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RESUMO

O triatomineo Rhodnius prolixus ¢ um importante vetor do protozoario Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenca de Chagas, e um dos principais modelos de estudos de fisiologia de
insetos hematofagos. Nos ultimos anos, apolipoproteinas pertencentes a familia das lipocalinas
foram descritas nessa espécie, mas suas fung¢des ainda nao haviam sido descritas. Considerando
sua elevada expressdo em testiculos e evidéncias de participacdo de lipocalinas em processos
reprodutivos em outros organismos, esta tese investigou o papel das apolipoproteinas
RPRCO010099 e RPRC015421 na fisiologia reprodutiva de R. prolixus. Para isso, foram realizadas
analises gendmicas e de modelagem molecular para caracterizar a estrutura e a funcao putativa de
RPRC010099 ¢ RPRCO15421. A expressao génica basal de RPRC010099 e RPRC015421 nos
orgaos reprodutivos de R. prolixus foi quantificada. Por meio da técnica de RNAI, os genes
RPRC010099 e RPRCO015421 foram silenciados nos insetos machos para avaliagcdo dos efeitos na
reprodugdo. Por fim, proteinas recombinantes e anticorpos policlonais foram produzidos com o
objetivo de avaliar a transferéncia de RPRC010099 e RPRC015421 dos machos para as fémeas
durante a copula. As analises in silico confirmaram a identidade das proteinas como lipocalinas e
sugeriram afinidade por moléculas lipidicas, especialmente eicosanoides como a prostaglandina
E2 (PGE2) e o acido eicosapentaenoico (EPA). A expressdo génica mostrou-se significativamente
mais elevada em testiculos, com padrao diferencial entre machos e fémeas. O silenciamento dos
genes por RNAI resultou em reducdo na fertilidade dos insetos, evidenciada pela diminuig¢do do
nimero de ovos depositados, sem afetar a taxa de eclosdo. Os ensaios de transferéncia revelaram
que ambas apolipoproteinas estudadas sdo transferidas do macho para a fémea durante a copula.
Em conjunto, os resultados indicam que as apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 atuam
como fatores reprodutivos masculinos, possivelmente carreando eicosanoides durante a copula e
modulando a fertilidade da fémea. Este estudo amplia o conhecimento sobre a fisiologia
reprodutiva de triatomineos, ressaltando a relevancia dos fatores masculinos na fertilidade da
espécie e sugerindo novos alvos moleculares para estratégias de controle populacional de R.

prolixus e, com isso, da transmissdo da doenca de Chagas.

Palavras-chave: apolipoproteina; Rhodnius prolixus; fertilidade; reproducao; eicosanoides.



ABSTRACT

The triatomine Rhodnius prolixus is an important vector of the protozoan Trypanosoma cruzi, the
etiological agent of Chagas disease, and one of the main model organisms for studies on the
physiology of blood-feeding insects. In recent years, apolipoproteins belonging to the lipocalin
family have been described in this species, but their functions have not yet been elucidated.
Considering their high expression in testes and evidence of lipocalin involvement in reproductive
processes in other organisms, this thesis investigated the role of the apolipoproteins RPRC010099
and RPRCO015421 in the reproductive physiology of R. prolixus. Genomic and molecular
modeling analyses were performed to characterize the structure and putative function of
RPRC010099 and RPRC015421. Basal gene expression of RPRC010099 and RPRC015421 in
reproductive organs of R. prolixus were quantified. Using RNAi, the genes RPRC010099 and
RPRCO015421 were silenced in male insects to evaluate their effects on reproduction. Finally,
recombinant proteins and polyclonal antibodies were produced to assess the transfer of
RPRC010099 and RPRC015421 from males to females during copulation. /n silico analyses
confirmed the identity of these proteins as lipocalins and suggested affinity for lipid molecules,
especially eicosanoids such as prostaglandin E2 (PGE2) and eicosapentaenoic acid (EPA). Gene
expression was significantly higher in testes, with differential patterns between males and
females. RNAi-mediated gene silencing resulted in reduced insect fertility, evidenced by a
decrease in the number of eggs laid, without affecting hatching rates. Transfer assays revealed
that both apolipoproteins studied are transferred from males to females during copulation.
Altogether, the results indicate that apolipoproteins RPRC010099 and RPRC015421 act as male
reproductive factors, possibly carrying eicosanoids during copulation and modulating female
fertility. This study expands the understanding of reproductive physiology in triatomines,
highlighting the relevance of male factors in species fertility and suggesting new molecular
targets for strategies aimed at controlling R. prolixus populations and, consequently, the

transmission of Chagas disease.

Keywords: apolipoprotein; Rhodnius prolixus; fertility; reproduction; eicosanoids.
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DGLA - é4cido dihomo-y-linolénico

DNA — 4cido desoxirribonucleico

dsRNA — RNA dupla fita

EF — elongation factor

ELISA — ensaio imunoenzimatico (do inglés Enzime-Linked Immunosorbent Assay)
EPA — acido eicosapentaenoico

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chromatography)

kDa — quilodalton

mRNA — RNA mensageiro

NP — nitroforina

OMS - Organizag¢ao Mundial de Satide

OPAS — Organizacao Pan-Americana de Saude
PAIs — inibidoras da agregacdo plaquetaria

pb — pares de base

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PGE?2 — prostaglandina E2

qPCR - PCR quantitativa

RNA — 4cido ribonucleico

RNAIi — RNA interferente
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1. INTRODUCAO

1.1. Rhodnius prolixus e a doenca de Chagas

Rhodnius prolixus ¢ um inseto da ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae. Foi descrito por Carl Stdl em 1859 e, assim como outros triatomineos, ¢
popularmente conhecido como “barbeiro”. Este inseto possui um ciclo de vida do tipo
paurometabolo, dividido nos estagios de ovo, ninfa (com cinco estadios ninfais) e adultos (Figura
1). Em todas as fases pos-embrionarias, machos e fémeas sao hematoéfagos, alimentando-se do

sangue de hospedeiros vertebrados homeotérmicos (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Figura 1 — Ciclo de desenvolvimento do Rhodnius prolixus. Estagios de ovo, ninfa (com cinco
estadios ninfais) e adulto (fémea e macho, respectivamente).

e Nl M Lk Fed M5 Adulte fmes Adults macha

e &

Fonte: Paim (2014)
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O inseto possui coloragdo marrom-avermelhada e, na fase adulta, apresenta de 20 a 30
mm de comprimento. O corpo ¢ levemente achatado dorso-ventralmente, com torax dividido em
pronoto — que apresenta um formato trapezoidal mais largo que a cabec¢a —, mesonoto e metanoto.
O abdomen ¢é segmentado, de coloragdo mais clara, e os ultimos segmentos abdominais
apresentam dimorfismo sexual. Os trés pares de pernas sdo finos e alongados, divididos em
quatro tarsos. As asas anteriores possuem uma base coredcea com a parte distal membranosa. Ja
as asas posteriores sdo membranosas e transparentes em sua totalidade. A cabeca de R. prolixus é
estreita e alongada com olhos compostos grandes, lateralmente posicionados. As antenas sdo
inseridas no d&pice da cabeca e o aparelho bucal ¢ do tipo picador-sugador (LENT &
WYGODZINSKY, 1979).

Na natureza, R. prolixus leva cerca de 6 meses a um ano para completar seu ciclo de vida,
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mas em laboratorio, com ambiente devidamente controlado, o ciclo é mais curto — de 4 a 6 meses.
A oviposi¢do ocorre entre 20 e 30 dias apds a copula dos insetos adultos. Os ovos sdo geralmente
colocados aderidos ao substrato. Sdo ovos operculados, de coloracdo esbranquicada logo apds a
postura, mas que se tornam rosados a medida que o embrido se desenvolve. A incubagdo tem a
duracdo média de 20 dias. As ninfas que eclodem dos ovos se diferem dos adultos, dentre outras
caracteristicas, pelo menor tamanho, auséncia de ocelos, auséncia de asas e pela imaturidade
sexual. Cada estadio ninfal necessita de ao menos um repasto sanguineo para mudar a fase
seguinte, até atingir a fase adulta (DIOTAIUTI & BARBOSA, 2015; RIDDFORD, 2007;
ROCHA & SANTOS, 2014).

O inseto pode ser encontrado em diversos paises da América Latina, especialmente na
Colombia e na Venezuela (Figura 2). Os insetos vivem nas copas das palmeiras, proximos a
ninhos e tocas de animais utilizados como fonte alimentar (GUHL, 2007). Devido ao alto grau de
invasdo e destruicdo do ambiente silvestre por agdes antropicas, esses insetos passaram a
colonizar também regides rurais e urbanas, sendo encontrados no domicilio e no peridomicilio,

onde, eventualmente, podem utilizar os seres humanos como fonte alimentar (GALVAO, 2003).

