacdo de ligacdo por meio do método
do choque térmico. Inicialmente, 1 puL. do produto da ligagdo foi misturado a 5 uL das células
quimiocompetentes. Em seguida, a mistura foi incubada por 30 min no gelo, seguida de
aquecimento a 42 °C por 30 seg, e, por fim, resfriada no gelo por mais 30 seg. Aos tubos, foram
adicionados 250 puL. de meio SOC em temperatura ambiente. As células foram, entdo, incubadas
por 1 h 30 min sob agitagdo a 150 rpm. Apds esse periodo, 250 pL das células transformadas
foram espalhadas em placas contendo meio LB sélido com IPTG, ampicilina e X-gal, e

incubadas em estufa bacterioldgica por 16 h a 37 °C.
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Figura 4 — Mapa do vetor plasmidial pPGEM®-T Easy Vector com os pontos de referéncia.
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Fonte: Promega.

A fim de confirmar o sucesso da ligagao, as colonias brancas foram submetidas a reagao
de PCR. Para isso, treze colonias selecionadas foram tocadas com ponteiras descartaveis
esterilizadas, e misturadas em tubos individuais contendo 10 puL. da mistura reacional de PCR,
com movimentos de cima para baixo, utilizando uma pipeta. Os oligonucleotideos utilizados
foram T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3") e SP6 (5-
ATTTAGGTGACACTATAGAA-3") por 35 ciclos, com temperatura de aneclamento de 52 °C.
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com
GelRed (Biotium, Fremont, EUA), e visualizados no aparelho transiluminador UV DNR
MiniBIS Pro-Bio-Imaging Systems (Bio-America Inc., Fort Dodge, EUA).

Em sequéncia, as ponteiras foram dispensadas em um tubo Falcon contendo 3 mL de
meio LB liquido e ampicilina (100 mg/mL) e incubados a 37 °C por, aproximadamente, 19 h,
para posterior purificacdo e isolamento do DNA plasmidial utilizando o kit QIl4Aprep Spin
Miniprep (QIAgen, Hilden, Alemanha). Ap6s o crescimento, o tubo que apresentou turbidez foi
centrifugado por 3 minutos a 7000 x g, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido em 250 pL da solug¢do tampdo P1 contendo RNase A,

transferido para tubo de microcentrifuga e homogeneizado com agitacdo vigorosa.

Em seguida, foram adicionados 250 uL do tampao P2, e a mistura invertida de 4 a 6
vezes, a fim de completar a lise celular. 350 uLL de tampdo N3 foram adicionados e a mistura

foi invertida até que a solugdo se tornasse turva. Apos essa etapa, a mistura foi centrifugada por
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10 min a 13000 rpm, em temperatura ambiente, ¢ 800 puL. do sobrenadante foram transferidos
para uma coluna fornecida pelo fabricante. Apds centrifugagdo por 1 minuto, a fragdo eluida foi
descartada. A coluna foi lavada com 500 pL de tampédo BP para eliminar quaisquer tragos de

nucleases e de carboidratos, necessario quando utilizando células da série JM.

Logo apds, 750 uL. do tampao PE foram adicionados e a coluna foi centrifugada a 13000
rpm/1 minuto. Novamente, a fragfo eluida foi descartada e a coluna centrifugada em velocidade
maxima por mais 1 minuto. Por fim, a coluna foi posicionada em um novo tubo limpo para a
eluicdo do DNA plasmidial. Foram adicionados 50 puL de 4gua livre de nucleases, deixada em
repouso por 1 minuto e centrifugado por 1 minuto, em temperatura ambiente, a 13000 rpm. A
dosagem da concentragfo foi realizada por espectrometria em NanoDrop One (ThermoFisher,

Waltham, EUA).

O clone selecionado foi sequenciado na Plataforma de Sequenciamento de DNA
(PSEQDNA-UFRIJ) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRIJ, utilizando o
oligonucleotideo iniciador anti-senso pUC/M13 (5’ = CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC -3°),
pelo método da eletroforese capilar de analise de fragmentos (Sanger). O cromatograma foi

analisado no programa UGENE 51.0 (Russia).

3.12 ANALISE FILOGENETICA

Apoés a realizagdo do blastp (banco de dados: non redundant), foram selecionadas
sequéncias de aminoacidos similares, provenientes de outros insetos, com base em valores
minimos de 60% de identidade, 80% de cobertura e e-value de le-115. Mantiveram-se os
critérios de identidade, com minimo de 70% de cobertura e e-value 1e-15, para a realizagdo do

blastp com a proteina precursora de sNPF.

A identificagdo de possiveis peptideos sinalizadores foi realizada com o software online

SignalP 6.0 Server (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), e esses peptideos

foram retirados da sequéncia de Rpro-sNPF antes do alinhamento multiplo de sequéncias

(MSA), que foi realizado no Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).

As relacdes filogenéticas foram feitas por meio do software MEGA 12

(https://www.megasoftware.net/), por meio do método Neighbor-Joining com 1000 repeticdes
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bootstrap. As arvores filogenéticas foram editadas na ferramenta online i7OL

(https://itol.embl.de/) e os alinhamentos de sequéncias editads na ferramenta Jalview

(https://www.jalview.org/).

3.13 ANALISE IN SILICO

A sequéncia prevista para a proteina Rpro-sNPFR foi obtida pela ferramenta de traducao

in silico ExPasy (https://web.expasy.org/translate/). As propriedades fisico-quimicas, como

ponto isoelétrico e peso molecular, foram previstas pela ferramenta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/). O peptideo maduro Rpro-sNPF foi modelado na
ferramenta PEP-FOLD 3 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/). A

topologia da proteina Rpro-sNPFR foi prevista na ferramenta online DeepTMHMM
(https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM). A modelagem de estrutura tridimensional de Rpro-
sNPFR foi realizada pelo método ab initio utilizando o AlphaFold2 (ColabFold2) (MIRDITA

et al., 2022) e o modelo gerado pela modelagem por homologia foi realizado no SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (WATERHOUSE et al., 2018). As estruturas
cristalizadas de NPY2-R ligado a NPY (PDB: 7YOOQ), de Homo sapiens, foi obtida no banco

Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/). A ancoragem (docking) molecular foi

realizada na ferramenta online Dockthor (https://dockthor.Incc.br/v2/). As imagens das

estruturas foram geradas no PyMol (https://www.pymol.org/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO DE TRANSCRITOS EM CONDICAO DE JEJUM

Com o objetivo de identificar os tecidos que apresentam expressdo dos genes sNPF e
sNPFR, foi tragado o perfil de expressdo por meio de PCR semiquantitativo em antenas,
cérebro, intestino, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi. O gene ribossomal R18S
(Majerowicz et al., 2011) foi utilizado como controle para validagdo da integridade dos RNAs.
Por estar presente em todos os tecidos (Figuras 5 e 6), o Rpro-R18S confirmou a qualidade das
amostras e serviu como referéncia para a andlise comparativa da expressdo dos genes de

interesse.

Esses resultados indicaram que o transcrito de sNPF foi detectado no cérebro e corpo
gorduroso (Figura 5). Ja o gene de sNPFR (iniciadores: RPRC002266) mostrou expressdo no

cérebro, intestino, corpo gorduroso e tibulos de Malpighi (Figura 6).

Figura 5 — Perfil de expressdo dos genes Rpro-R18S e Rpro-sNPF. O RNA total foi extraido de ninfas de 5°
estadio, tratados com DNase I e utilizado na reagdo de transcrigdo reversa para sintese de cDNA. As reagdes de
PCR foram realizadas utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene. O gene ribossomal
R18S foi utilizado como controle da integridade de cDNA.

A Cc I CG ™

91 pb sNPF

104 pb R18S
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Figura 6 - Perfil de expressio dos genes Rpro-R18S e Rpro-sNPFR. O RNA total foi extraido de ninfas de 5°
estadio, tratados com DNase I e utilizado na reagdo de transcri¢do reversa para sintese de cDNA. As reagdes de
PCR foram realizadas utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene. O gene ribossomal
R18S foi utilizado como controle da integridade de cDNA.

A c | CG ™

105pb sNPFR

104 pb R18S

Em seguida, foi realizada a analise quantitativa dos transcritos por qPCR, empregando
o método do Ct comparativo (224" (Livak; Schmittgen, 2001) utilizando o gene Rpro-R18S
como referéncia. Como esperado, o cérebro apresentou a maior expressdo relativa de sNPF

(Figura 7a) e sSNPFR (Figura 7b).

Figura 7 - Perfil de expressao relativa do gene codificante SNPF e SNPFR em Rhodnius prolixus. Os ensaios
de gqPCR foram realizados utilizando cDNA de insetos adultos alimentados. a) Expressdo relativa de sNPF,
representados em relagfo ao valor obtido para cérebro (1,0). b) Expressdo relativa de SNPFR, representados em
relagdo ao valor obtido para intestino (1,0). Os valores de Ct obtidos foram normalizados em relagdo ao gene de
referéncia Rpro-R18S e quantificados pelo método comparativo (2-*4%). Os resultados estdo apresentados na forma
de média +/- desvio padrdo para 3 determinagdes independentes. A comparag@o entre os grupos foi realizada
utilizando ANOVA. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significantes (p < 0,05).

a) b)
sNPF sNPFR
1.0+ a 20- I Corpo Gorduroso
B Tubulos de Malpighi
g 0.8 g 15 a B Cérebro
ko kot B Intestino
& 0.6 &
o 9 104
] uy
% 0.4 a
2 e
3 S 5- b
w 0.2+ i b
b b
c c
0.0 — I 04

Estudos anteriores indicam que o sNPF ¢ expresso em diferentes populagdes neuronais
no sistema nervoso central de D. melanogaster (Nidssel et al., 2008), sendo a maioria composta

por interneurénios dos mushroom bodies, estruturas associadas ao processamento de
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informagdes sensoriais (Rehan; Bulova; O’Donnell, 2015). O tamanho dessas estruturas reflete
a capacidade cognitiva dos insetos, influenciando desde a reten¢cdo de memdria até a resposta

aos desafios ambientais e sociais (Watanabe; Kubo, 2015).

Além do seu papel no sistema nervoso central, o sSNPF também estd envolvido na
regulacdo metabodlica e comportamental. Um dos papeis principais de sNPF no corpo
gorduroso, que € 6rgdo principal para estoque de energia em insetos, esta relacionado aos seus

efeitos regulatdrios na homeostase energética (Lee et al., 2004).

No corpo gorduroso de D. melanogaster, a expressdo de SNPFR nas células produtoras
de insulina (CPI) regula a sinalizacdo dos peptideos semelhantes a insulina (ILPs), revelando
mecanismos pelos quais o sNPF participa dos processos fisioldgicos relacionados a
alimentag@o, metabolismo e desenvolvimento (Fadda ef al., 2019). Os hormonios derivados
desse 6rgdo atuam em conjunto com neuropeptideos como o sNPF para modular ndo apenas
processos metabdlicos, mas também respostas comportamentais, como a ingestio de alimentos

(Lee et al., 2004).

Em mamiferos, o neuropeptideo Y sofre um decréscimo em neurdnios orexigénicos no
estado de saciedade via sinaliza¢do da insulina (Mayer; Belsham, 2009). De maneira analoga,
em insetos, o neuropeptideo F curto (sSNPF) desempenha um papel fundamental na regulagio
do estado alimentar e na modulagdo da busca por alimento. A expressdo de sNPF nesses
neurdnios sugere que esse peptideo pode atuar como um modulador dos neuronios sensoriais

olfativos (Nissel ef al., 2008).

Os neurdnios sensoriais olfativos abrigam os receptores olfativos e o correceptor
olfativo (Leal, 2013). Nesse contexto, foi observado que a sensibilidade olfativa é dependente
da sinalizacdo de sNPF, mediada pela produ¢do de ILPs (Root et al., 2011). Esses achados
sugerem que, apos o processamento da proteina precursora no sistema nervoso central, o
neuropeptideo maduro € transportado por meio da hemolinfa até diferentes tecidos do inseto,
como o corpo gorduroso, onde o receptor SNPFR estd presente, em células produtoras de

insulina (Lee ef al., 2008).
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4.2 SEQUENCIA CODIFICANTE DO RECEPTOR DE sNPF

No contexto dos artrépodes, os receptores de neuropeptideos sdo frequentemente
identificados juntamente com seu neuropeptideo correspondente por meio de andlises

genOmicas e transcriptomicas comparativas (Caers et al., 2012; Marciniak et al., 2022).