Figura 2 — Distribuicao geografica das espécies do género Rhodnius. A espécie Rhodnius
prolixus é representada em vermelho, com distribui¢ao concentrada na Venezuela e Colémbia e
alguns registros na América Central.

B R. robustus § ;

R. prolixus **
E Y R. neglectus

R. nasutus
R. neivai
R. montenegrensis
R. milesi

| R. marabaensis
R. domesticus
R. taquarussuensis

- R. barretti

Fonte: Hernandez et al. (2020).
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A espécie R. prolixus € uma das principais vetoras do protozoario Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenga de Chagas. Esta enfermidade, considerada negligenciada pela
Organizagao Pan-Americana de Satde (OPAS), ¢ endémica no continente americano,
especialmente na América Latina, e de grande relevancia epidemioldgica, uma vez que apresenta
uma incidéncia média de 30 mil casos e cerca de 10 mil oObitos ao ano (OPAS, 2021). A
Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas estejam
infectadas com 7. cruzi em todo o mundo, e pelo menos 75 milhdes estdo sob risco de infecgdo.
Apesar disso, as taxas de deteccdo da doenca sdo baixas, o que evidencia uma dificuldade de
diagnostico e de acesso a satde das populagdes mais vulneraveis (WHO, 2024).

A transmissao vetorial do 70 cruzi ocorre de forma contaminativa. As formas infectantes
do protozoario — as tripomastigotas metaciclicas — sdo eliminadas nas fezes e urina do
triatomineo infectado durante ou logo apds o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado.
Quando fezes e/ou urina contaminados entram em contato com a mucosa ou a pele descontinuada
do hospedeiro, o protozoario ali presente € capaz de penetrar no organismo hospedeiro e iniciar o
processo de infeccdo (WHO, 2002). Pode ocorrer ainda a transmissdo por via congénita, por
transfusdo sanguinea ou por transplante de 6rgaos infectados. Estas formas de infec¢ao sao mais
frequentes em paises ndo endémicos, onde ndo ha uma vigilancia adequada para a doenga de
Chagas em gestantes e nos bancos de doacao de orgaos e tecidos (GARCIA et al., 2007; WHO,
2002). A transmissdao também pode ocorrer por via oral, quando o hospedeiro vertebrado ingere
alimentos contaminados por triatomineos ou seus dejetos infectados por 7. cruzi. Esta ¢,
provavelmente, a forma de infec¢do ancestral na natureza, j4 que ¢ a mais comum entre
hospedeiros e vetores silvestres. Nos tltimos anos, a transmissao por via oral se tornou relevante
também nos casos humanos, tendo sido reportados diversos surtos em paises endémicos como o
Brasil, Venezuela, Colombia e Bolivia (LOPEZ-GARCfA & GILABERT, 2023). Entre as fontes
de infec¢dao por via oral mais comuns, pode-se destacar o agai ¢ a cana de agucar no Brasil, a
graviola e a tangerina na Colombia, a goiaba na Venezuela e o majo (um fruto amazonico) na
Bolivia (LOPEZ-GARCIA & GILABERT, 2023). Os casos humanos reportados nas tltimas
décadas acendem um alerta sobre a transmissao oral da doenga de Chagas, mas, sobretudo,
evidenciam que a presenca do inseto infectado no ambiente — condicdo necessdria para a
ocorréncia de casos de transmissao oral — demanda atencdo quanto ao controle vetorial.

A doenga de Chagas se apresenta em duas fases clinicas: a fase aguda, com duragdo de 6 a

8 semanas, e a fase cronica, que dura o resto da vida do individuo infectado. Logo no inicio da
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infec¢do, o individuo pode apresentar uma reacdo cutinea, chamada de chagoma, no local da
picada do inseto vetor. Quando a picada ocorre na regido proéxima aos olhos, pode ocorrer ainda
edema unilateral das palpebras e linfadenite dos ganglios pré-auriculares, sinal conhecido como
sinal de Romana. Apds estas reacdes iniciais, o individuo infectado pode desenvolver sinais e
sintomas inespecificos, como febre, fraqueza, hepatomegalia e esplenomegalia, seguidas por
vOmitos, diarreia e anorexia (WHO, 2002; MARIN-NETO, et al., 2023). Com a queda da
parasitemia, os sinais e sintomas da fase aguda desaparecem, dando inicio a fase cronica. Cerca
de 50-70% dos individuos infectados ndo apresentam sintomas durante a fase cronica da doenca
e permanecem assim por toda a vida. Essa condi¢do ¢ denominada de forma indeterminada da
doenca de Chagas e, em regides endémicas, onde a transmissdo vetorial ainda ocorre, os
individuos nesta fase funcionam como reservatorios naturais da infeccdo por 7. cruzi, o que
contribui para a manuten¢do do ciclo de vida do parasito (WHO, 2002; MARIN-NETO et al.,
2023). H4, no entanto, cerca de 10 a 40% dos individuos infectados que, apds varios anos com a
forma indeterminada da fase cronica da doenga de Chagas, desenvolvem lesdes em varios 6rgaos,
como coragao e sistema digestivo. Essas condi¢des sdo chamadas, respectivamente, de forma
cardiaca e forma digestiva da doenca de Chagas cronica. Tal comprometimento cardiaco e
digestivo impacta negativamente na qualidade de vida dos portadores da doenca de Chagas
crOonica e imputa custos significativos aos sistemas nacionais de saude (WHO, 2002;
MARIN-NETO et al., 2023).

Devido aos programas de controle vetorial realizados desde a década de 1990, a
populagdo de triatomineos, incluindo a espécie Rhodnius prolixus, reduziu de forma significativa
no ambiente intradomiciliar (rural e urbano) de paises endémicos. Gragas a iniciativas de
prevencao e controle da doenga de Chagas, que estabeleceu um esquema de cooperagdo técnica
horizontal entre os paises endémicos da América Latina, houve uma redu¢ao no niimero de casos
agudos, bem como da morbidade e da mortalidade pela doenga de Chagas (OPAS, 2021). Dentre
as medidas adotadas, destacam-se uma maior cobertura para diagnostico e tratamento dos
doentes, incluindo casos congénitos, a implementacao de triagem universal dos bancos de sangue
nos paises endémicos e, principalmente, a eliminacao de espécies aloctones de vetores e a
reducdo da transmissdo vetorial em 17 dos 21 paises endémicos. Entre 2009 e 2010, por exemplo,
Rhodnius prolixus foi eliminado como principal vetor no México, Costa Rica e El Salvador. Em
2012, Triatoma infestans foi eliminado do Brasil e em 2014, do Uruguai (OPAS, 2021). No
entanto, ainda existem focos de transmissdo da doenca de Chagas com a participacdo do

triatomineo, seja pela via vetorial ou pela transmissao oral, em diversas regidoes da América
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Latina. Na auséncia de vacina, o controle integrado de vetores ¢ o método de profilaxia mais
eficaz contra a doenga de Chagas (WHO, 2002; OPAS, 2021).

Além da importancia como espécie vetora, Rhodnius prolixus ¢ um modelo para estudos
de fisiologia de insetos hematofagos desde a primeira metade do século XX
(WIGGLESWORTH, 1976). Os conhecimentos adquiridos a partir desse organismo modelo tém
possibilitado a compreensdo de diversos sistemas fisiolégicos de insetos hematdfagos, muitos
deles vetores de patdgenos de importancia em satide publica (BEAMENT et al., 1980). Por isso,
compreender a fisiologia do Rhodnius prolixus € de outras espécies vetoras ¢ fundamental para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle de doengas transmissiveis.

1.2. A Familia das Lipocalinas e a subfamilia Apolipoproteina

1.2.1. As Lipocalinas

As lipocalinas sdo proteinas amplamente encontradas em bactérias, plantas e animais.
Elas se caracterizam pela presenca de uma estrutura terciaria de B-barril que forma uma espécie
de célice internamente revestido por residuos de aminodcidos hidrofébicos. Tal conformacao
confere as lipocalinas a principal caracteristica bioquimica da familia: a capacidade de interagir e
carrear pequenas moléculas de carater hidrofébico (GRZYB et al., 2006; LAKSHMI et al.,
2015).
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Figura 3 — Modelo da estrutura tridimensional de uma lipocalina. As letras A - H
indicam as fitas beta formando o B-barril. Figura baseada na estrutura cristalina da
b-lactoglobulina bovina, por Kontopidis e colaboradores (2002).

il [l

a-helix

Fonte: Grzyb et al. (2006).

Ja foram descritas, em diversos organismos, lipocalinas associadas a importantes
processos biologicos, como resposta imunoldgica, transporte de retinol, transporte de feromonios,
maturacdo de células e tecidos, sintese biologica de prostaglandinas e interagdo
espermatozoide-6vulo (GRZYB et al., 2006; LEONE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2014;
SCHIEFNER et al., 2015; URADE & EGUCHI, 2002). Os triatomineos, especificamente,
desenvolveram ao longo do processo evolutivo, lipocalinas salivares com fungdes
anti-hemostaticas, como vasodilata¢do, anti-agregacdo plaquetaria e anti-coagulagdo sanguinea.
Dentre as lipocalinas salivares mais estudadas em triatomineos estdo as nitroforinas, as PAls
(inibidoras da agregacdo plaquetdria), as palidipinas e as BABPs (proteinas ligadoras de aminas
biogénicas) (RIBEIRO et al., 1998; NOESKE-JUNGBLUT ef al., 1994; NOESKE JUNGBLUT
et al., 1995). Ha ainda as apolipoproteinas, um grupo de lipocalinas recém-descoberto em R.
prolixus cuja fungdo €, até entdo, desconhecida (SANTOS et al., 2022).

As nitroforinas foram descritas pela primeira vez em 1993. Sdo lipocalinas de 20 kDa
caracterizadas pela presenga de um grupamento heme férrico (Ferlll) em sua estrutura de B-barril
(RIBEIRO et al, 1993). Estas lipocalinas sdo as mais estudadas em insetos ¢ uma das proteinas
mais abordadas em estudos de fisiologia alimentar em R. prolixus. J& foram descritas, nesta
espécie, sete nitroforinas, nomeadas de NP1 a NP7 (CHAMPAGNE et al., 1995; ANDERSEN et
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al., 2005; SANTOS et al., 2022).

De modo geral, as nitroforinas apresentam trés atividades distintas, sendo a mais bem
estudada a capacidade de armazenar e transportar o 6xido nitrico (NO). Esse composto, ao ser
liberado no tecido-alvo do hospedeiro durante o repasto sanguineo, se liga a guanilato ciclase
solavel (sGC), desencadeando uma série de sinais que promove o relaxamento da musculatura
lisa e, com isso, a vasodilatagio (MONCADA et al., 1988). Estas lipocalinas também s3o capazes
de inibir a inflamag¢do e a resposta imune, uma vez que se ligam e neutralizam a histamina,
substancia liberada por mastdcitos com o objetivo de sinalizar uma resposta inflamatdria e
imunologica (MONTFORT et al., 2000). Além disso, uma das nitroforinas ja descritas —a NP2 —
mostrou atividade anticoagulante ao impede a conversao do fator X em Xa e, com isso, bloquear
a continuidade da cascata da coagulagdo sanguinca (HELLMAN & HALKINS, 1965; RIBEIRO
et al., 1995; ZHANG et al., 1998).

A nitroforina NP7, descrita por Andersen e colaboradores (2004) a partir de uma
biblioteca de cDNA de glandulas salivares de ninfas de quinto estagio de R. prolixus, apresentou
funcdo vasodilatadora, anti-histaminica, anticoagulante e inibidora de agrega¢ao plaquetaria. Essa
nitroforina, além de se ligar ao 6xido nitrico (NO) e a histamina, tem afinidade por membranas
fosfolipidicas anidnicas, como as superficies carregadas negativamente das plaquetas ativadas.
Devido a esta afinidade, a NP7 bloqueia os locais de ligacao dos fosfolipidios para o complexo da
protrombinase nas superficies das plaquetas ativadas, inibindo, assim, a ativacao da protrombina.
Carreando o NO, ela inibe o colageno e a agregacdo plaquetaria induzida por ADP (ANDERSEN
et al.,2004).

Outro importante grupo de lipocalinas sdo as PAls — lipocalinas inibidoras da agregacao
plaquetaria. Sao proteinas de 19 kDa que foram isoladas da glandula salivar de Rhodnius prolixus
e descritas como as primeiras lipocalinas a atuarem sobre o ADP (adenosina difosfato). Ao se
ligar ao ADP, a PAI impede a ativacdo de vias de sinalizacdo especificas que levam a expressao
funcional do receptor de fibrinogénio nas plaquetas, prejudicando, assim, a agregacao plaquetaria
(FRANCISCHETTI et al., 2000). As palidipinas, por sua vez, sao lipocalinas de 19 kDa descritas
inicialmente em 7riatoma pallidipennis e, mais tarde, identificadas também em R. prolixus. Ao se
ligar ao colageno, essa lipocalina impede que ele se ligue as integrinas alfa e beta das plaquetas,
inibindo, assim, a agregacdo plaquetaria por esta via (NOESKE-JUNGBLUT et al., 1994;
RIBEIRO et al., 2004).

As chamadas BABPs — proteinas ligadoras de aminas biogénicas — formam um outro
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grupo de lipocalinas j& identificadas em R. prolixus. Essas proteinas se ligam a serotonina, a
epinefrina e a norepinefrina, impedindo que essas substancias se liguem ao receptor 5S-HT, o que
resulta na inibicdo da contracdo da musculatura lisa (ANDERSEN et al., 2005). A serotonina e a
epinefrina, quando secretadas pelas plaquetas, contribuem significativamente para a ativacio e
agregacao das mesmas. Por isso, quando as BAPs se ligam a esses neurotransmissores, exercem
um papel anti-agregador plaquetario. Outra interacdo importante pode ser observada quando
ocorre uma lesdo no vaso sanguineo do hospedeiro vertebrado. Nessa ocasido, norepinefrina ¢
liberada pelos nervos simpaticos na parede deste vaso e interage com receptores adrenérgicos,
resultando na vasoconstri¢do. Esse importante mecanismo de defesa contra perda de sangue ¢, no
entanto, bloqueado quando as BABPs inibem a norepinefrina circulante (ANDERSEN et al.,
2005).

E possivel observar que, de modo geral, as lipocalinas de triatomineos foram estudadas e
ficaram conhecidas como proteinas salivares. O papel das lipocalinas no combate a homeostasia
do hospedeiro vertebrado ¢ amplamente abordado na literatura. Pouco se sabe, no entanto, sobre a
atuacdo dessas proteinas em outros mecanismos fisioldgicos nao relacionados a alimentagao do

inseto.

1.2.2. As lipocalinas ja descritas em Rhodnius prolixus

Ao todo, 59 lipocalinas ja foram descritas em R. prolixus, dentre elas nitroforinas, PAls,
palidipinas, BABPs e apolipoproteinas. Destas 59 lipocalinas, 29 foram descritas em meu
trabalho de mestrado por meio de andlises in silico (SANTOS et al., 2022). A partir de uma
analise baseada em similaridade, estas lipocalinas foram classificadas de acordo com sua fung¢ao
putativa. Trés foram classificadas como proteinas de ligagdo a amina biogénica (BABPs), 9 como
inibidores de agregacao plaquetaria (PAls) e 7 como apolipoproteinas, além de 10 lipocalinas sem
funcdo putativa identificada. Dos grupos de lipocalinas citados, todos sdo conhecidos em
triatomineos por sua fungdo anti-hemostatica, com excecao das apolipoproteinas, grupo de
lipocalinas nunca antes descrito em R. prolixus. O mais interessante desse trabalho, além de
descrever lipocalinas novas, foi detectar a expressao delas em outros tecidos do inseto, € nao
apenas na glandula salivar, algo inédito até entdo. Tal descoberta levantou questionamentos sobre
quais seriam as fungdes dessas lipocalinas para além da fisiologia alimentar (SANTOS et al.,
2022).
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1.2.3. As apolipoproteinas de Rhodnius prolixus

As apolipoproteinas sdo lipocalinas que fazem parte da composi¢ao proteica de diversas
lipoproteinas e apresentam fungdes biologicas muito variadas. Como exemplo de
apolipoproteinas, tem-se a apolipoproteina B (ApoB), associada ao sistema imune inato de
mamiferos, e a apolipoproteina D (ApoD), uma proteina plasmatica presente na composicao da
lipoproteina de alta densidade (HDL), também encontrada em mamiferos. Ja foram descritas
apolipoproteinas homologas a ApoB e ApoD em insetos, mas seu papel nesses organismos ainda
¢ desconhecido (WEN et al. 2017).