Em R. prolixus, a andlise transcriptomica do sistema nervoso central revelou a presenga
de receptores acoplados a proteina G (Ons et al., 2016). Entre eles, destaca-se o receptor
sNPFR, cujo provavel ligante endégeno é o neuropeptideo F curto (SNPF). No banco de dados
do genoma de R. prolixus, trés transcritos foram anotados como possiveis componentes do
sNPFR: RPRC002266, RPRC002268 ¢ RPRC002269 (Ons et al., 2016). Diferentemente de
outros insetos, que possuem apenas uma sequéncia codificante para o SNPFR (Mertens et al.,

2002), a presenga de multiplos transcritos em R. prolixus sugere uma complexidade unica.

Os transcritos estdo organizados em sequéncia na mesma regido gendmica, com
RPRC002266 ¢ RPRC002269 anotados na fita reversa e RPRC002268 na fita direta (Figura
8a). Dentre eles, apenas RPRC002266 possui dois exons, enquanto os demais apresentam trés
(Figura 8b). Esses transcritos codificam trés proteinas previstas de 113, 118 e 130 amino4cidos,

correspondentes a RPRC002266, RPRC002268 e RPRC002269, respectivamente.
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Em todos dos insetos nos quais esse receptor foi estudado até o momento, ha um unico
gene que codifica o SNPFR (Amir et al., 2022; Li et al., 2022; Liu et al., 2021). No entanto, em
R. prolixus, foram identificados trés transcritos associados a esse receptor (Ons et al., 2016).
Para investigar a organizagdo desse gene em R. prolixus, foi realizado um alinhamento entre as
proteinas previstas (RPRC002266, RPRC002268 ¢ RPRC002269) com os receptores SNPFR
de Anopheles gambiae (575 aminodcidos) e Aedes aegypti (529 aminoacidos) (Christ et al.,
2018), considerando que ambos sdo vetores de doengas e possuem receptores com tamanho

semelhante.

Ao comparar as sequéncias do sSNPFR de 4. gambiae e A. aegypti com o transcrito
RPRC002266, observou-se uma maior identidade na regido inicial das sequéncias dos
mosquitos (Figura 9), correspondendo as posicdes 94 a 157 em A. gambiae e 63 a 126 em A.
aegypti. Para o transcrito RPRC002268, a correspondéncia foi identificada na regido
intermediaria, entre as posi¢des 160 a 278 em A. gambiae, e 129 a 246 em A. aegypti (Figura
10). Por fim, os aminodcidos mais conservados do RPRC002269 foram localizados entre as

posicdes 268 a 393 de 4. gambiae ¢ 236 a 261 em A. aegypti (Figura 11).
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Apesar de serem trés transcritos, a comparagdo com as sequéncias dos mosquitos sugere
que eles se organizam como parte de um Unico gene. Assim, a proteina SNPFR em R. prolixus
parece ser composta pelo transcrito RPRC002266 na regido inicial, RPRC002268 na porg¢éo
intermediaria e RPRC002269 na regido final, indicando que esses trés transcritos podem ser

processados em uma unica proteina.

A partir dessa analise, foi possivel definir os oligonucleotideos iniciadores utilizados
para elucidar a sequéncia completa do quadro de leitura aberto (ORF) da proteina sSNPFR. Com
base na posi¢do desses oligonucleotideos (Figura 12) e na organizacdo prevista dos transcritos,
estimava-se a amplificagdo de um fragmento de 843 pb, contendo os exons correspondentes a
127 pb do RPRC002266, 357 pb de RPRC002268 e 359 pb do RPRC002269 (Figura 12). No
entanto, o sequenciamento revelou um fragmento de 756 pb, indicando que 87 pb ndo estavam
presentes no RNA maduro.

Figura 12 — Desenho esquematico que representa a amplificacio do fragmento esperado. Cada transcrito esta
representado por uma cor e suas extensdes (pb — pares de base) e identificadores VectorBase estdo anotados a
direita dos exons, que sdo representados por retangulos solidos coloridos. Setas vermelhas indicam a posigdo dos

oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagdo de amplificagdo (Primer A e Primer B). Abaixo, o fragmento
esperado de 843 pb e o fragmento de 756 pb obtido no sequenciamento.

Primer A
- Y
B rPrC002266 (342 pb)
127 pb

RPRC002268 (357 pb)

357 pb
¢ N~ PrimerB
359 pb
l PCR
o D (Esperado
843 pb
\ -87pb
= = (Sanger)
756 pb '

Para identificar as bases ausentes, foi realizado um alinhamento entre a sequéncia obtida

pelo sequenciamento Sanger (756 pb) e o fragmento esperado (843 pb) (Figura 12). As regides



41

cujos nucleotideos possuiam 100% de identidade estdo coloridas de azul na Figura 13. Dessa

forma, foi possivel identificar a regido de divergéncia entre as sequéncias.

Como o fragmento esperado foi construido com base nas sequéncias anotadas dos
transcritos, foi possivel delimitar precisamente as regides completas de cada um no alinhamento
(Figura 13). No caso do transcrito RPRC002266, verificou-se que 5 pares de bases (pb) ndo
foram identificados na sequéncia obtida por Sanger. Para RPRC002268, a auséncia foi de 79

pb, enquanto para RPRC002269, apenas 3 pb ndo foram detectados.
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Com base nas regides correspondentes a cada transcrito presentes na sequéncia Sanger,
foi realizada uma busca por BLASTn contra o genoma de R. prolixus, com o objetivo de
identificar os exons aos quais pertencem os nucleotideos sequenciados e ausentes. Os resultados
indicaram que a regido sequenciada correspondente ao transcrito RPRC002266 alinhou-se
exclusivamente ao exon 1 desse transcrito (sNPFR regido66, Figura 14a). De maneira
semelhante, a regido associada ao transcrito RPRC002268 (sNPFR _regido68, Figura 14b)
alinhou-se ao exon 2 do respectivo transcrito. Por fim, a regido referente ao transcrito
RPRC002269 (sNPFR _regido69, Figura 14c) também apresentou alinhamento com o exon 2
de seu transcrito correspondente. Esses achados sugerem a ocorréncia de um processamento do
mRNA.

Figura 14 - Alinhamento de sequéncias de nucleotideos entre regioes do sequenciamento e os genes
RPRC002266, RPRC002268 e RPRC002269, de R. prolixus. As sequéncias identificadas como
SNPFR regi@o66, sNPFR regido68 e sNPFR_regido69 (primeira linha), que correspondem ao resultado do
sequenciamento, sdo comparadas aos transcritos RPRC002266, RPRC002268 ¢ RPRC002269 (segunda linha),
anotados no banco de dados. As regides 100% conservadas estdo destacadas em azul escuro. a) Alinhamento entre
a sequéncia experimental com o exon 1 do gene RPRC002266. b) Alinhamento entre a sequéncia experimental

com o exon 2 do gene RPRC002268. c) Alinhamento entre a sequéncia experimental com o exon 2 do gene
RPRC002269.

@) SNPFR_FBQIBOBE - - - - - = = < - - < m e e e e e oo
RPRC002266_exon1 ATGAACAATACTACCAT TGAAGAAGATCTGTCCATGATCGTGGACTGTATTGTAAGTCAGTATAACATTAGTCAATATAAAGGTCA 86

BNPEROEHINN0S:  [SaEo e ssn SEnd b e Slon mibios s Dom S oEmetn Shs Mo s o s S et s o s s sl s s s e
RPRC002266_exon1 ATGGCCAAATTGTACAGAAATAGGTTTTAGAAAAGATATAATTGATGATAAAATCGTACAAGCTATATTTTGTTTATTATATACAT 172

1IBO 1‘90 ZIDD 2|‘!ﬂ 2‘20 2‘30 2‘40

SNPFR_regiaoBf = - = « = = = &« c o b wcucuutc i btaa ettt e i aa st - 33
RPRC002266_exon! CTATATTTGTGTTAGGTCTATTTGGTAATATATTAGTTTGTTACGTAGTCGG) 258

260 270 280 290 3‘00 :%10 3|2U
SNPFR_regiac66
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10 20 30 40 50 80 70 80
1 | | | | | | |
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RPRC002268_exon2 172
1
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RPRC002268_exon2 258
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RPRC002268_exon2
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c) SNPFR_regiao69
RPRC002269_exon2
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SNPFR_regiao69 172
RPRC002269_exon2 172
|
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[ 1
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A presenga de uma sequéncia tinica contendo partes dos transcritos anotados no genoma
pode indicar a ocorréncia de splicing alternativo, um mecanismo comum em eucariotos que
permite a geragdo de multiplas variantes proteicas a partir de um unico gene. Nesse caso, 0s
trés transcritos, RPRC002266, RPRC002268 ¢ RPRC002269, poderiam representar variantes
de splicing que, isoladamente ou em conjunto, contribuem para a formagdo do receptor

funcional.

O splicing alternativo ¢ um mecanismo fundamental que contribui para a diversidade de
isoformas de proteinas, permitindo especializa¢do e adaptacdo funcional em organismos
eucariotos (Marasco; Kornblihtt, 2023). Atualmente, sabe-se que existem dois tipos principais

de splicing alternativo: cis-splicing e trans-splicing.

O cis-splicing, a forma mais comum em insetos, permite a geragdo de isoformas de
mRNA a partir do transcrito primario (pre-mRNA) de um tnico gene, por meio da exclusdo de
introns e exons (Marasco; Kornblihtt, 2023). Em D. melanogaster, estima-se que 31% dos seus
genes passem por splicing alternativo, o que aumenta consideravelmente a variedade de
proteinas produzidas (Daines ef al., 2011). Em 4. gambiae, a resposta imune é regulada pela
diversidade de isoformas geradas a partir do gene Dscam, em resposta a infec¢do por diferentes
patogenos (Dong; Taylor; Dimopoulos, 2006), permitindo um alcance maior na resposta imune

adaptativa.

Os eventos de cis-splicing alternativo sdo comuns em vias neuropeptidérgicas, onde
genes precursores geram diferentes transcritos de neuropeptideos. Um exemplo é o gene da
orcocinina (OK), regulador da ecdise, que produz dois precursores dos neuropeptideos OKA e
OKB, por meio de splicing alternativo de um tnico gene (Sterkel et al., 2012). No caso do
hemimetébolo R. prolixus, OKA € expresso no sistema nervoso central, enquanto OKB e OKC,

uma terceira variante, tanto no sistema nervoso central quanto no periférico (Wulff et al., 2017).

Por outro lado, os eventos de trans-splicing envolvem a jungdo de exons de diferentes
transcritos primarios (pre-mRNA) para a formacdo de isoformas (Lasda; Blumenthal, 2011).
Nos tripanossomatideos, todos os mRNAs s3o processados por eventos de trans-splicing
(Bernhard et al., 2025). Embora seja menos comum em insetos, esse processo também foi

documentado, sendo o gene mod(mdg4) de D. melanogaster o mais estudado (Yu et al., 2014).

O primeiro registro desse fendmeno em insetos ocorreu na mosca da fruta (D.
melanogaster), quando Labrador er al. (2001) investigaram a existéncia de um mRNA

originado da fusdo de dois RNAs precursores, transcritos a partir de duas unidades
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transcricionais opostas do gene mod(mdg4). Dorn, Reuter e Loewendorf (2001) demonstraram
que multiplos elementos iniciadores de transcri¢do no locus desse gene permitem que exons

colineares e antiparalelos atuem como precursores do evento de trans-splicing.

Outros genes, como /ola em D. melanogaster, também passam por trans-splicing. Assim
como mod(mgd4), os exons alternativos de /ola correspondem a regido terminal dos mRNAs
(Horiuchi; Aigaki, 2006). No entanto, ao contrario de mod(mdg4), os exons do gene lola sdo

codificados de forma colinear.

Esse mecanismo regulatério também ja foi documentado no bicho-da-seda (Bombyx
mori) por meio de uma anélise transcriptomica abrangendo todas as etapas de desenvolvimento
do inseto. Utilizando parametros diferenciados de mapeamento de RNA-seq contra o genoma
disponivel, Shao ef al. (2012) identificaram 2648 novos transcritos, incluindo 1923 possiveis
eventos de frans-splicing. Esses eventos foram classificados em cinco grupos, confirmados por
analise de polimorfismo de nucleotideos unicos (SNPs) quiméricos e validados por RT-PCR.
Além disso, um estudo filogenético mapeou um sistema evolutivo de aproximadamente 400
milhdes de anos em oito espécies para identificar eventos de trans-splicing. Das espécies
analisadas, Acyrthosiphon pisum, hemiptero como R. prolixus, apresentou a maior frequéncia

de eventos, seguido de D. melanogaster e A. aegypti (Kong et al., 2015).