Foi no trabalho de Santos e colaboradores (2022) — apresentado integralmente no Anexo
C — que, pela primeira vez, apolipoproteinas foram evidenciadas em R. prolixus. Foi demonstrado
que essas lipocalinas sdo expressas em diversos tecidos do inseto, incluindo glandula salivar,
intestinos, reto, corpo gorduroso, tubulos de Malpighi, testiculos e ovarios, sendo
significativamente mais abundante em testiculos que em outros tecidos. A diversidade e
abundancia de apolipoproteinas nos testiculos do inseto levantou questionamentos de uma
possivel participacao dessas lipocalinas na fisiologia reprodutiva de R. prolixus (SANTOS et al.,
2022).

Estudos anteriores realizados em mamiferos mostraram a participagdo de lipocalinas na
sintese de prostaglandinas (URADE & EGUCHI, 2002), moléculas derivadas de acidos graxos
pertencentes ao grupo dos eicosanoides, que exercem uma gama de atividades biologicas.
Estudos realizados em fémeas de grilos da espécie Teleogryllus comodus concluiram que a
prostaglandina E2 (PGE2) ¢ um estimulante da oviposi¢ao (LOHER, 1979). Mais tarde foi
evidenciada que a atividade de biossintese dessa prostaglandina ¢ transferida dos insetos machos
para as fémeas via espermatdforo durante o acasalamento (LOHER ef al., 1981). Em 1989,
Brener e Bernasconi identificaram e descreveram a biossintese de prostaglandina em
espermatoforos e testiculos de Triatoma infestans, tendo sido relacionada também ao aumento da
postura de ovos nessa espécie de triatomineo (BRENER & BERNASCONI, 1989).

A partir dos estudos supracitados, levantamos a hipotese de que o mesmo mecanismo de
transferéncia de prostaglandinas via copula pode estar presente também em Rhodnius prolixus e
que as apolipoproteinas expressas no testiculo do inseto atuam no transporte desses eicosanoides.
Por isso, a tese aqui apresentada ira se debrugar sobre o potencial papel das apolipoproteinas
como moléculas transportadoras de eicosanoides via copula, bem como sobre o efeito desse

transporte para a fertilidade dos triatomineos.
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1.3. Fisiologia reprodutiva de Rhodnius prolixus

O aparelho reprodutor feminino de Rhodnius prolixus (Figura 4) ¢ formado por um par de
ovarios, cada um contendo secte ovariolos onde os ovocitos se desenvolvem. Ao serem liberados,
os ovocitos maduros sdo depositados em um calice conectado aos ovidutos laterais. Estes, por sua
vez, se conectam ao oviduto comum, cujas laterais se inserem as espermatecas (estruturas que
armazenam os espermatozoides transferidos pelo macho durante o acasalamento). A extremidade
posterior do oviduto comum se estende até a vagina. Posicionada no lado dorsal da abertura
vaginal hd uma glandula de cimento, cuja secre¢do reveste os ovos eliminados na oviposigao.

Este cimento € responsavel pela aderéncia dos ovos ao substrato (CHIANG & CHIANG, 2016).

Figura 4 — Fotografia do sistema reprodutor feminino de R. prolixus. A esquerda: foto do
sistema reprodutor feminino de um triatomineo na cavidade abdominal. BC: Bolsa Copulatoria;
Esm: Espermateca; Esp: Espermatoforo (recebido do macho durante o acasalamento); O: Ovo
maduro; OL: Oviduto Lateral; Ov: Ovariolo; Tq: Traqueiolas. Imagem de Ariane
Pereira-Lourengo retirada de Machado (2022). A direita: esquema dos 6rgéos reprodutivos
internos da fémea de R. prolixus com os ovarios repletos de ovos. 1 — Filamento terminal; 2 —
ovariolos; 3 — oviduto comum; 4 — vagina; 5 — célice; 6 — oviduto lateral; 7 — espermateca; 8 —
glandula acessoria.

Fonte: Adaptado de Pérez (1969).
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O aparelho reprodutor masculino (Figura 5), por sua vez, ¢ composto por um par de
testiculos (cada um formado por 7 tubos testiculares; dois longos e cinco curtos), canal deferente
e 4 glandulas acessorias (3 transparentes e 1 opaca). O pigoforo, ou edeago, ¢ o aparelho usado
para inseminar a fémea. Estd localizado no nono segmento abdominal e se externaliza no
momento da copula. Os testiculos comegam a se desenvolver no 4° estadio ninfal, apresentando
um pico de desenvolvimento no 5° estadio. Nos adultos recém emergidos, os testiculos sdo bem
desenvolvidos, ocupando os 3° e 4° segmentos abdominais, ¢ vdo aumentando de tamanho ao
longo do amadurecimento do adulto, chegando a ocupar boa parte da cavidade abdominal
(CHIANG et al., 2013).

Figura 5 — Fotografia do sistema reprodutor masculino de R. prolixus. A esquerda: t -
testiculo; ta - glandula acessoria transparente anterior; ponta de seta branca - local onde o ducto
deferente do testiculo se fixa a ponta anterior da glandula transparente anterior; tp - as duas
glandulas acessorias posteriores; o - glandula opaca; eb - bulbo ejaculatério. Barra de escala =1
mm. (Adaptado de Chiang ez al., 2013). A direita: 1 — corpo adiposo toracico; 2 — filamento
terminal; 3 — estigma respiratorio; 4 — saco contendo os tubos testiculares; 5 — glandulas
acessorias; 6 — vesicula seminal; 7 — membrana que recobre o 6rgao copulador; a-f — musculos
tergo-esternais.

Fonte: Adaptado de Pérez (1969).
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Durante a copula, o casal de R. prolixus se posiciona lado a lado (Figura 6). O macho
segura a fémea com seus trés pares de pernas e gira seus segmentos genitais em direcdo a
genitalia feminina. O edeago ¢ entdo externalizado e inserido na fémea através de suas valviferas.
Nesta posicdo o macho permanece firmemente conectado a fé€mea, enquanto esta pode se
movimentar. A inseminagdo ¢ completada em cerca de 40 a 50 minutos (CHIANG & CHIANG,
2016).

Figura 6 — Cépula de R. prolixus. O macho (a esquerda) segura a fémea com seus pares de
pernas e rotaciona seus segmentos genitais para possibilitar a penetragdo do edeago na genitalia
feminina. Barra de escala: Smm.

Fonte: Chiang & Chiang (2016).

A alimentacdo tem um papel central na fertilidade da fémea de R. prolixus, uma vez que o
sangue ingerido possui o aporte nutricional necessario para a produgdo e a postura dos ovos. O
repasto sanguineo realizado logo apés o acasalamento ¢ o fator que desencadeia a producgdo de
ovos. Durante a hematofagia, a fémea ingere sangue até estar saciada e pode aumentar seu peso
corporal em 3 ou 4 vezes. Cerca de 3 ou 4 dias ap0s o repasto inicia-se a producdo dos ovos, que
permanece em uma taxa constante por cerca de 3 semanas (DAVEY et al., 1986). Em média,
fémeas que realizaram um repasto sanguineo completo produzem de 30 a 50 ovos (DAVEY et al.,

1986). Fémeas nao alimentadas também produzem ovos, mas em quantidade muito menor,
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possivelmente utilizando os recursos nutricionais que permaneceram apos a sua muda para
adultos. Em estudos anteriores, foi observado que fémeas acasaladas ndo alimentadas produziam
uma média de 7,19 ovos, valor que ndo apresentou diferenca significativa em relagdo a
quantidade de ovos produzidos por fémeas ndo acasaladas e ndo alimentadas, que produzem uma
média de 4,67 ovos nao fecundados (DAVEY et al., 1989). Isso mostra que sem uma alimentacao
adequada as fémeas tém a fertilidade reduzida.

Hé o entendimento de que, em diversos grupos de insetos, fatores da biologia reprodutiva
de individuos machos também influenciam na fertilidade da fémea e, portanto, da espécie como
um todo. E o caso das substancias que compdem o fluido seminal, que é produzido no sistema
reprodutor de insetos machos e, juntamente aos espermatozoides, introduzido na fémea durante a
copula (POIANI, 2006). O fluido seminal ¢ composto por uma mistura de proteinas e outras
moléculas ndo proteicas. Estudos anteriores ja mostraram a influéncia de componentes do fluido
seminal na fertilidade de diversos grupos de insetos. Ja foram observados, por exemplo, o
aumento da ovulacdo e da taxa de postura de ovos, a alteracdo do comportamento alimentar da
fémea e a modulagdo dos parimetros de armazenamento de esperma (AVILA et al., 2011).
Dentre as classes de proteinas do fluido seminal de insetos, ja foram identificadas, em trabalhos
anteriores, proteases e inibidores de protease, lectinas, pro-hormonios, peptideos e proteinas
protetoras (como antioxidantes) (POIANI, 2006), além de moléculas ndo proteicas, como as
prostaglandinas (LOHER et al., 1981). Além disso, de acordo com esses estudos, a auséncia
dessas substincias no fluido seminal afeta negativamente o sucesso reprodutivo do inseto.
Wolfner (2002) revisou trabalhos publicados sobre as proteinas seminais produzidas nas
glandulas acessorias de machos de Drosophila melanogaster. Nesta revisao o autor mostra que as
proteinas (incluindo enzimas de modificagdo, como proteases e lipases) fornecidas pelos machos
sdo capazes de incitar respostas reprodutivas importantes nas fémeas. A ovulina (Acp26Aa), por
exemplo, estimula a ovulacdo em fémeas de Drosophila acasaladas. J4 a glicoproteina Acp36DE,
contribui para um armazenamento mais eficiente de esperma na espermateca de fémeas
acasaladas (WOLFNER, 2002). Em um outro estudo, utilizando Tenebrio molitor como modelo
experimental, foi observado que as proteinas B das glandulas acessorias deste inseto possuem
sequéncias de aminoacidos semelhantes a proteinas de ligacdo de feromonios e odorantes em
Drosophila. Isso sugere que as proteinas B de 7. molitor podem ter propriedades de ligagao e de
transporte de lipidios, em especial feromdnios (PAESEN & HAPP, 1995).

Em diversos insetos, a transferéncia do fluido seminal do macho para a fémea durante o

acasalamento modifica o comportamento da fémea. Em varias ordens de insetos ja foram
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identificadas moléculas chamadas de substincias que aumentam a fecundidade (FES) e
substancias inibidoras da receptividade (RIS). Os trabalhos mostraram que as FES promoviam a
producao de ovos. Este estimulo, recebido apds o acasalamento, faz com que as fémeas realizem
a oviposicao apds a inseminagdo, de modo que haja espermatozoides disponiveis a medida que
ovos passam pelo trato genital feminino. J4 as RIS, substancias inibidoras da receptividade,
tornam as fémeas ja inseminadas refratarias a novos acasalamentos. Dessa forma, o macho
“garante” a utilizacdo dos seus espermatozoéides e, de forma indireta, estimula os outros machos a
procurarem fémeas virgens (GILLOT, 1996). Em 1958, Davey mostrou que a secrecdo das
glandulas acessorias de machos de Rhodnius prolixus dispara um sinal neural que estimula o
peristaltismo do trato genital feminino. Esses movimentos peristalticos facilitam o deslocamento
do esperma até as espermatecas da fémea (DAVEY, 1958). Além deste estudo, nenhuma
investigacao robusta sobre os compostos do fluido seminal foi realizada em Rhodnius prolixus.
Tal fato evidencia a necessidade de maiores estudos sobre fisiologia reprodutiva e fertilidade
masculina de triatomineos, bem como sobre a influéncia que esses fatores exercem sobre a
fertilidade das fémeas.

Dentre as diversas substancias encontradas em insetos € importantes para 0s processos
reprodutivos, tem-se a ecdisona e o hormdnio juvenil. A ecdisona ¢ um hormdnio esteroide
derivado do colesterol, pertencente a classe dos ecdisteroides, produzido principalmente pelas
glandulas protoracicas em insetos imaturos e pelos ovarios em adultos. No organismo, a ecdisona
¢ rapidamente convertida em sua forma biologicamente ativa, a 20-hidroxiecdisona (20E),
responsavel por regular processos de crescimento, metamorfose e reproducao (RIDDIFORD,
2012). Na fase adulta, a ecdisona desempenha papel central na fisiologia reprodutiva,
estimulando a vitelogénese e a maturagdo ovariana. Em mosquitos hematéfagos, como Aedes
aegypti, o repasto sanguineo ativa a liberagdo de 20E, que induz a expressdo de genes da
vitelogenina no corpo gorduroso, permitindo a deposi¢do de vitelina nos ovocitos (HANSEN et
al., 2014). Em Anopheles gambiae, além do ja conhecido papel de 20E na vitelogénese, foi
observado que o hormonio ¢ produzido nas glandulas acessorias do inseto macho e transferido
para as fémeas durante o acasalamento. Esse trabalho mostrou que, além de contar com o 20E
produzido endogenamente, as fémeas recebem um aporte adicional deste hormonio dos machos.
(PONDEVILLE et al., 2008).

Em triatomineos, como Rhodnius prolixus, a ecdisona também estd envolvida na
regulacio da reproducdo. Estudos demonstraram que os ovarios produzem e secretam

ecdisteroides durante o ciclo gonadal, sugerindo um papel autdcrino e paracrino no
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desenvolvimento folicular e na vitelogénese (BENRABAA, ORCHARD, LANGE, 2022). Além
disso, a interacdo entre ecdisona ¢ hormonio juvenil ¢ fundamental para promover a ativacio do
corpo gorduroso e a sintese de vitelogenina apds a alimentagdo sanguinea (RIDDIFORD, 2012).
Um estudo realizado em 2013 evidenciou um importante papel do horménio 20-hidroxiecdisona
(20E) para a fertilidade de fémeas de Anopheles gambie. Este hormodnio seria produzido pelo
inseto macho e transferido para a fémea durante a copula. O estudo mostrou que o hormoénio 20E
interage com uma proteina estimuladora de oogénese induzida por acasalamento, chamada de
MISO, presente no trato reprodutor feminino. Esta interagdo desencadeia uma sequéncia de
eventos que resulta no aumento da expressdo de um transportador de lipidios vitelogénicos. A
maior quantidade desse transportador € responsavel por incrementar a producao de ovos em
fémeas alimentadas (BALDINI et al., 2013).

O horménio juvenil (JH) ¢ um importante regulador endocrino na fisiologia de insetos.
Inicialmente esse hormonio foi identificado por Wigglesworth (1934) em estudos classicos com
Rhodnius prolixus, e mais tarde foi descrito em diversos grupos taxondmicos de insetos
(RIDDIFORD, 2012). Em R. prolixus, por exemplo, a isoforma predominante do JH foi
caracterizada como JH III skipped bisepoxide (JHSB:) (VILLALOBOS-SAMBUCARO et al.,
2020). Durante os estagios imaturos, o JH atua em conjunto com a ecdisona para regular as
mudas e a metamorfose. Quando presente em concentragdes elevadas no momento da ecdise, o
JH mantém o inseto no estado juvenil, determinando a transi¢ao para um novo estadio larval ou
ninfal. Quando o JH estd ausente ou em baixos niveis, a ecdisona induz a metamorfose para pupa
ou adulto (RIDDIFORD, 2012).

Estudos experimentais em R. prolixus demonstraram que a auséncia de JH resulta em
desenvolvimento anormal do inseto, ocasionando uma metamorfose precoce. Por outro lado, a
aplicacdo exdgena do hormoénio ¢ capaz de restaurar o padrao normal de desenvolvimento
(WIGGLESWORTH, 1948). Em mosquitos Aedes aegypti, manipulacdes semelhantes indicam
que a supressao do JH acelera a transicdo para fases adultas, confirmando seu papel na
manutengdo do status juvenil (NORIEGA, 2004). No inseto adulto, o JH desempenha um
importante papel na reproducdo, controlando o inicio e a manutencdo da vitelogénese. Em
fémeas, ele estimula a sintese de vitelogenina (precursora da vitelina) no corpo gorduroso e sua
posterior incorporacdo nos ovocitos (WANG & DAVEY, 1993). Além disso, o JH induz
alteracdes fisioldgicas nas células foliculares ovarianas, como a ativagdo da Na',K'-ATPase e da

proteina quinase C (PKC), permitindo a entrada de proteinas da hemolinfa para os ovocitos
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(SEVALA & DAVEY, 1989).

Nos insetos hematdfagos, a hematofagia atua como gatilho para a reprodugdo, com
participa¢do do hormonio juvenil. Em R. prolixus, a ingestdo de sangue desencadeia a producdo e
liberacdo de JHSBs, o que promove a sintese de vitelogenina € a maturagdo ovariana
(VILLALOBOS-SAMBUCARO et al., 2020). Experimentos de remog¢do das corpora allata
(glandula responsavel por produzir e secretar o JH) mostraram queda drastica na producgdo de
vitelogenina, mas a aplicacdo exdgena de JH restaurou a vitelogénese e a deposi¢do de vitelina

nos ovacitos, confirmando sua a¢do gonadotropica (WANG & DAVEY, 1993).