Portanto, a identificacdo de transcrito do receptor SNPFR em R. prolixus como estando
associado a multiplos genes podem estar diretamente relacionada a eventos de trans-splicing,
mecanismos ja identificados em insetos da mesma ordem. O ftrans-splicing permitiria a fusio
de exons provenientes de diferentes precursores transcricionais (Figura 15), o que corrobora

com nossos resultados.
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Figura 15 - Desenho esquematico representando uma possivel via de transcri¢do do sNPFR.

RPRC002268
DNA

RPRC002266 RPRC002269

VA TN

pemens  IETE—EEE N Bonz o Exon 1 B Eon2 B Exon5

43 ANALISE DE DOMINIOS CONSERVADOS DA PROTEINA RPRO-SNPFR

Sabe-se que, assim como outros receptores neuropeptidérgicos, o receptor do
neuropeptideo F (SNPFR) pertence a familia A dos GPCR (Ons et al., 2016). Com base nisso,
foram realizadas andlises estruturais e de motivos conservados no receptor SNPFR de R.
prolixus, com o objetivo de confirmar que a sequéncia de aminodcidos prevista exibe as

caracteristicas tipicas de um GPCR da familia A.

Devido a posicdo dos oligonucleotideos iniciadores (Figura 12) na sequéncia
experimental, ndo foi possivel obter a sequéncia completa do Rpro-sNPFR (ORF) que
correspondesse integralmente as caracteristicas esperadas para um GPCR, principalmente
devido ao fato de gerar uma proteina com apenas quatro dominios transmembranares. Dessa
forma, os exons incompletos do RPRC002266, que correspondem a regido aminoterminal da
proteina, e do RPRC002269, que correspondem a regido carboxiterminal (Figura 14a e 14c),
foram completados manualmente com base nas sequéncias anotadas no VectorBase, resultando

em uma sequéncia final de 1004 nucleotideos (Figura 16).

A sequéncia de nucleotideos montada (Figura 16) codificou uma proteina com 334
aminodcidos (Figura 17a), com peso molecular de 38,87 kDa e ponto isoelétrico tedrico de 9,28.

A predicdo de topologia dessa proteina sugere uma estrutura com sete dominios o-hélice
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transmembranares conservados, cujos aminodcidos estdo localizados nas posi¢cdes 50-73
(TM1), 94-109 (TM2), 121-142 (TM3), 161-182 (TM4), 206-228 (TMS), 263-284 (TM6) e
299-322 (TM7) (Figura 17b). Foi observada a presenca de residuos de asparagina (N) no TM1,
de prolina (P) nos TM4 a TM7, e de cisteina (C) no ECL1. Além disso, foi identificada uma
substitui¢do na tirosina do motivo conservado DRY, que foi trocada por fenilalanina, formando
o motivo DRF. Essa substituicdo ja foi observada no receptor de alatostatinas de D.

melanogaster (Verlinden ef al., 2015; Wang; Chin-Sang; Bendena, 2012).

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sdo grupos de proteinas
transmembranares fundamentais em diferentes processos de sinalizacéo celular, pois interagem
com diferentes ligantes, como hormodnios, neuropeptideos, neurotransmissores e estimulos
quimicos. Por conta disso, representam alvos interessantes para estudo e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. Sdo caracterizados por suas estruturas unicas, que consistem em sete
dominios transmembranares em o-hélices, além de N-terminal extracelular e C-terminal
intracelular (Peng; Yang; Chen, 2010). Além disso, os receptores da familia A apresentam,
geralmente, residuos conservados, incluindo um residuo de asparagina no dominio
transmembranar (TM) 1, aspartato no TM2 e prolina em TM4 ao TM7. Nos loops extracelulares
(ECL1 e ECL2), sdo encontrados residuos de cisteina, importantes para a estabilizagdo do
receptor. Também ¢ observado um motivo conservado DRY (Asp-Arg-Tyr) logo ao final do
TM3, e sitios de fosforilagdo e palmitoilagdo no carboxiterminal importantes para a transdugdo

do sinal (Verlinden et al., 2015).
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Figura 17 —Sequéncia primaria de Rpro-sNPFR e topologia prevista. a) Sequéncia de aminoécidos da proteina
Rpro-sNPFR. Em negrito, destacados os dominios transmembranares; em vermelho, aminoéacidos conservados
para GPCRs; sublinhado, motivo conservado DRF. b) Predicdo da topologia da proteina. As posi¢des do inicio dos
sete dominios transmembranares (TM) estdo indicados. Trés loops intracelulares (ICL) e trés loops extracelulares
(ECL). Porgéo amino-terminal na regifio extracelular e carboxi-terminal na regido intracelular.

a)

>Rpro-sNPFR
MNNTTIEEDLSMIVDCIVTQYNIBSQYKGOWPNCTEIGFRKDIIDDKIVQAIFCLLYTSIFVLGL
FGNILVCYVVGRNRASIRVIIVLNESSIQTFCYAHWRTIYTVIFISRSWIFGNACAIWICPKST
SVYISTLTLTSIAVDREFVIIYPFKPRMRLSTCLAVIFFIWTFSLIATIPFGLFMDHKSIAGRE
YCEEKWP SENFRQVFGGMTSTIQFVLPFIVVTFCYVRVSVKLNDRARSKPGAKTSRKEEVDRER
KKRTNRMLIAMVTIFGVSWLPINLINVINDLYMHTSSWTYYNLFFFLSHAVAMSSTCYNPFLYA
WLNNETSEKNLNKFR

b)

N-terminal

Extracelular

Membrana

Intracelular

C-terminal

A realizagdo de um BLASTp, seguida de um alinhamento multiplo de sequéncias,
revelou que os residuos transmembranares s3o os mais conservados entre as espécies

analisadas, o que refor¢a a importancia estrutural desses dominios (Figura 18).
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4.4 ANALISE FILOGENETICA

A andlise filogenética permite inferir a fun¢do de proteinas putativos ao compara-las
evolutivamente com proteinas conhecidas e funcionalmente caracterizadas. Por meio de
alinhamentos de sequéncias, € possivel identificar regides que se mantiveram conservadas ao
longo do tempo e em diversas espécies. Além disso, a constru¢cdo de uma arvore filogenética
possibilita a formagdo de grupos (clusters) de proteinas semelhantes, com base em modelos

evolutivos.

O método do neighbor-joining, utilizado nesta andlise, ¢ uma abordagem quantitativa
empregada na construcdo de arvores filogenéticas, baseada em matrizes de distadncia derivadas
de dados genéticos (Evans; Sheneman; Foster, 2006; Li, 2015). A técnica bootstrap fornece a
base estatistica para validar quantas vezes um determinado clado € observado em cada arvore

gerada, sendo crucial para confirmar as relagdes evolutivas (Bland; Altman, 2015).

A analise filogenética da proteina Rpro-sNPFR foi realizada pelo método NJ, com 1000
repeti¢des de bootstrap. A analise revelou que a sequéncia Rpro-sNPFR apresenta 96% de
homologia com o receptor semelhante ao do peptideo liberador de prolactina (PrRPR-/ike) de

Halyomorpha halys (XP_066907729.1) (Figura 19).
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Figura 19 - Andlise filogenética dos genes de receptores de SNPF e NPY, e do receptor semelhante ao do
peptideo liberador de prolactina (PrRPR-/ike). A arvore consenso foi construida utilizando o método de
neighbor-joining, com 1000 repeti¢des bootstrap.
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Os receptores de peptideos liberadores de prolactina (PrRPR), que também sdo GPCRs
da familia A (Lagerstrom et al., 2005), desempenham um papel crucial na comunicagdo
neuroenddcrina dos mamiferos, podendo atuar como estimuladores do apetite (Yamashita ef al.,
2013). A reducdo da expressdo desses receptores em ratos estad associada a alteragdes

metabdlicas e respostas anormais ao estresse (Takayanagi; Onaka, 2010).

A natureza conservada desses receptores sugere que os PrRPR-/ike em insetos podem
ter evoluido a partir de um GPCR ancestral comum, associado a regulag@o da prolactina e vias
hormonais (Lawrence et al., 2000). Além disso, sua semelhanga funcional com receptores de
neuropeptideos envolvidos em fung¢des neuroendocrinas indica a preservacdo de mecanismos
endocrinos ao longo da evolugdo. Assim, a de-orfanizacdo desses receptores em insetos pode
contribuir para uma reclassificagdo mais precisa de sua fung¢do, ampliando a compreensdo do

seu papel fisiologico.

Na proteina precursora de SNPF em R. prolixus, o peptideo sinal ¢ composto por 24
aminodacidos, sendo clivado entre as sequéncias Thr-Thr-Ser e Ala-Pro-Ala (Figura 20a). O
alinhamento multiplo de sequéncias revelou que os aminoacidos do neuropeptideo maduro

estdo em posicdes conservadas, assim como em outras espécies (Figura 20b). Além disso, a
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analise indica que, em R. prolixus, a proteina precursora ¢ processada para gerar apenas um

peptideo sNPF.

Como esperado, a proteina precursora de sNPF de R. prolixus agrupou-se com outras
sequéncias de hemipteros, reforcando a conservagéo filogenética dessa proteina (Figura 20b).
Dentre essas, 91% de homologia foi observada com a proteina de H. halys, Plautia stali e
Nezara viridula. Além disso, o alinhamento multiplo demonstrou que o motivo caracteristico

do neuropeptideo (RxPxLRLRF) estd em posi¢do conservada.
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4.5 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL IN SILICO DA PROTEINA Rpro-sNPFR

Para reforcar a hipdtese de que se trata de um GPCR, foi realizada a predi¢do da
estrutura tridimensional da proteina utilizando a modelagem ab initio disponivel no AlphaFold?2
(AF2). Esse método apresenta uma acuracia comparavel a de técnicas experimentais, como
cristalografia de raios-X, crio-eletromicroscopia (Cryo-EM) e ressondncia magnética nuclear
(RMN), devido ao treinamento de sua rede neural com um vasto banco de dados de estruturas

de proteinas e suas respectivas sequéncias (Pak ef al., 2023).

A andlise dos modelos gerados para o Rpro-sNPFR revelou que os valores de pIDDT
(teste de diferenga de distancia local prevista), que indicam a confiabilidade da predicdo
estrutural, foram mais baixos na por¢do amino e carboxiterminal (Figura 21). O AF2 classifica
regides de baixa confianga as regides que sdo naturalmente desordenadas ou para as quais ha

informagdes insuficientes para uma predi¢do mais precisa (Mariani et al., 2013).

Figura 21 — Teste de diferenca de distincia local previsto para cada posi¢do dos aminoacidos nos modelos.
Confiabilidade é considerada muito alta se pIDDT > 90; alta, se 90 > pIDDT > 70; baixa, se 70 > pIDDT > 50;
muito baixa, se pIDDT < 50. Posi¢des com valor de pIDDT abaixo de 50 estdo indicados em laranja.
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Na figura 22, o modelo Rpro-sNPFR esta colorido de acordo com a topologia da
proteina. Os dominios transmembranares estdo indicados em azul, a regido extracelular em
amarelo, e a regido intracelular em lilds. A a-hélice observada na regido extracelular,

representando a por¢do amino-terminal, apresentou um valor de pIDDT previsto inferior a 50.

Figura 22 — Modelo de Rpro-sNPFR gerado pelo AlphaFold2. Os dominios transmembranares estfo indicados
em azul ciano; a regido extracelular, indicada em amarelo; e a regido intracelular indicada em lilas.

O AF2 ndo busca templates diretamente em estruturas experimentais, como faz a
modelagem por homologia tradicional. No entanto, ele pode incorporar informagdes de
alinhamento de sequéncia e estruturas conhecidas de forma indireta, pois € treinado com um
grande conjunto de dados de estruturas experimentais disponiveis em bancos como o PDB
(Protein Data Bank) (Urvas et al., 2024). Dessa forma, embora ndo dependa diretamente de

templates, seu treinamento permite que ele reconheca padrdes estruturais comuns.

Com isso em mente, foi realizada uma segunda modelagem tridimensional pelo método
da homologia, utilizando a ferramenta SWISS-Model, com o objetivo de comparar os modelos
gerados para Rpro-sNPFR nas duas técnicas. O modelo por homologia foi gerado com base na
estrutura do receptor GPCR putativo de 7. infestans, que apresentou 80,21% de identidade de
sequéncia e uma cobertura de 86%. A qualidade do modelo foi avaliada por meio de um grafico
de Ramachandran, com 95,86% dos aminoacidos em regides favoraveis, indicando baixa
frequéncia de impedimentos estéricos (Figura 23). A principal diferenca observada entre os
modelos foi a auséncia da a-hélice na regido extracelular do Rpro-sNPFR no modelo por
homologia. A sobreposi¢cdo dos dois modelos gerou um valor de RMSD (desvio quadratico
médio da raiz), que mede a diferenga média entre as posi¢des atdmicas de duas estruturas, de

0,935 A (Figura 24c).
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Analisando as estruturas obtidas por crio-eletromicroscopia de NPY2R e dos receptores
de prolactina de Homo sapiens (Tang et al., 2022; Li et al., 2024), ambos ortdlogos de Rpro-
sNPFR, nota-se a auséncia dos aminoacidos da por¢do amino-terminal nessas estruturas. [sso
ocorre devido as limitagdes da técnica empregada, uma vez que regides naturalmente
desordenadas e mais flexiveis, como as extremidades das proteinas, apresentam menor
densidade eletronica, o que diminui a resolucdo da estrutura (Merk ez al., 2016). Outra evidéncia
foi a baixa defini¢do na por¢do amino-terminal do receptor de orexina (OX2R) de H. sapiens,
onde esta localizada uma pequena a-hélice extracelular que precede o primeiro dominio
transmembrana na proteina (Hong ef al., 2021), situacdo semelhante a observada no modelo
gerado pelo AF2. Por essa razdo, na modelagem por homologia, a por¢do amino-terminal do
Rpro-sNPFR foi retirada, resultando em uma conformacdo estrutural sem a a-hélice

extracelular (Figura 24b).

Portanto, a baixa confiabilidade nas extremidades do modelo gerado pelo AF2 pode ser
explicada pela maior flexibilidade estrutural dessas regides, tornando-as mais propensas a
auséncia de sinal em técnicas experimentais, o que, consequentemente, afeta a quantidade de
informagdes que beneficiariam a rede neural do AF2. A diferenga observada entre as duas
modelagens pode refletir ndo apenas as diferencas metodologicas, mas também a possibilidade
de que a a-hélice extracelular seja uma estrutura dindmica, como observado por Hong et al.

(2021).

Para a validacdo e previsdo do sitio de ligacdo nos modelos, foram realizadas
sobreposi¢des estruturais entre a estrutura do NPYR humano na presenga do NPY (Tang et al.,
2022) e os modelos previstos de Rpro-sNPFR, com o objetivo de identificar o possivel sitio de
ligacdo do sNPF. O receptor NPYR do tipo 2 possui 29,12% de identidade de sequéncia e 95%
de cobertura comparado ao Rpro-sNPFR. Apesar de diferentes sequéncias primarias, ambas as
proteinas pertencem a familia dos GPCRs e desempenham fung¢des semelhantes nos dois

organismos.

A sobreposi¢do gerou um valor de RMSD de 1,763 para o modelo AF2 (Figura 25a) e
RMSD de 1,330 para o modelo SWISS-Model (Figura 25b). Valores de RMSD menores ou
iguais a 2,0 A indicam uma alta semelhanga estrutural entre as proteinas. Dessa forma, foi
possivel inferir um provavel sitio de ligacdo para o ligante endogeno do Rpro-sNPFR, a partir
da posicdo do NPY na estrutura do NPYR humano (Figura 25¢). Considerando que RMSD foi
menor na comparagdo entre NPY2-R e o modelo gerado por homologia (SWISS-Model), esse

foi escolhido para o ensaio de docking molecular.
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O docking molecular é uma abordagem computacional essencial para a identificagdo de
sitios de interagdo proteina-ligante (Pinzi; Rastelli, 2019). A principal maneira de quantificar a
energia de intera¢do em ensaios de docking molecular € por meio da variacdo da energia livre
de Gibbs (AG), que indica a estabilidade do ligante no sitio ativo da proteina. Valores mais
negativos de AG indicam uma intera¢do mais favoravel entre proteina e ligante. Esse método

permitiu identificar os residuos envolvidos na interag@o do receptor com seu ligante endogeno.

O ensaio de docking molecular foi realizado com o modelo tridimensional do peptideo

sNPF maduro (RSPQLRLR-amida) de R. prolixus (Rpro-sNPF), gerado com PEP-FOLD3.

No docking as cegas (blind), a superficie da proteina é explorada em busca do sitio de
interagdo com o ligante, enquanto no docking direcionado, o usuério fornece a provavel posi¢do
do sitio de interagdo. Com base na sobreposi¢io estrutural realizada entre o modelo de Rpro-

sNPFR e NPY2-R, o sitio de ligagdo foi posicionado proximo aos loops extracelulares.

A afinidade de ligacdo foi maior no docking direcionado, com valor de -10,045
kcal/mol, enquanto no docking as cegas foi de -9,731 kcal/mol. Os aminoacidos envolvidos e
os valores de afinidade de ligacdo previstos estdo apresentados na Tabela 3. Portanto, o sitio
ativo proposto no docking direcionado parece ser mais adequado, considerando os aminoacidos
que participam da interacdo. As tirosinas podem auxiliar no reconhecimento e estabilizagdo do
ligante, como evidenciado pela intera¢do m-m que entre o residuo Tyr-153 e a arginina presente

no sNPF (Figura 26).

Tabela 3 — Ranking da afinidade de ligaciio obtida com docking molecular as cegas e direcionado.

Afinidade de
Tipo de docking ligacdo Residuos envolvidos Interagées principais
(kcal/mol)

Tyr-64, Tyr-153*, Glu-155, Glu- )
Direcionado -10,045 Interacdes polares e interagdo m- 1t *
156, Arg-164, Asp-246, Asn-258

Blind -9,731 Glu-154, Val-226 Interagdes polares
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Figura 26 — Sitio de interacio Rpro-sNPFR (modelo SWISS-Model) com o ligante Rpro-sNPF. Linha
pontilhada amarela representa as interagdes polares; linha pontilhada rosa representa as interagdes m-m.
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5 CONCLUSAO

Por fim, a sequéncia codificante de Rpro-sNPFR foi elucidada, mas a hipdtese de que
se tratar de um evento de splicing alternativo entre transcritos de genes diferentes ainda requer
investigagdo mais aprofundada. A replicagdo de métodos computacionais, que ja se mostraram
eficientes anteriormente, pode trazer nova descobertas para os estudos envolvendo esse inseto.
Aliado a isso, a caracterizacdo funcional do gene € interessante para a total compreensdo dos

seu papel sobre o comportamento desse inseto.

A andlise in silico da proteina prevista se mostrou condizente com as caracteristicas
esperadas para essa classe de receptores. Além disso, a ancoragem molecular entre a proteina e
o peptideo maduro refor¢a que se trata de um receptor cujo ligante endogeno ¢ o sSNPF. Esse
achado, contudo, ndo exclui a necessidade de realizagdo de uma validagdo estrutural por

técnicas experimentais.

Em resumo, o mecanismo regulatorio da fome por sSNPF/sNPFR esta intrinsicamente
associado ao sistema olfativo de R. prolixus. Ao final da digestdo, ocorre um aumento na
expressdo do gene sNPF em células neurosecretoras e da presenga do neuropeptideo na regido
glomerular que conecta neurénios do SNC com neurdnios sensoriais olfativos, onde
colocalizam-se o receptor de SNPF (sNPFR) e o correceptor olfativo (Orco). Com a ativagdo
do sNPFR, ocorre um aumento na expressdo de Orco, ocasionando no aumento da sensibilidade

olfativa, que facilita a busca por alimento (hospedeiro).
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Figura 27 — Desenho esquematico da relaciio entre o sistema neuropeptidérgico SNPF/sNPFR e o sistema
olfativo de R. prolixus. SNC — Sistema Nervoso Central; NSO — Neuronios Sensoriais Olfativos; Orco —
correceptor olfativo.
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Por sua vez, a expressdo dos genes nos tecidos analisados esta de acordo com os dados
disponiveis na literatura. No entanto, dado a ampla funcionalidade do sNPF na fisiologia dos
artrépodes, a quantificacdo desses genes em diferentes estagios de desenvolvimento de R.
prolixus pode abrir novas possibilidades investigativas, ampliando a compreensdo para além do

estadio estudado nesse trabalho.

Essa perspectiva se torna ainda mais relevante diante do impacto da doenga de Chagas
na saude publica, principalmente em regides endémicas. O controle dessa zoonose enfrenta
desafios significativos, devido a auséncia de vacinas e a dificuldade de erradicacdo da
populagdo vetorial por métodos convencionais, como a vaporizagdo de inseticidas quimicos.
Além disso, a crescente resisténcia dos insetos a esses produtos alerta para a necessidade de
estratégias sustentaveis de manejo vetorial. Portanto, uma abordagem promissora para o
controle de R. prolixus é a interferéncia em seus sistemas olfativo e neuropeptidérgico,
especialmente sobre genes que participam de redes de sinalizagdo essenciais para o

comportamento e a fisiologia do inseto.
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6 PERSPECTIVAS

No contexto do controle vetorial de Rhodnius prolixus e outros insetos-praga, a técnica
de RNA de interferéncia (RNAI) se destaca como uma abordagem capaz de silenciar genes de
interesse para modular o comportamento ou reduzir a sobrevivéncia dos insetos. A aplicagdo
dessa técnica, aliada a realizacdo de bioensaios, possibilita investigar a relacdo entre
sNPF/sNPFR e o correceptor olfativo (Orco), fornecendo informagdes sobre o papel desse
sistema neuropeptidérgico no comportamento e suas possiveis interacdes com o sistema

olfativo.

Além disso, a analise protedmica antes e apos o silenciamento génico permitiria tragar
um perfil proteico detalhado dos insetos, possibilitando a identificagdo de proteinas
diferencialmente expressas. Isso permitiria avaliar se as alteragdes observadas em nivel
translacional impactam a sintese proteica, revelando mecanismos compensatdrios e potenciais

novos alvos para estudo.

Por fim, compreender a fungfo fisioloégica desse neuropeptideo contribuira para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras de controle vetorial, incluindo a identificacdo de

alvos para RNAI e o aprimoramento de armadilhas para monitoramento populacional.
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ANEXO 1

SEQUENCIAS GENOMICAS RPRC002266, RPRC002268, RPRC002269
(introns destacados em amarelo)

>RPRC002266 | tamanho = 2168 pb

ATGAACAATACTACCATTGAAGAAGATCTGTCCATGATCGTGGACTGTATTGTAACTCAGTATAACATTAGTCAA
TATAAAGGTCAATGGCCAAATTGTACAGAAATAGGTTTTAGAAAAGATATAATTGATGATAAAATCGTACAAGCT
ATATTTTGTTTATTATATACATCTATATTTGTGTTAGGTCTATTTGGTAATATATTAGTTTGTTACGTAGTCGGT
AGGAATCGTGCTATGCATACGGTTACTAATTGTTTTATAACGAATCTAGCATTGTCAGACATTTTGTTATGCACA
TTGGCTGTACCATTTACACCGTTATATTCATTTCTAGgtaagtattatttccatttttattgatttaatttatat
tttattgaataagtctagactagccagtaagcgtagtgtatgtaaccatacacaatcaaatataattgageggtt
cactgcaaaagtcgattaactacataaaaccaaaaagtagagaaatgcaatgaaataatgtacatttttttaaaa
aaattcttgcttataatataaattcaaataaattgttaccattcagcgcctcecctacttgaatttgagttgaatta
ttgctgagcacggagttaatcaaaatggcttctgaaataaattatttaatatttaataaccaaatgaattttgtc
atttaatggcgttaatctttattatttgggaaatttattacaaaatataaaaaagctatgaactgaaccaagtgce
tttgacacttaaatttaagatactaattttaaaaaggtggagttaatcgatttgtgtagtgaacggctccctata
taactaacctaagtgtcgaataaaattatagacgtatgggaaatcggaaagcgaagaattaaataggagaagaag
gtaggaagttaaaagtgagaaatcagtttgagttgggcagttgttatcaagttgtaccagttgaagacgttcttt
agttttaagtagtacacagctggtttaaaggagtttgtttttctaagcgttgctaggttacggataggtttttgg
ttattggctaattaaagcagttgacgttgagaggttacaaaaaacattcatttttgatcgaatgttttttaggtt
atttattttttttaaaaaaaaggtgtttaatgtggtgtttttaaagttgaataaagtagtgatttctgcattaat
tttttgtgggtaaggggtcattgtggtataaaagagaatgaaattgttgataaacttgcaaaggaagccaccaat
agtggggtaatggctaattataaattaccacacaccgatatcaagtgtataattgcaaaagcagcactacaaaaa
atggccagacagattacagtaatggtaataaagggagattctataaaactatgtgtagatcagttacctagacaa
ccatggtttaagggaactgacactaataaatgggttgttacgacaataagcaggctgagagcaaaccaggcggtyg
tgcggatcgtatcttcacaggatcaacaaaaaggtcctctctectectttgegtagattgcaatgaggaggagaat
ttcaaacatataataatgatatgtccacgttatgtagtagaaaggaaacgaatgtttgacgacatgtacaggtat
ttagatgcaccatttcgctaggaagacataatattctccagcaacatctatgagcttaaatctgtagcagageta
gcaatgaaatatgtatgtatttaaaagttattgccgattagaatgaatgcaagaaaatgattagagaagaattac
gtgattttaatttcggttaagctagaagaatggcaggagcacagagtactgatccatccattagctgtagtttat
gtaaatagttgtatatagtagagggatgaatgtgtgaagcgaatgtatttataagtaagaatggagagtgagtga
tattctagtgatagcacctagacgatgctggctgtatggcgaaagtcaatgccaaaaaaagcaaaaaaaagtagg
gacttataaagttatttcaaataaaaacctctatttgtcaaatcctcgacgctgtacctatacttgagttcgtag
aatttgtagtttaaagtgaatctttggatcttgaagaattacttatgtaaatttttactttagGTTGA