1.4. Os eicosandides e seu papel na fisiologia dos insetos

Os eicosandides sao moléculas derivadas de trés acidos graxos poliinsaturados com 20
carbonos, denominados acido dihomo-y-linolénico — DGLA (20:3n-6), acido araquidonico — AA
(20:4n-6) e acido eicosapentaenoico — EPA (20:5n-3) (Figura 7). Existem 3 grupos principais de
eicosanoides: as prostaglandinas, os acidos epoxieicosatrienoicos e as lipoxigenases (como 0s
leucotrienos). Essas moléculas exercem importante papel em diversos sistemas fisioldgicos de
animais vertebrados e invertebrados, especialmente na inflamagao, imunidade, reprodugdo e

sistema nervoso desses seres vivos (STANLEY, 2000).

Figura 7 — Precursores de eicosanoides. Estrutura quimica do acido dihomo-y-linolénico
(DGLA), acido araquidonico (AA) e acido eicosapentaenoico (EPA).
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Fonte: Adaptado de Stanley & Kim (2014).
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Dos trés precursores de eicosanoides, o mais estudado € o acido araquidonico (AA),
principal responsavel pela biossintese de prostaglandinas. Um esquema ilustrativo do
metabolismo desses compostos organicos em mamiferos ¢ mostrado na Figura 8. Vale ressaltar
que, apesar de insetos ndo possuirem ciclooxigenases tipicas, enzimas alternativas — como
peroxidases e lipoxigenases — sdo utilizadas para a metabolizagdo do AA e de outros precursores
de eicosanoides. O resultado bioquimico ¢ semelhante: a geracdo de derivados bioativos como as
prostaglandinas (STANLEY, 2006).
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Figura 8 — Esquema geral do metabolismo do acido araquidénico. Trés acidos graxos
poli-insaturados (20:3n-6, 20:4n-6 e 20:5n-3) podem servir de substrato para a biossintese de
eicosanodides. Destes, 0 mais bem estudado ¢ o acido araquidonico (20:4n-6). Os niameros
indicam as estruturas quimicas: 1 = fosfolipidio; 2 = acido araquidonico hidrolisado; 3 =
prostaglandina E2; 4 = 4cido 5-hidroperoxieicosatetraenoico; 5 = leucotrieno B4; 6 = 4cido
11,12-epoxieicosatrienoico; 7 = lipoxina A. As letras maiusculas indicam as principais enzimas
responsaveis pelo biossintese dos eicosanodides: A = fosfolipase A2; B = ciclooxigenase ¢ etapa
enzimatica associada; C = citocromo P450 epoxigenase; D = lipoxigenase.
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As prostaglandinas, que derivam do acido araquidonico (AA, ou 20:4n-6), sdo os
eicosanoides mais bem estudados em mamiferos. Nos humanos, por exemplo, elas possuem um
importante papel na reproducdo, além de atuarem em processos fisiologicos de lesdo e dano e,
por isso, serem alvos de farmacos analgésicos comuns, como a aspirina. J4 nos insetos, as
prostaglandinas se mostraram importantes para o sistema imune, para a fisiologia alimentar e
para a reproducao (STANLEY, 2000).

Um dos primeiros estudos a evidenciar o papel das prostaglandinas na reprodugdo dos
insetos foi o realizado por Loher e Edson, em 1973. Neste trabalho, utilizando o inseto
Teleogryllus commodus como modelo, os autores levantaram a hipdtese de que havia um fator
quimico de acasalamento que era passado de macho para fémea durante a copula. A transferéncia
deste fator resultaria no aumento da postura de ovos pela fémea (LOHER & EDSON, 1973). Em
1981, Loher e colaboradores demonstraram que o fator de acasalamento era uma enzima
responsavel por converter o acido araquidonico (AA) em prostaglandina E2 (PGE2). A PGE2 era,
entdo, liberada da espermateca para a hemolinfa da fémea e, ao interagir com receptores do
ganglio abdominal terminal, promovia o comportamento de postura de ovos (LOHER et al.,
1981). Mais tarde, em 1989, Brenner e Bernasconi evidenciaram o mesmo fendOmeno em
Triatoma infestans. Neste estudo, observou-se que a PGE2 também era transferida do inseto
macho para a fémea durante o acasalamento e tal transferéncia aumentava a produ¢ao de ovos
pelas fémeas (BRENNER & BERNASCONI, 1989). Um recente estudo realizado em Aedes
albopictus relatou a participacdo da prostaglandina E2 na oogénese. Ao injetar aspirina (um
inibidor de PGE2) em fémeas alimentadas, verificou-se uma reducdo na transferéncia de
citoplasma das células nutrizes para o ovocito em desenvolvimento, prejudicando a oogénese.
Esse efeito foi revertido com a adi¢do de PGE2. Neste mesmo trabalho, a técnica de RNA
interferente (RNAi) foi utilizada para silenciar genes relacionados a biossintese de
prostaglandinas, o que resultou na supressdo da oviposicdo em fémeas knockout (CHOI et al.,
2022).

Os trabalhos citados chamaram a atengdo para a participagdo dos eicosanodides derivados
do 4cido araquidonico (em especial as prostaglandinas) na fisiologia reprodutiva dos insetos. Os
eicosanoides, no entanto, sdao moléculas instaveis. Sua natureza lipofilica, a presenca de grupos
reativos em sua composicao quimica, a existéncia de enzimas de degradacdo no meio fisioldgico,
bem como a inexisténcia de armazenamento vesicular, fazem com que essas moléculas tenham

uma meia-vida curta — de segundos ou poucos minutos. E sabido, portanto, que os eicosanoides
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sdo produzidos sob demanda e, assim que secretados, possuem uma atividade local (MADDIPATI
& ZHOU, 2011).

Sob essa perspectiva € de se esperar que, para que os eicosanoides tenham uma fung¢ao
mais sistémica, ou seja, distante do local de sintese, ¢ necessaria a participagao de moléculas
capazes de estabiliza-los e transportd-los. Nossa hipdtese € que as apolipoproteinas, proteinas
especializadas no transporte de lipidios, sdao as candidatas ideais para essa fungao. Acreditamos
que, nos tecidos reprodutivos de R. prolixus, duas apolipoproteinas especificas, RPRC010099 e
RPRCO015421, atuam como carreadoras de eicosanoides, como a prostaglandina PGE2, mediando
a crucial sinalizacdo entre macho e fémea que garante o sucesso da reproducao. Neste trabalho,
exploramos essa hipotese, investigando a participagdo de RPRC010099 e RPRC015421 na
reproducdo de R. prolixus e, em particular, o seu potencial papel como carreadoras de

eicosanoides nos tecidos reprodutivos do inseto.
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2. JUSTIFICATIVA

Historicamente, o foco dos estudos sobre a reproducao de insetos de importancia médica
tem sido nas fémeas, por serem as Unicas que se alimentam de sangue e transmitem agentes
patogénicos em muitos dos grupos de relevancia, como os mosquitos € os flebotomineos.
Contudo, a lacuna de conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva dos machos representa uma
oportunidade inexplorada. Ignorar os fatores masculinos ¢ negligenciar um componente-chave da
fertilidade de toda a espécie. Esta tese se debruca sobre essa fronteira do conhecimento.

A descoberta de apolipoproteinas expressas no testiculo de Rhodnius prolixus abre uma
promissora via de investigacdo sobre esse grupo de proteinas que fazem parte da familia das
lipocalinas. Nossos estudos, ancorados em evidéncias que mostram a participagao de lipocalinas
na fertilidade de outros organismos, sugerem que essas apolipoproteinas desempenham fungdes
importantes para a fisiologia reprodutiva masculina.

Nossa pesquisa visa desvendar o papel dessas apolipoproteinas na reproducao de R.
prolixus, explorando, em particular, seu potencial como transportadoras de eicosanoides. Ao
elucidar esse mecanismo, nosso trabalho ndo apenas avanga a ciéncia basica sobre a fisiologia de
vetores, mas também pavimenta o caminho para o desenvolvimento de alvos moleculares
inovadores para o controle da populacdo de triatomineos, com possiveis contribui¢des no

desenvolvimento de futuras pesquisas para controle de vetores.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar o papel das apolipoproteinas expressas em testiculo de Rhodnius prolixus na

fisiologia reprodutiva do inseto.

3.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar genOmica, estrutural e funcionalmente de duas
apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 por meio de ferramentas de
bioinformatica;

b) Analisar a expressdo génica basal das apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421 nos 6rgdos reprodutivos de fémeas e machos adultos de R.
prolixus.

c) Avaliar o fenotipo reprodutivo de insetos knockdown para os genes
RPRCO010099 e RPRCO015421 utilizando a técnica de RNA interferente
(RNA.I).

d) Determinar a transferéncia das apolipoproteinas ao longo do sistema

reprodutor de R. prolixus antes e apos o acasalamento;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Rhodnius prolixus

Os insetos utilizados nos experimentos do presente trabalho pertenciam a uma colonia de
Rhodnius prolixus advinda de Honduras e mantida no insetdrio do Laboratério de Fisiologia de
Insetos Hematofagos do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG, desde 1997. Os insetos sdo
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (28 + 2 °C) e umidade (65 £ 10%), com
fotoperiodo de 12 horas de claro/escuro. A alimentagdo dos insetos € realizada quinzenalmente,

utilizando hamsters previamente anestesiados.