>RPRC002268 | tamanho = 22673 pb

ATGCCTACCCAGAAGGATAATTATAATAGAAATATTGACTTTATTGGAGGACGTGAGAAAGgtaagaatagaaaa
aagaatggataaataccaggccggaaatatgggaataacggatgcgttagaagagttaatagggaaacggatgtt
aaggtagcttaggacaacttaaagagtggtgttattgctgagaaatggttaacaacaaaacaaatacagagaaaa
taaccaattaatatcatgcgatacattattcttgtaaacaataatcttcactgcctaacagaattaacatactaa
actttatttaccaaagaatttggtttttttagttggaagtgaaagatgaggtagtatataagaaaacggtagtaa
aattccagtattttattaaactcagccataaattattattagcagtctaacacgcttttcaaaaccgatttgttg
tttatttcttacaaagtttgtgacgtaagatgccttaattcttcttcgacgttagaagctaagtcttaageccgta
cttagtaagttactttaaatagttaaataacaaagtttctaggttaaccaaaaacatgattattgtttaaaaacg
ctgtagcgttttgtaataaaaaaagtagaaataggaaaaagggaaaagttatacataattaaaaagaaaccttac
aaaaatatctactattatccgtattaaatagcattattatgccatttgatgatatttaatttacacaaaatctta
ttaatttaattaaaagttactttattttaattaatgataaagtaaaatggaaaagtaaccctcaaaataaataaa
taatattaataaagcttaacatgtctagctttcgcaaagtaaataataaaatactactttaaatttattaaaaat
aattaaattttatattaaattaataaaatgtaataattttaatatttgtttctgggataaacgtgatatgattta
aggttaaaaaaaaaggagtagaactatattttttttgtctaaggtcactaggtcatggaatttaataaatttaat
actgttctttattaaatattttacaaatatttaatgtaaaattcttttttggtacttttaataattttattagtc
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tagagagtaatttcaaggtttcagaattttttttcacattacttaggtaattgaaagttttgaaaaaataatttt
ttcgatgttaaggttgcggatttctaaaaaaattttaaacttgataaaacaagagagaccgagtgtaaacgttga
atggatttttcttcttttttttctgagatttttctcatgattteccttttaaattctgagtatatgtagataaaat
ttaatggattgattccaaacacaagcaattcttttaaaagttaatcaattcaaaaacttgtaaaaacaaagttga
aaataagtcaataccattaactaaacaattttatgagcaggcctttcttatcacctaatttaagcaaggatttag
gtgagagagaactgttcttatcacgttcagcctatttaagctgatacgagctttaaatatttaagaaatagaatc
aacactctaaattgatctaaaaatgttcggaatagtaaaatcaattttctttctcattctgtcttttaatcaatyg
ttcatcagtgaatagtgatttaacagaatttaaaattttaaaagctcttttgagcttctgtgttcggattgtttg
gaatgcaaaaaaatggtgacgaacttattcacctacaacagtagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttg
aacttccgtgttctcggattgtttggaatgcaaaaaaatggtgacgaacttattcaccttcaacaatagagctga
atttaaaattttcaaagctcttttgaacttccgtgttctecggattgttttgaatgcaaaaaaaaagtgacgaact
tattcaccttcaacaatagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttgaacttccgtgttctcggattgtttt
gaatgcaaaaaaaaagtgacgaacttattcaccttcaacagtagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttg
aacttccgtgttctcggattgttttgaatgcaaaaaaaagtgacgaacttattcaccttcaacagtagagctgaa
tttaaaattttaaaagctcttttgagcttctgtgttcggattgtttggaatgcaaaaaaatggtgacgaacttat
tcacctacaacagtagagctgaatttaaaattttaaaagctcttttgagcttctgtgttcggattgtttggaatg
caaaaaaatggtgacgaacttattcacctacaacagtagagctgaatttaaaattttaaaagctcttttgaactt
ccgtgttctcggattgttttgaatgcaaaaaaaagtgacgaacttattcacctacaacagtagagctgaatttaa
aattttaaaagctcttttgagcttctgtgttcggattgtttggaatgcaaaaaaatggtgacgaacttattcacc
tacaacagtagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttgaacttccgtgttctcggattgttttgaatgecaa
aaaaaaagtgacgaacttattcaccttcaacaatagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttgaacttccg
tgttctcggattgtttggaatgcaaaaaaatggtgacgaacttattcaccttcaacaatagagctgaatttaaaa
ttttcaaagctcttttgaacttccgtgttctcggattgttttgaatgcaaaaaaaaagtgacgaacttattcacc
ttcaacaatagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttgaacttccgtgttctcggattgttttgaatgcaa
aaaaaaagtgacgaacttattcaccttcaacagtagagctgaatttaaaattttcaaagctcttttgaaactttt
gtgttctcggattgttttgaaggccaaaaaattgtcgaacttattcaccttatttgatctttcttggttggttaa
atctgaagaaaagaaggaaactagataattcctaggtaacatgtcggcaatgaagtgaacgtggcagagttgaga
ttattttatctgcgggggcgttgtattcgtcagacatggacgaaatgaggaccttgggaagaagcaaggaatgaa
tttaaaagaaaacaatgaagaaaaaaatgtttaaaatggtacagatgcttgtggagaatggtcccaggaaatgtg
gctaaacgaaccagaaaatagaaccctcctagggaaagaaaagatccacaaagattttggacgaggatattgage
aaccaaatggtggaaagtgtatttagagatgtagattggtgaagtacctgaagggtaacctagaaaccgattaat
tcaataaataaataggaaatttaaactaactcaattcagcggtgtaacttttatacaaaaaaatagtaattatct
gattaaaatcataatgttcagatgggatgtatcataatgatgtatttagttggcttacattacttagtaacatct
ctgacaaagagatactccgtaagaaagccactaaacataaccttacattgttacattccagataacaactctttt
aatctatttatttaaaataaaaaatggcacaaatcaatccagaacgcacaatttagaagttaccctagttctacc
aaaactatgcagttggagtatttactaagttacgaaccagaatctgttggtcgattgcaccagttcttattgaat
gctctagatccgtctgtttgttgccttagecctgcaattcecctaaatatctgcagctcaactcactgtaactaata
agctttcatctgaatggtctgaaaattatctgcttattcaattttgacttgcattaaaataattataaaaataat
agcgtttctaagtttattcttacgtacgtctcttaagcattttagagctatatataaaatgtttacacattaaat
tacttgttcggtcgtgaccgagaacattcggccagtttggctagegteccgactcectecgegagtcagectegegece
gcgcgcgtactaatgtacgcattcgecttaattteccttttttctacatatttcecttatcgettattactaagttat
tattttataccttttttatcttcttaaactttccatctatctcaacttgtttcecgtttcttatgccaaatgegte
actacctatagcttctatttcctttccececgttgtttgtgtgtctatattctagaccctttgeccccactacttect
tttggaccatgtggtcactcctccagtctatgcagttccgtgectaggcattgecttcagacgettectttgectaatt
aagctttagctacctttaaccatccccgectgectacgecatcactteccgectgacgectagtgettectectgtgggge
attgcatcctacgcttctgctgtctgecttttggtgttcttctaaacgcatctcaactcgctacgecttcactgecg
ctgacacctagcagtccgcatcatccgcatctattgcactattaaacttceccctcaactgcatctagtgecattatt
gcactattcccctttactcttccgettacctcacttacacttccgatacgecttctctgagectgageccaaatat
tgcctacctttctcagagctcaacacacacacacttacacaaacatatacacccgcttceccgcectceccacagettect
tttcctcccatcgettcectecggegtcecttgtcaacatacctcacgcacatecgtteccttgcaccaaagggtaagtac
ctcctecctttttcectctatttttttttgtttactattacttcttacagcgecccacttgggcaccttagcatctggg
tgtaggcgtgttcgcgcatctacattactatttttaaattcatcaaggtaacacattttttattaaagctcttta
tactaattcagtcaatagtagaacttatagggaaatggaatggaatgccacttctttagaaaactttagaaaatc
taattcataagattcataatgaccactggttttgacaatgattatgaaaactacataaaaaattgtgaaaaatga
cgttaacccctttgcgatatccecctaatatttgtcgagatatttaagatcaaaattacaattttcatcttatteg
agaacggttttcaatattaattttccaccagaaatacaccagttttgggaggtcctctggctgcaacaaaaatgt
tattggtgacgcaaagaacaaaaataataataattgaagattttaaagaatgtagtgcaatgtaatggctgtggg
tgaatcaggaaaaaaagttgttttatcatcaaataaaagcaaccatcacatcatttttaaggtacccagtatgca
agacttcttgacctatgattacggtaagaatatcttgccaaggaggactgggtgttggtcatgagecgtggttttyg
taagtgggagatccccagtttgaatcccgcgagtgcagtcattcacaatacttaatacatcataacactttttta
aataaaatgtagtcataagtgggattcgaactggggatctcccacttaaaaagccacgctcttgatcactagacc
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aacaccctggccgagatatacnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnatttttctcgtcattcctgtgtttagaattatcect
tcattttattaaaaaattcttggagaaatttttaagatcgtattaaagatgctgtgactataggccagattgaga
gacaaatttaagttgattatttccgttttaaggttaaaactggcagtaaactagatttagctatgatgectttcac
agtacccttctgttcacaaactctgttcataaaggctctgttatgagtacctattattagaagaagcctgtatta
tattttaaggtattttaaagcgtttggaattgagttgagtttatccttcagagtaagtatgtaacgttattcact
agttgcgtcacttttttatttaaattgactatttcaatattgatttcagtgaatataaatgtttaattaccaatt
tttaaccaacaacaagtgaaccgggtatttctgtgttaccagttcaattaccgttccatgatttacgagattcaa
attatgatggtacaaataagataattgatcacagaccagactagttggagtaacttttagaaggcggaggttata
agagcaggataataatcctggagtcgtggttttctcagacacccggacgggggatcgtgcagacaaaaagccacyg
ctcttgatcactagaccaacaccctggccgagatatacttaccgtatatcttaccgtaaaacatgacacatgttt
taaaatcgtcaattattattattttactttgcgtcacaaataacattttttgcagtcagaggacctcecgttttgg
agacaaaaagggaagaaacaccataacgacttattgttaatgtacaactataaatttaatttgaactaatggtac
ttaaattgtggtcaaattacaatagtcttctttttttaaagactaaaagtagcttttacagtaagcggtagtttt
cacaaagaatttggttttatactagattaaaataaattgtggtgatggggtactattggtaaatctgatatggtt
gtccccaatgcctattggccagaaattctattatctgttttatactaaaatcaatatcaccttttagaacttatt
tgccatggatcttctatttcgattgtctttctagectecgtatatgtaatccaatccecctgttgecttgtaggtaatce
ctcatggtctttgaacagacataaattttatttctatggtctcaactacgagtatctcteccggattttgtacctt
acttgttttaccccttcttgaaaccttttattcatccgataccatctttaacctgcaccttggttttaaactaaa
tcaaattttgtcctaatatctaatatctaccaaaaactgttcaaatattttgcttcttacttaattatggecttaa
actgagatctgtcaattctgtttttctagcaacatcaggggtgttcctctggattcccaattaggacatttattt
tttgttttagaaatctatcttaatgataattcaacttacctcccatctgttgggcatttacttttttgectgacga
tgaaaagatatttttaagaataacacctgctgctaactgcataaaactgcagcaagctattgttaattatgttta
atcaaaaatgtcatttaaacaaaaatttccccattctaactataaattatcgtattctgttcttaaaagatctag
ttaaggattttggcgttgtcttggatagcgaattgaacttaaaacccattagctctcttacaacaaaaaaaatat
taagaaacctaggttttctggtgcatcatattaaatcctgccecgcattaccatgataaaacaatgattagatcag
ttttagaatcattgatcctcaatatggtcaccctttcaatcatcttacaacgcccttattataaagcattatatt
tcctaaccatactaacattttttaaattctattcctaaattaggtectcectttaatatgtagatttttagetttta
gccaaaattctccttcatctacttcatttttgagttctaaatcaaaaaatctagggcgtgttaattacgaagaca
ttctatcacggcttcttatatcggtgaacagagttaaaaattagagtaataactaagagagtacatcactttagg
cgtagccaaccgaattcttcattttaatcaaaattatcattgtgggaaattgtttttcagttttaaattgaacat
caaacaagcgaaaactttatatacatagacgtacgtatatgtgtatagaaactagattacatatgaataaaataa
cagatatgcgagaaaaacatgtagatggcgctgaatccatttataacaaattatttacactcgaagaattcagat
atgaaaagatttattaataatacaacaaggaagaaatatattttgcatttatctttagtttttaaatgtaatgaa
aaatggtggcatataaatggaggagcaaaaaatatataaaaaatgtattaaatccgatgatttacatgactatca
cttaattattaattacaattctgacatacgtgaacgtgtttaattatctaagcaaaggatttatattacacttta
ggtaacttaatttacaaatattctactcatcttgctgtaatagagacaacaaaatttagaagcctattttcaagt
tatctttcgagcaccaaaaatcattgaaaaaaatattataataataataagaagtgatggttcataataatgggt
tggcactaagtcattgcggattttgccaatagatggttttagcacaatcttttgttttgtttacgtgatcaaage
atctgagctggattgttttcttgttgttaggacttccgecctttaatttagtaaaaaaatttttatcgataagtca
tttagtttcctttttatccaatttaaaaatggaagaacaagacgcggatttcagacaaatgttattatattgtaa
cgaagttgacctgggcagaaaagaaaggcttagattgttctaggggttaagcgaccaaagtcggtaacaggccac
cactgtgtgaacaaaagggcggtctctacctgcgccagaaaaaaaaggcctagattgttctaggggataagcgac
caaagtcagtaacaggccgacactgtgtagacaaaaggggcggtctctacctgaactagaaaggaaagggctaga
ttgttcaaggagtttagtgaccgtagcctgtaatggtctaccgectgtgtaaaagccagctaagagaaaggcectca
gttggggtggtagcatatgtgttttcccagtcagtgattgacaggtgagagtgagacagacggagatagagagag
acagagaattggaggaggcggccctagttgtgaatgtggcagtatgtgttttccageccaatgagecggcaggtggg
agcaagacaggcggagttggagtgtgacagaaggttggaggagggcggccccagttggggtggtggcagtgtgtyg
ttttcctcagccagtgaccageccggtgggecgtgacacagacggagtggggcagacgcagttaaaaggagacagac
acagctggagaagtcagttcttaacgagtttttaatcagttttaatcaagttattgagtttagagtgtttagagt
tcagttagtcttggagagtcagtgttgcggagtgcttcaggggtagctagttgggcaattagtcagttgatgagt
agagctgtgttagtgcagctgagcctagtgcaattcggtgcagtgecggaccaggggtcagtcgtggaacagtttt
gtggcgttacgtagtgagtaacagtaaactgttgtgactgttgtaaatggtgactgtaatgaatagcgttagttyg
ctagtaaatgttaatgtgagtaaaggtaatgtgttaataaatcaggttattgtttacaactttagcgagttttat
tatttaatcaaacccacatatttaacgtaactagtggcaggcattagttgtgtaagtaaagtttttagaaaaact
ttacaatattatttccgaaaaggccagaacgcatcgcaagcacataagacgttatgtgecgtatatgggcatgaa
ggcttgaaagaaaggcagtgtcaaaattggtttgcctaatttctttctggtgatttttcactgaaaaatgcgecaa
cgatctggttgtccagttgaagttgatgagacccatatcaagactattttcgattcagatcgtcatagcacaact
cgtgagattgcagagaagctcaatgtatcgcgtacatgcattcaaaaaaaaaaaaattaaaaccacttggctacg
tcaagaaacacgatttatggatccctcatcagcttaaggaaattcatttgacgcaacgcattagecgtctgecgatt
tgcttctgaaacacaacgaaattgatccatttccgaaacgactgattactagcgacgaaaagagattagtttaca
acaaggttaatccgaaaaggtcgtgcatgatgcaaaatgaaccagcccagacgtcaccaaaagctgagattcaac
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aaaaaaagattatgctgtctgttgagattataaaggaattcggcactttgaacttttaccaagaaaccaaacgat
taattcaagcgtcaacgttgaataactcgccaaactgagcgatgaagttcaagaaaagcggccagaattggcaaa
ccgtaagggtgttgttttccagcatgataacgcaaagccccacacatctttggtcacccaccaaagattattgga
actaggttgggatgtgttgtcacatccaccatatagcccagaccttacacctttagattaccatttatttcecgtte
catgcagatctccataaatcgtaaaatttttaatgatgctgttgatgtaaaatcacaattaattcgtttttttge
tggcaaaaatcagaagttttctgaacatggaattatgacactgcctgaaatatggcaaaaggtcatcgacaaaaa
cgaaaatgcttaattgaataaagttatatttttaagcaaaaattttgtattttccttcttatttaaaatccgcaa
tcacttagttgccaaccctagaagcagaacgctcgctaaatttatgggaaattgttacaaccattatcgagaaaa
tgatcgctaaaaccatttagaggtcacctacgctcagatgagatcttccaaaaaaggatttaaacttgctatatt
ttttagaacatttaatttataaataaatgaaaacaaaccttcaaataagtaggtaaatacactaactttttcgaa
cttcaggaacctatgaaaactcgaaaaaagagaaatacgcacgattgcgtataactccaattttaaaaagtaaaa
gagaaaataactaataacagtcaaacgaacaaaacaagagaccaaactaacactaaaaaagttttaagcagttag
ctaccataagcttagctacgagggaagtatgctaataatgaatttgcccaagacctggtgatgacatagagatat
ttagattagccaagtgaattgcaatgaggtagcctggagattaaattgaaaataacgacacaatgaagatcatga
tgttgacgacgacagaatatggtaaaatgttttaagtaagacaggttagtacatgcatgcaaagtagactgtagce
aatgtcataatacagaaaaagagctagatcaaaatatacatatattatgaacttagaagcgacatcagtaatatc
ctgtttagcatacaacttacagacataaaaacgacacaaagtttaactaaaacagaaaattaaagcaactaaaag
cgtacgtattatcaatgtaaattggattgaaaatctacaaacatcgtccccaaacaacaaagattactgcataca
atcacattttcttaattaaggcaagagctttttcaaagcttacaagcttattttaaaataacttcaaaataactg
ggtagacctaatatttcatactgtgtgcttaaaaacactggataaagtatgaatcagacacagattgactggaaa
agagtaattccaaccatttactagaccagtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcatactgtgtgcect
taaaaaacactggaaaaagtgtgaatcagacccagatttactggaaaagagtaattccaaccatttactagacca
gtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcatactgtgtgcttaaaaaacactggaaaaagtgtgaatca
gacccagatttactggaaaagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcgatgttacacactgggtcgacc
ttatttcatactgtgtgcttaaaaaacactggaaaaagtgtgaatcagacccagatttactggaaaagagtaatt
ccaaccatttactagaccagtgctcaatgttacacactgggtcgaccttatttcatactgtgtgcttaaaaaaca
ctggaaaaagtgtgaatcagacccagatttactggaaaagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcgat
gttacacactgggtcgaccttatttcatactgtgtgcttaaaaaacactggaaaaagtgtgaatcagacacagat
tgactggaaaagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcat
aacgtatgcctaaaaaacactggaaaaagtatgaatcagacccagatttactggaaaagagtaattccaaccatt
tactatataagtgctcgattttacacacttggtcaaacttatctcataatatttgcttaaaaaacactggaaaaa
gtgtgaatctgacccagactgactggaaaagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcaatgttacacac
tgggtcgaccttatttcataatgtatgcttaaaaaacactggaaaaagtatgaatcagatccagattttctggaa
aagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcataatgtatgce
ttaaaaaacactggaaaaagtgtgaatctgacccagatttactgaaaaagagtaattccaaccatttactagacc
agtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcataacgtatgcctaaaaaacactggaaaaagtatgaatc
agacccagatttactggaaaagagtaattccaaccatttactatataagtgctcgatgttacacactgggtcgac
cttatttcataatgtatgcttaaaaaacactggaaagagtatgaatcagacccagattgactggaaaagagtaat
tccaaccattcactagatcagtgctcgatgttacacactgggtcgaccttatttcataatgtatgcttaaaaaac
actggaaaaagtatgaatcagacccagatttactgaaaaagagtaattccaaccatttactagaccagtgctcga
tgttacacactgggtcgaccttatttcataacgtatgcctaaaaaacactggaaaaagtatgaatcagacccaga
ttactgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnntccagaacgttcagcgtcacttgtgcccatatggccactccgaaaattt
tgaaaccacttataaactgttctaatcgaaggtgcagagtcaccataatgtttatcaagcttctctttagtctcce
tgaggcgttttgcctttcataaagtagtgtttaatcaacacacgaaattctttttcgtccattttttgaaaatca
ctcgacttcctcgattcaaacgaatgccaaacacaaagaaatagaccgatctggctgaaacttggtgtgtgttcet
tccaagagatgctactaactaaacataacctcgatacgtgccagtggtgctatctctctgactttgcacggactt
ttcaaacgaccctcgtatgtctctattatatatttttgctttactttattaattttattttttttatgtttcagG
TCGTTGGATATTCGGTAACGCGCTGTGCCATCTAGTGGTATATGCCCAAAGTACATCCGTATATATATCAACGTT
AACATTAACTTCAATAGCCGTGGATCGGTTTTTTGTTATAATATATCCATTTAAACCGCGCATGCGCCTTTCAAC
ATGTTTGGCTGTAATATTTTTTATATGGACATTCTCATTAATTGCCACAATACCATTTGGATTATTTATGGATCA
TAAATCTATTGCTGGAAGATTTTATTGTGAAGAGAAATGGCCTTCAGAGAACTTTAGACAAgtaagtggaatatt
tctgttttattgtgctatatttattttggaagtattacttctgtttatggtaatctacaattttttatataaaaa
gaaaattaggtcattttaataattaagggcacttcttagagagaaaatgctgttcttcatttgcatggtatcttt
gatagaatcactacaacatatatcctccactgcttgctgaacgttcacgagtgactgaaaaaacttgtttatttt