4.2. A escolha das apolipoproteinas

Dentre as apolipoproteinas expressas em Rhodnius prolixus, foram selecionadas para o
desenvolvimento do presente estudo duas delas: a RPRC010099 e a RPRCO015421. Estas duas
apolipoproteinas foram escolhidas por serem, segundo estudos anteriores do transcriptoma de R.
prolixus, as apolipoproteinas mais expressas em testiculo. Além disso, ndo foi detectada
expressdo génica em outros tecidos testados, o que indica que estas apolipoproteinas sdo

expressas exclusivamente em testiculo.

4.3. Iniciadores

A partir das sequéncias génicas ja conhecidas das apolipoproteinas de interesse, foram
desenhados os iniciadores utilizados nos ensaios de PCR convencional, PCR quantitativa (QPCR),
sintese de RNA dupla fita (para os ensaios de RNA1) e na producao das proteinas recombinantes.
Para o desenho dos iniciadores, utilizou-se a ferramenta Primer3Plus (www.primer3plus.com/
index.html). Suas sequéncias sdo indicadas no quadro abaixo.



39

Quadro 1 — Lista dos iniciadores utilizados.

Iniciador Sequéncia Amplicon (pb)

5> ACGCTCTCATCTACTCTTGCAC 3°

Rp10099 qF/R 5 TCTTTCGATCTGCCAAGTACCC 3’ 76 pb
S TAAGTGTCAGCGCATTGAGC 3°

Rp15421 gF/R 5" CGCCAAGGTTTATAGTCACCAG 3’ 82 pb
5 GATTTCACTGAACCGCCTTA 3°

EF qF/R 92 pb

5" GCCGGGTTATATCCGATTTT 3°

5" TAATACGACTCACTATAGGGCCTCGTCATCGCTATCTGTTTC 3°
Rpl0099T7 F/R 5" TAATACGACTCACTATAGGGCTGGCCAACACCATGTTCAG 3’ 315pb
5’ TAATACGACTCACTATAGGGCAGGTATCTGTCCCACCACA 3’
5’ TAATACGACTCACTATAGGGGGAGCACAACCATTATTGACC 3’
5" TAATACGACTCACTATAGGGGGTCTCCTCTCTGGAAAC 3’

5" TAATACGACTCACTATAGTTAGCAGCCGTGGAAGAGA 3’

Rp15421 T7 F/R 400 pb

KER T7 F/R 275 pb

F = Forward; R = Reverse; pb = pares de base; Tm = temperatura de anelamento; Em negrito = sequéncia T7

4.4. Analises bioinformatica

4.4.1. Andlise genomica
Para avaliar a posicdo dos genes de interesse no genoma de R. prolixus, as sequéncias de

RPRCO010099 ¢ RPRC015421 foram obtidas do transcriptoma depositado no banco de dados

publico VectorBase (https://vectorbase.org/vectorbase/app/), utilizando-se, respectivamente, os
identificadores RPRC010099 e RPRCO015421. As sequéncias foram alinhadas ao genoma de
referéncia utilizando-se a ferramenta BLASTn (parametros Word 26, e-value 0.00001) tendo o
transcrito como modelo (query) e o genoma (versdo 3.1) como alvo. Os resultados da sequéncia
query foram filtrados de acordo com a cobertura (>90%) e identidade de nucleotideos (>98%).
As posigoes onde as sequéncias se alinharam (scaffold, cromossomo, faixa de nucleotideos)

foram extraidas dos resultados do BLASTn.

4.4.2. Alinhamento de proteinas e andlise de dominio

As sequéncias das proteinas RPRC010099 ¢ RPRC015421 foram obtidas do banco de
dados VectorBase utilizando-se os identificadores de cada gene (RPRC010099 ¢ RPRC015421,
respectivamente). Foi realizado um alinhamento de multiplas sequéncias para identificar regioes

conservadas e divergentes e possiveis sitios funcionais, além de avaliar a similaridade evolutiva
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entre as proteinas de interesse. Para isso, foi utilizada a ferramenta MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation) (EDGAR, 2004). Para a identificacdo de dominios funcionais
conservados foi realizado o alinhamento das proteinas pelo Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/ msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2011) e posterior consulta ao

Conserved Domains Database. Foram consideradas apenas as anotagdes com e-value inferior a
0.00001. Os dominios identificados foram utilizados para inferéncia funcional e comparacao
entre ortdlogos/paralogos. Por fim, as sequéncias de nucleotideos também foram alinhadas para
verificar se os iniciadores desenhados para as qPCRs e para produ¢ao de dsRNA (Quadro 1) sao

especificos.

4.4.3. Predi¢do da conformacdo tridimensional das apolipoproteinas

Para predi¢do da estrutura tridimensional das apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421, foi wutilizado o programa AlphaFold Protein Structure Database
(https://alphafold.ebi.ac.uk/), conforme metodologia descrita por Jumper e colaborador (2021).
Esta ferramenta ¢ capaz de prever a estrutura 3D de uma proteina baseada em deep learning.
Ap6s a predigdo da estrutura tridimensional das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421,
utilizou-se a técnica de Docking molecular para a identificagdo de possiveis ligantes (moléculas

alvo).

4.4.4. Predigdo de ligantes por Docking molecular

O Docking molecular, ou ancoragem molecular, ¢ uma técnica de analise de informética
que permite predizer e afinidade de ligacdo entre uma proteina de interesse e suas possiveis
moléculas-alvo. Nesta técnica, a estrutura tridimensional das moléculas ¢ acoplada com o
objetivo de se verificar se existe afinidade de ligacdo (BATISTA, et al., 2022).

No presente trabalho, as estruturas tridimensionais das apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421 foram ancoradas a algumas moléculas para avaliagdo da afinidade de ligagdo.
Utilizou-se a ferramenta de docking molecular DockThor (https://www.dockthor.Incc.br/v2/),
desenvolvida pelo Laboratorio Nacional de Computagao Cientifica (LNCC-MCTI).

As analises foram realizadas seguindo as orienta¢des dos desenvolvedores da ferramenta.
Utilizou-se a molécula da glicose (ChEBI: 17234) como controle negativo e foram testadas as

moléculas do acido araquidonico (ChEBI: 15843), da prostaglandina E2 (ChEBI: 15554), da
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ecdisona (ChEBI: 16688), do acido linoleico (ChEBI: 17351) e do acido eicosapentaenoico
(ChEBI: 84883). Foi avaliada a afinidade de ligagdo entre as apolipoproteinas e as possiveis

moléculas ligantes.

4.5. Quantificacdo da expressdo génica basal de RPRC010099 ¢ RPRC015421 nos

orgaos reprodutores de R. prolixus

Para avaliar o nivel de expressdao génica das apolipoproteinas RPRCO010099 e
RPRCO15421 em diferentes estagios fisioldgicos de R. prolixus adulto (antes e apos o
acasalamento), 5 machos virgens, 5 fémeas virgens e 5 fémeas acasaladas foram dissecados em
solugdo salina 0,9% para obtengdo dos testiculos, glandulas acessorias, ovarios ¢ espermatecas.
Os tecidos foram coletados e armazenados em solugdo TRIzol, macerados e o RNA total extraido
utilizando o kit de extragdo de RNA total por TRIzol da Invitrogen®, seguindo protocolo do
fabricante. O RNA total foi quantificado no equipamento Nanodrop® (ThermoScientific) com
leitura a 260nm. Apo6s a dosagem, a concentragdo da amostra foi ajustada para 200 ng/uL. O
RNA total de cada tecido foi usado na producdo de cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Biossystems). Para confirmar a produ¢do do cDNA recém sintetizado,
uma PCR foi realizada utilizando-se o par de iniciados EF qF/R (Quadro 1). Em seguida foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Gel Red (Biotium) para
visualizacdo, sob luz ultravioleta, da banda de tamanho correspondente a 92 pb. O cDNA foi
utilizado em um ensaio de PCR quantitativa utilizando o kit Power SYBR Green PCR Master
Mix Kit (Applied Biosystems), seguindo protocolo recomendado pelo fabricante, no
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas em triplicatas,
contendo as amostras de cDNA dos tecidos reprodutivos, os iniciadores Rp10099 qF/R, Rp15421
gF/R e EF gF/R (Quadro 1) e o Power SYBR Green PCR Master Mix. A amplificacdo foi
realizada nas seguintes condi¢des: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60
°C por 1 minuto. Controles negativos foram utilizados em cada placa e para cada conjunto de
iniciadores utilizados, a fim de confirmar a auséncia de DNA gendmico, de dimeros de primers
ou de contaminacao dos reagentes. Apos as reagdes, foi feita a analise da curva de dissociacao
dos amplificados de cada amostra para verificar a presenca de mais de um produto amplificado
ou de dimeros. A quantidade relativa de transcritos-alvo em cada amostra foi determinada usando

o método 2-AACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) utilizando o gene elongation factor (EF)



42

como gene de referéncia (PAIM et al., 2011). A eficiéncia das reagdes de qPCR foi determinada
para cada gene estudado utilizando o valor da inclinag¢do da curva obtida pela dilui¢do seriada do
cDNA (100 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,0lng de cDNA) em um modelo de regressao linear, de
acordo com RADONI¢ et al (2004). Os iniciadores utilizados estdo indicados no Quadro 1.