tctaattacttgttactaaaatgtaaataagtgaattaattatattaagttcacaataatatttctgcgacccce
cccceccgcagggcecgtgacctatagtttaagaagcacagectctaaactacaacttaatttceccaatcectgtggcaaac
tcttccataataactactgaatattaaatgttatttagctaaagaaatagccaaattatgaatcaacttttatgg
gttttaaagacttcttaataataaaattggtaactaattggtttacaagcactggctaataaaacgaacaattat
ctataacattgcatgttgcatgataatgtcatgtaaatatgcatgaagaggtccgccaatggtaggaaagattge
atgttcgcagcatgtaaaattaatataagtaaacaaaataattaataaataacataatattggaaaagaatacga
gtttattaataattaaataatactacagctacagcatctacactacggaatattttatttaaaattttgatattc
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ttataaccttgattattattatttttgttttaaatgatttaaaagcgcgtctgtttgtctgaggttggegeecegt
agctttatcagtgcatctacacagtgttccctcattacagaaaacactgtccatcaccgaacagtttgeccgtaag
aagctcctaggaaaagaaaaatctaacggcctggcagctgtattcgatcctgtgatcttcecgecgatggaatacagt
attcgctaaccactcggctaatccgttgeccttctgattattattaatctttttatttattaattgtaattaggtyg
tttgtaaataactaaatcaattaaataatataattttattgaagcaaattcaaatatgatcattaaataaaatat
tattaattcatttatgatttcgtgttgaaattaaagcagttagattaatcaattttatttcattccattttcacg
tctgaaattttgaatatataatctcgacgaagaattctttcataaagaatatagcatttctgtaaacaatatatt
gtgtagaatgttacagacgtaaaattaatgcatcacctttattaaatttactgatatgagtgacatctgtaacat
gccagtctctaaacacgaaagggttctactttaattaaaatttagcaaactattaatcaattaagaacgtttttc
cattttatttctctctctttatacataatataaacttcctatttctagtttacaacggtaaagcatgtttacagg
taatctttgaacaaactagttgccaaaatataacctccgtggatttctacagtacgtagaaaaatgcatacacca
acgactttttcaattccgttctagacagatctacaactctgtctcaccctgaactacctggactccaagaatcct
caggctgatttgcacaaaatgtggattgcacactgcaaattcttcaaacttacttaaacttcatgttaaacaaaa
tggtggagccattgattctgagttccttaagatccatttcttceccccagttgataatctcaaaggtatcctcagge
attaagttttcttctagaatcctttgacagctttaaactaaactccttggtattctcagagecttcatatttattt
taaagctgcctaactatcagagaaaattacttaatatactaacttgttgttattaagttatttccaacggacatc
aatcttggtttaccatgattttggcttaaaataacaactcaaaggaaataggacactgcatccttacatttaatce
cataatccagcacctatagatgccgtaacttcctgtcttcaacggttcgtaaagcagatcaaaattcttattctt
ttttttttataaatatctgtggaaccacaaagttgttaaatgtaggcagttcagttaactgctgttctgaacggt
tatttgaaattaaaacaaccatttaaggagtataaaggctgaaattccgatttttaccagtgttgttttagtata
cattttgaaataaagacgacccagtatgtaactttgagctcaggtcaagtacatggtaatctgagatcgaaatta
ctcttttccagtcaatctgggtctgattcatactttttccagtgttttttaagcatacattatgaaataaggtcg
acccagtgtgtattatcgagcactgatctagtaactggttggaattactcttttccagtcaatctgggtctgatt
catacattttccagtgttttttaagcttacattatgaaataaggtcgacccagtgtgtaaaagcgagcactgggce
tagtaaatggttggaattactcttttccagtcaatctgggtctgattcatactttttccagtgttttttaagecac
acagtatgaaataaggtcgacccagtgtgtaacatcgagctctggtctagtaaatggttggaattactcttttce
agtcaatctgggtctgattcatactttttccagtgttttttaagcatacattatgaaataaggttgacccagtgt
gtaacatcgagcactggtctagtaaatggttggaattactctttttcagtcaatctgggtctgattcatactttt
tccagtgttttttaagcatacattatgaaataaggtcgacccagtgtgtattatcgagcactgatctagtgaatg
gttggaattactcttttccagtcaatctgggtctgattcatactctttccagtgttttttaagcatacattatga
aataaggtcgacccagtgtgtaacatcgagcactggtctagtaaatggttggaattactcttttccagtcaatcet
gggtctgattcatactttttccagtgttttttaagcatacattatgaaataaggtcgacccagtgtgtaacatcg
agcactggtctagtaaatggttggaattactcttttccagtcaatctgggtctgattcatactttttccagtgtt
ttttaagcatacattatgaaataaggtcgacccagtgtgtaacatcgagcactgatctagtgaatggttggaatt
actcttttccagtcaatctgggtctgattcatactttttccagtgttttttaagcatacattatgaaataaggtc
gacccagtgtgtaacatcgagcactggtctattaaatggttagaattactctttcccagtcaatctgggtctgat
tcatactttatccagtgttttttaagcacacagtatgaaatattaggtctacccagttattttgaagctatttta
aaataagcttgtaagctttttaaaagcacttgccttaattaagaaaatgtgattgtatgcagtaacctttgtagt
ttggggacgaagtttgtagattttcaatccaatttacattgataatacgtacgcttttagttgttttaattttct
gttttagttaaactttgtgtcgtttttatgtctgtaagttgtatgctaaacaggatattactgatgtcgecttcta
agtacataatatatgtatatattgatctagctctttttctgtattatgacattgctacagtctactttgcatgca
tgtactannnnnnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNtgaaacag
attttattattctgtaaaggaatataattttctaaataaaaacatgaatacatacacacataaaaattaaaacaa
taaaatacctgtaaagaataattaaattactagtttatatgttaccgtcactgaacattatgaaaacactatgta
acgtaaacactctaaagtgacgctaaaccttcccagactataacctaacattcaggttgagtcgttgtagatgga
actgaaccaatcttctatcatgtatgtactattttaattttttacaagtttcgtattaataaactcattagaata
tctcttacttgaattcatgaaatttgtcacatattttattcaaactctaaagcgactagattggggaattttgca
ttatacctgaaataaatacgatagatttatttatttgcttgtagcgacattctcccatacaaatagagttcatta
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tatgtatcagaaatcttgcgatagaagtgaagcaatatttacatgaaagaacgcctgcatccaagctcagaattg
tttgccaatttcggattagttttagaattgtttaaaaatggtagacattataattaacaaagcgacaatgtaagce
caggtatgtaatacgcgcgaccaggacagtctatatctctttctgattatatgtcctaattatatgatttaataa
tattgtatataagaagttcatagactgcgtaggagttatttaagaatttaaagtgtaaataagtgtaaaatacag
ttgtaagtttgctattaagtaaagcaagtaaaatataagtaactagaagaatgcttgattttaacgaggtagaat
ggaaatagatctgagcacaagagatgaggcactagtcccaaatctgaaagatgaaagaaatatgtaaaacagttt
caaggtttatgaaatgcataacctaaaaatcttaaaaacaaatgaaacacatttatggtaatggaaaggtctaaa
ttaaatatattagatggaatcacatgtaaaaaaaatcaaagtaatttaagatattaagtaattggcaaaaaatcc
cgtcaaaaaactaagtaaaatgcaacttttgaatcagtaggacatactagtataggagcttattgtagaatctgt
gtgtgaagggtggggcagcagcaagagtaatatcagccaatgcgtattaagttcccatatgtaaaacatatggcec
agtgtacttctttctgattggctaaaaatatcttgatactctgccacacctatttactccgattctacagttage
tcctacagcaacatgttacccagatacaaaatttgaattttgttgcacttttaagaggattttttttttaaattt
ataaatgcaacttttatatcagttggaaatactggtataggagcttattgcagaatctgtgtgtgatgggtggaa
cagtggcaagggtaaaatcagccaatgcgtattaagagtctatctgtacataacacgcccactgtacttcattcect
gattggctgaaaccaacttgatattcgcccacacatctttactgggattctaccttaactcctgcaggattatgt
tacccagatacaaacttctattttttgtagcatttttaaggggattgtttttaaattgtgtactctttttcecgtat
ttacctagtttctgtaattaatagacaccaaatcattatgttttaattagtaaatttaaaagatgcattagtata
tagaatttgaattgtaaattttcaattttttaccccattgtaaatgaaatcaaaagtgtattgtaaaaatttgtg
aggaagcgttgtaataaatgtatgtaataataaagcgttgtaaaaatccaaaccgttgtagagttttacatcatt
cctttgaaatcaaattaaattaaaaataaattactagtttttgctattcatttactgttaataaatatgttttaa
atagcaacttgaataatccattactgtataatttttaaattgtaaacttctattttttttttaagctttataaag
ggaatcaatgaaacactgttataataacataaaagaaagtgttataataaatgtatgcaataataaagtgttgtg
ataatttatttaccctttattgagttttacatcattctttataagtttataatcattgtttcttgctcggattag
atagtgtgcttacatctgagaaacgtcagaatagtacgaaacaatgaagactgagatgaaatatcttaatataca
ctagccttacaagataataactaagtaatttctagatggtatgaagtttagagaacatatttattgagagattcg
taaaacagtttaaaaatttatgaaatgcattacctaaaagtcttataaacaaatgaaacacatatatgcttatat
aaaggtctaaattaaatattttgcactccatttaagtaaagcaagttttagataaatgactagaagaatacttat
ttttgacgagattgtgcggtaatggatcaaagcaccggattaggtggaagtctgaaacctagaacatgacttcenn
nnnnnnnnaatatgtaaaacagtttcaaggtttatgaaatgcataacctaaaaatcttaaaaacaaatgaaacac
atttatggtaatggaaaggtctaaattaaatatattagatggaatcacatgtaaaaaaatcaaagtaatttaaga
tattaagtaattggcaaaaaatcttgtcaaaaaactaagtaaaatgcaacttttgaatcagtaagacatactagt
ataggagcttattgtagaatctgtgtgtgaagggtggggcagcagcaagagtaatatcagccaatgagtattaag
ttcccatctgtaaaacatatggccagtgtacttctttctgattggctaaaaatatcttgatactctgceccacacct
atttactctgattctacagttagctcctacagcaacatgttacccagtttttgttgcacttttatggggattttt
tattaaatttataaatgcaacttttgtatcagttggaaatactggtataggagcttattgcagaatctgtgtgtyg
atgggtggaacagtggcaagggtaaaatcagccaatgcgtattaagagcctatctgtacataacacgcccactgt
acttcattctgattggctgaaaccatcttgatattcgcccacacatctttactgtgattctaccttaactcctge
aggattatgttacccagatacaaacttctattttttgtagcatttttaaggggattgtttttaaattgtgtactc
tttttcgtatttacctagtttctgtaattaatagacaccaaataattatgttttaattagtaaatttaaaagatg
cattagtatatagaatttgaattgtaaattttcaattttttaccccacattgtaaatgaaatcaaaagtgtattyg
taaaaatttgtgaggaagcgttgtaataaatgtatgcaataataaagtgttgtgataatttatttaccctttatt
gagttttacatcattctttttaagtttataatcattgtttcttgctcggattagatagtgtgcttacatctgaga
aacgtcagaatagtatgaaacaatgaagactgaagtgaaatatcttaatatacactagccttacaagataataac
taattaatttctagATGGTATGA

>RPRC002269 | tamanho = 6709 bp

ATGgctggttactcctggtatttatctagtagccagtgcagacactagcgtatttcagtaattggaattgttcect
aggataggagttcacgcggccaatgttgttttagatgtggtggtgcgattatcaggatgtggattatagaaggag
gaattccaacggttggattgggatggcagaataagggttttgtttctgtgataaagggaatatttttaaatcttc
gtgaaagcgtgtggttaaagatataatagggagcattaacaagacggcggaggacttttgattggaaggattgga
tgaaggagctattagaagatttaggtaagccacacagctctgattagcaagtccagatgggtttaagttaagcca
tatagaggggttagtttgttatgtgtgtttagtgtagtttccaaaacttaaattgaattaaatcgaatttgaaaa
aaggtgtgagagtggtatcatctgattttttccagtaaacttactattttatgtttctagtataattcattatta
tttttctttecctaattatgtttttctcccccaaaaaataattaaattgaggtaattttgattataattttgtace
agttacgatgaaaaggaagatcttcattttgttgtgactagtaaaaagaaatccccatcataattaataattaac
ctaaaaacaaagaggtgtgctggtatgctgctttattagtataaccttctcaaagttaagatattgcacagtaaa
agccctcagatattatgggaaaacacaaagcacgatggagaaaaactatgaagaaaatgtactaaacatagtttt
tcttttgagacttttttttttttgtaaagtacagagttttttacaggccgggattaactaccgattaggtategt
ggacggaagggcggaagctcacatactttactataaacaatttttttctaacaaataaaaagtagtcagacgcgg
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gattcgaacttgtaaccttcctcacacagagccacacagttgaccactagaccaacactcgceccceccgattcecttatg
ccattgtcttcatgttatattgtttcatcacattacagtacctatttgctgattattacgataaaccatttatga
tattaagaatatacctattgcgaatataaaatcaatatgatcatatttttagtaaattagaagtgcatttaccag
tttgattgaggaaatttggatagcaacatagttttttctaacaaataaaaagtagtcatatgcgggattcgaacc
ggcgatctctcacacacaaagccattctcttgaccactagaccaacacccgttcecctctaaagtgtagagtaaaag
taattgttttcagtatttaatcaaatatattttactatgttctattaaatcatttttggtcgacagcgatttgcece
tgattaattaattattgaatggccctcttgtattttacaattttaataaatttaaattgattttttttattaatt
tgtttcattttctgtttcagGTGTTCGGTGGTATGACTTCAACAATTCAATTTGTGCTACCGTTCATAGTGGTAA
CATTTTGTTACGTGCGAGTGTCGGTAAAACTAAATGACCGTGCTAGAAGTAAGCCGGGCGCCAAGACTAGCCGCA
AAGAAGAAGTGGACAGAGAGAGAAAGAAGAGAACTAATAGAATGTTAATTGCTATGGTTACCATATTCGGTGTTT
CGTGGTTACCAATAAATTTGATAAATGTAATAAATGACCTGTATATGCATACATCGTCATGGACTTATTATAATC
TATTCTTCTTTCTATCGCATGCTGTAGCCATGTCGTCTACATGCTATAATCCATTCTTATACGCTTGGCTGAACG
ATAACTTCAGAAAAGAATTTAAACAAgtaagtatatactatttacccattatttacaaatattatttacttatct
tagatattaataatcttcgcagttcaggaatagaggaattcttaaaaattcaaaggtacaattgataaggatact
cgctttgaatgtacaaaatagggttttttcgggttctaaaaatcggttttttaaagacaattttggaattcgaaa
accgggttttctgtaaaaaaaaaaaagagagaaagatccgttttaagtgtatacattacacttgtatattaattt
gctaaaatattaaaatgtaagctaaagtactcggacacgagtaagtagtaaatctattgactttcttcgettttt
aaagttatattttataaaacagaataagcaataaattaataatttacgtattaaacagttgaatgttaaacattc
tttggcttctgtaatttttaagcgtattaatgtataattacttaaatgtgttaacgttttattttaatattttta
tgcatgtacatacatgtactttatctatactttttgtatttttgaattataataaaacaaaaaatttaaatttcc
atttattgagctgagtttttcatgaatgaagtgtcacgtcatttgtgggtctcgtecgttgtaggagattcaattt
ttttggacaatcaaaaatttagtctagatcagcggttcccaatcttttttcattagtgtaccecctttacctgatt
gtttcctcagtgtgtacccctaacatatacagggtgaaccagtaagtattgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nnnnnnnnnnnnnntcacgaacatatagcagtgatattgtattgtgttatttaattccattaaactcttgtggtt
ggagctgtagtcaatttttaaaatagattgtcttaaaattaggtagtctaaggttacttattgcacatagaaaaa
aacttttacaaaaagtgccagcacctaggtctgaaaatgatcacataagagcctaatgagttttcctaaaaattt
cgattacttttatatttccagcattcgaagaaagattgaggctgtttggagaataatgtatgcttcaaaatggeg
tcaatttttaggaaatttatctgtctttctaaccatgtcatcagaatcgaattcggactaaaactttctgagtaa
taacatttttattggaaaaaagtaatgattttagaaaaaaaccttaaagtgacgtcactcaagaacagaggaaaa
tatgaagttggccaatacgtcattgaactccactttagatgtactacacgcagtaagcgtattgacaatacttac
tggttcaccctgtatataatatatataaataaaaaaaataaatactcgtattcttgattttacgttttgtaactt
taaattaacagcaaaacaatctgaatataatgtgtcttgtaaagaacatatacgtatgatatgttcctatttaaa
aaatcatttatgaataggtgaacatttcaaaccaataactattgcgggggtcgtaaattgaaacagcaaagcgtt
aataaaggagaagtaaattatatgcgggccatgtgtaatattagtcaaaactaaagctacattttttcgcaattt
ttacatcttacgccataataacttttttttgcatacccctaaacaatctttcecgegtaccccaggttgggaaccge
tggtctagagcattgttggaaataccttgctaaattttacaaggtattttgcaggaagccatatttttggeccaa
attcatagattgaattttaaattttgctttgaagtaaaaaaaattattttagcaccattaaactatattaataaa
tcagtagtagctaacaaacttttatgtctaaatcttctttagagcgatgaaagtttttaatctttacagatttca
gataatccactactgaataatgcatactttcacagttactatagaatctttaaaaaaatttaatctgaatatcaa
gtaaaataccatttcttaaatttaacaaatattttactacttctctaggcgccacggtageccgagecggttagagg
cgagacctgcaaagctaatatgtattgtggtactgggttcgattcccggtctttaggecttggattttatttaat
ggttaataaaagaaatttacagtaaagtacgtttgctattcgcctccgtccacgacacctaattggtagttggac
gttaagccccgcecctgaaaaaataggcgattactttacttacttactacttctgaaggtaaaaaacattattatte
ggtaggacagttgtaataagggttgatcgtcaaaaactgcaccagaaaaaagagtccaactttgacaattttttt
ttctcttttactactaaagataaaattcccaaattttctttaaaatatagggaaaatcctcctttataattgtaa
atttttttttttgctacaaccaagatctaatagatttctgaaaaaaagtatgccaaaaataagcaaaaacggcat
tttcaaaaaaatttattgttattcttgttattgtttttgtgttaaccctttttctgtaaataacgtaccgectaa
acgcgtgaaccgattttcatgaataatataattggtaaaaataaagtttaatgattcatttttttggggaaaaat
tgcgcgaaaaattgataaaaaaaaagcctagataacaatttatccaagattggctttgggtagagaaaaatggat
ttaaatccataaaaaaagcctaaatttagtaatttcaaaaactttagacttcataaaagaatttattagtttcac
gaattgcatacaataattttcttatgataaagtgagtgataagagtaattcattgaaaaaaattagcaatgcact
tttttttectttttectttgcaatcgatgtaaatatttgctagagtcgtcgaacggtactaaccaaactggctaata
tttgctaagcgacacaaaaaatgattaatgcttggctcctgtttgactttactcttttattaattgaataaagceca
tttaggtggttagcaggggttggtaacggtaatttaggttgattggcaaacatctctttattgacctgtttaatt
tagttgaagaaaaaaattcaaataattgaataaaaataaataaataaccaaacgaatagggaacggagaaactgg
gttcgaatccagctgctggtcceccttaggttttttttttgacgtgaatacgtctttaaatttgectatcatatggag
gcaatccaaaaaaaacctaatgataacaaaatcgggggatacagtttggcattatagtttcgaatctatcgtcta
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catccaaaattaaattagaccattggatagccaaaggatcaaagaattaattacgataagcgagcactgtgaagce
atcgcgcgcggtggagggggaagcgccgccattttgagatcattttgectgegtatcgagatttgcaattagtata
acttttgactcggagaagctacgatgttcgtttaagttttaatcgtcaactaatctatcgattgtatataaaaca
ttagtgtaaaatagtgacagtgaatataatcaggtgttagaatcaaaaaatattataaaaaaatatataatgtcg
gcctgtacgcgtcgaaaagccaaaaccaaatacagagttcgtatatggttggaaagggcttctcaagaacaatcg
aatgtaattaataaaacaccatatgaccgagtcaagctgtgctgccgggaacgtaaaagaatgaatgtggccgaa
cggatcaacgacggtgtccagtacatctggcagctggggtggttgaaattatggaagtggatgatgaaatcgcett
atacatcgacaacggactgtataggtatagattgtgttcgatagtcgatttgttttcttgatttcatcctaaata
cataaataaaaatattttatacaaaaaatataacccgttacgtaaacgtattcacgtacaacacacggccgtgtc
catgacacagtcacagttttttttttttttcttecctaggagctctaacgagagaacactgtccggaggecgectta
aatcaacaggaaaataaaagtatatatatttgggttaaggagaaataatattgtccaattcaaccacgaataaaa
attctcatttattatacagtttagtacaaaaagagtgggacagaaggaaattgatttaaattattcatcaaaaca
gaaaaaagaaaaaggaaaatagaagaaaaactgcgaccaaaaaatctgaaaattttatacagcgccacaatttac
gtcggctattaaatgaaaacaaacaatgtctctgctctctgccaacaatggaaatggtagaaaccattctgagtt
tgtaagtttatttggttaaccaactagaggtacttttctgctctagcaaatcatttaaaatttagtcaaccttaa
attatttaattttaactgttttcagATTTCGTGA
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ANEXO II

>sequéncia obtida com primer M13/pUC_anti-senso

5[
AMSGAMCGGGGCSRGTGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAMKTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGL
CWTGGCGGCCGCGGGAATTCGATCGTTCAGCCAAGCGTATAAGAATGGATTATAGCATGTAGACGACATGGCTAC
AGCATGCGATAGAAAGAAGAATAGATTATAATAAGTCCATGACGATGTATGCATATACAGGTCATTTATTACATT
TATCAAATTTATTGGTAACCACGAAACACCGAATATGGTAACCATAGCAATTAACATTCTATTAGTTCTCTTCTT
TCTCTCTCTGTCCACTTCTTCTTTGCGGCTAGTCTTGGCGCCCGGCTTACTTCTAGCACGGTCATTTAGTTTTAC
CGACACTCGCACGTAACAAAATGTTACCACTATGAACGGTAGCACAAATTGAATTGTTGAAGTCATACCACCGAA
CACTTGTCTAAAGTTCTCTGAAGGCCATTTCTCTTCACAATAAAATCTTCCAGCAATAGATTTATGATCCATAAA
TAATCCAAATGGTATTGTGGCAATTAATGAGAATGTCCATATAAAAAATATTACAGCCAAACATGTTGAAAGGCG
CATGCGCGGTTTAAATGGATATATTATAACAAAAAACCGATCCACGGCTATTGAAGTTAATGTTAACGTTGATAT
ATATACGGATGTACTTTTGGGGCATATMCCACTAGATGGCACASCGCGTTACCGAATATCCMACGACCTAGAAAT
GAATATAACGGTGTAAATGGTACMGCCAATGTGCATAACAAAATGTCTGAMMATGCTAGATTCGTTWTAAAACAA
TTATAACCCGTATGCMTAGCMCGATTYCCTAMCGACTACSAATCACCTAGTGARATCSSGGCCGCCTGCCAGYCS
ACATATGGGARAGCTCCCAAMSSCTTGGATGCATARCCTTGAGAWTCCWATATGCCCCCCWACATASCTTGSCTA
ATCATGGGCATASSTGCTTCTGKGYARAATTGCTAYCCGCTCMCAATYMCCCMCACWWTMSARCCCGRAMASCTA
ARATGRYAAAGCCTAKGGGGTCCTCAKTGAKSGAASCYRAMCTWCMATTAMATTSTASTWGTGCTWMCCTYGYCC
YMTTTTTCCCAACKCGAGSRAACAACSATTGTSMGKRCCKGTCMCKAGYWCTGRTCAGYAGC 37

>sequéncia reversa complementar

5[
GCTCTGACAGCTGGACGGCACAATGTTGTTCTCGGTTGGGAAAAAGGCAGGAGCACATAAATTAATGAGTGTTCT
CATGAGGACCCCTAGGCTTTCATTTAGTTCGGGTAGTGGGGATTGGAGCGGTAGCAATTTTCCAGAAGCATATGC
CCATGATTAGCAAGTATGTGGGGGGCATATGGATCTCAAGGTATGCATCCAAGTTGGGAGCTTCCCATATGTGCT
GGCAGGCGGCCGATTTCACTAGGTGATTGTAGTCGTAGGAATCGGCTAGCATACGGGTTATAATTGTTTTARAACG
AATCTAGCATTCAGACATTTTGTTATGCACATTGGCGTACCATTTACACCGTTATATTCATTTCTAGGTCGTGGA
TATTCGGTAACGCGTGTGCCATCTAGTGGATATGCCCCAAAAGTACATCCGTATATATATCAACGTTAACATTAA
CTTCAATAGCCGTGGATCGGTTTTTTGTTATAATATATCCATTTAARAACCGCGCATGCGCCTTTCAACATGTTTGG
CTGTAATATTTTTTATATGGACATTCTCATTAATTGCCACAATACCATTTGGATTATTTATGGATCATAAATCTA
TTGCTGGAAGATTTTATTGTGAAGAGAAATGGCCTTCAGAGAACTTTAGACAAGTGTTCGGTGGTATGACTTCAA
CAATTCAATTTGTGCTACCGTTCATAGTGGTAACATTTTGTTACGTGCGAGTGTCGGTAAAACTAAATGACCGTG
CTAGAAGTAAGCCGGGCGCCAAGACTAGCCGCAAAGAAGAAGTGGACAGAGAGAGAAAGAAGAGAACTAATAGAA
TGTTAATTGCTATGGTTACCATATTCGGTGTTTCGTGGTTACCAATAAATTTGATAAATGTAATAAATGACCTGT
ATATGCATACATCGTCATGGACTTATTATAATCTATTCTTCTTTCTATCGCATGCTGTAGCCATGTCGTCTACAT
GCTATAATCCATTCTTATACGCTTGGCTGAACGATCGAATTCCCGCGGCCGCCAGGCGGCCGGGAGCATGCGACG
TCGGGCCCATCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATCACGCCCCGTCT 3’