Foram consideradas aceitaveis as eficiéncias entre 90% e 110%.

4.6. Silenciamento pela técnica de RNA interferente

4.6.1. A técnica de RNA interferente

A técnica do RNA de interferéncia, ou RNA interferente (RNAi), ¢ uma ferramenta de
silenciamento génico poés-transcricional comumente utilizada para estudos de gendmica
funcional. A técnica se baseia na produgdo de um RNA dupla fita (dSRNA) complementar a
sequéncia do RNA mensageiro (mRNA) transcrito do gene de interesse. Quando introduzidas no
organismo, as fitas de dsRNA sdo identificadas e clivadas por proteinas endégenas denominadas
Dicer, dando origem a fragmentos menores chamados de siRNAs. Os siRNAs se associam a
proteinas celulares formando um complexo denominado RISC. Uma helicase presente no
complexo abre a dupla-fita dos siRNAs, de forma que a fita antisense do duplex guia o complexo
até o mRNA alvo. Ao se ligar ao mRNA alvo, o mesmo ¢ degradado. Sem a presenga do mRNA,
a proteina codificada pelo gene de interesse ndo ¢ produzida. Dessa maneira, ¢ possivel estudar o
fenotipo dos organismos que tiveram um determinado gene silenciado pela técnica de RNAI

(PAIM, 2014).

4.6.2. Sintese de dsRNA

Inicialmente, 5 insetos adultos machos foram dissecados em solucdo salina 0,9% com
auxilio de uma lupa estereoscopica, pingcas € micro tesoura. Os testiculos dos insetos foram
coletados e utilizados para extracdo de RNA total seguido da sintese de cDNA, conforme
protocolo descrito anteriormente (item 4.5.). O material foi entdo armazenado a —20 C° até a sua
utilizagdo para a producdo das moléculas de RNA de dupla fita (dsSRNA).

A sintese do dsRNA foi realizada utilizando o kit MegaScript RNAi Kit (Ambion), tendo
o cDNA de testiculo de R. prolixus como molde e seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Para essa etapa, foi realizada uma rea¢do em termociclador utilizando os iniciadores

RP10099 T7 F/R e RP15421 T7 F/R (Quadro 1). Os produtos da PCR contendo o promotor T7
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(5 TAATACGACTCACTATAGGGAGA 3’) em ambas as extremidades foram incubados por 4
horas a 37 °C com rUTP, rCTP, rGTP e rATP, tampao 10x Buffer e Enzyme Mix (T7).
Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNAse e o dsRNA foi precipitado utilizando-se
Isopropanol. Ao final, as amostras de dsRNA foram dosadas a 260nm no Nanodrop®
(ThermoScientific). Uma eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com Gel Red (Biotium) foi
realizada para a visualizagdo das bandas correspondentes aos genes RPRC0010099
(dsRPRC010099) e RPRC0015421 (dsRPRC015421).

O mesmo procedimento supracitado foi utilizado para a produ¢do do dsRNA controle,
correspondente ao gene de queratina de camundongo (dsKER). Para isso, um pequeno fragmento
de pele da cauda de um camundongo da linhagem BALB-c anestesiado foi cortado ¢ macerado
em solu¢do TriZol. O RNA total foi extraido e utilizado para a sintese de cDNA. Em seguida, o
cDNA foi utilizado como molde para a produ¢do do dsRNA de queratina, utilizando-se o par de
iniciadores KER T7 F/R (Quadro 1). Os kits e protocolos utilizados foram os mesmos descritos

anteriormente.

4.6.3. Microinjegdo

Para a producao de insetos machos knockdown utilizando a técnica de RNAi, lug de
dsRNA especifico para cada gene-alvo foi introduzido via inje¢@o Unica em ninfas machos de 5°
estadio (com cerca de 7 dias de jejum apos a muda). A sexagem das ninfas para a selecdo de
machos foi realizada com base no dimorfismo sexual observado nos ultimos segmentos
abdominais do inseto.

Foi utilizado um microinjetor (Nanoinjector, Drummond) e a injecdo foi realizada na
lateral do térax dos insetos, entre o primeiro ¢ o segundo par de pernas. Ao todo, 35 ninfas de 5°
estddio machos foram injetadas com dsRPRCO010099 (para o silenciamento do gene
RPRC010099), 35 com dsRPRC015421 (para o silenciamento do gene RPRC015421) e 35 com
dsKER (grupo controle). 72 horas apds a microinje¢do, 10 ninfas de cada grupo foram dissecados
em solucdo salina 0,9% sob lupa microscopica e com o auxilio de pingas e micro-tesouras. Os
testiculos foram entao coletados em TriZol e o RNA total das amostras foi extraido. Em seguida,
foi produzido o cDNA a ser utilizado em um ensaio de qPCR para a avaliagdo da eficiéncia do
silenciamento génico, conforme sera descrito a seguir. Os demais insetos microinjetados foram

alimentados semanalmente em hamsters anestesiados e acompanhados até a muda para adultos
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para a formagao dos casais.

Figura 9 — Representacio da microinjeciio de dsRNA. A esquerda: fotografia do momento da
inje¢do de dsSRNA em uma ninfa do 5° estadio macho de R. prolixus (fotografia de autoria
propria). A injecdo ¢ realizada na regido lateral do corpo, entre o primeiro e o segundo par de
pernas. A direita: imagem do Nanoinjector (Drummond) utilizado no experimento.

Fonte: a direita, autoria propria; a esquerda, imagem retirada do website do fabricante (https://www.fishersci.com/).

4.6.4. Formagdo dos casais e andlise do fenotipo

Para cada grupo de insetos microinjetados com dsRNA, 25 casais foram formados
utilizando um macho injetado ¢ uma fémea virgem nio injetada (retirada da colonia mantida no
laboratério). Cada casal foi acondicionado em um recipiente individualizado. Os insetos foram
alimentados em hamsters anestesiados no terceiro dia apdés a formacdo dos casais e
acompanhados por 5 semanas. Uma semana apds a formagdo dos casais, os machos foram
separados das fémeas, dissecados em solugdo salina 0,9% sob lupa microscopica e com o auxilio
de pingas e micro-tesouras. Os testiculos foram entdo coletados em TriZol e o RNA total das
amostras foi extraido. Em seguida, foi produzido o cDNA a ser utilizado em um ensaio de qPCR
para a avaliagdo da eficiéncia do silenciamento génico, conforme serd descrito a seguir. As
fémeas permaneceram em acompanhamento até o final do experimento. Os parametros
observados foram a quantidade de ovos produzidos por cada fémea (taxa de oviposi¢ao) e a

quantidade de ninfas eclodidas (taxa de eclosdo das ninfas).
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4.6.5. Andlise do silenciamento por PCR quantitativa

Ensaios de PCR quantitativo (qQPCR) foram realizados para avaliar a eficiéncia do
silenciamento dos insetos microinjetados. Para isso, foram utilizadas as amostras de cDNA
produzidas a partir do RNA total extraido dos testiculos dos insetos machos nos estadios de n5
(72h ap6s a microinjecdo) e adultos (apds o periodo de 7 dias de acasalamento). Foi utilizado o
kit Power SYBR Green PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems), seguindo protocolo descrito
anteriormente (item 4.5.). Um resumo de todo o processo do silenciamento por RNAi ¢ mostrado

na Figura 10, a seguir.
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Figura 10 — Esquema experimental do silenciamento por RNAI. Producdo e microinje¢ao do
dsRNA; e avaliacao do fenotipo dos insetos knockdown para os genes RPRC010099 e

RPRCO015421.
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Fonte: autoria prépria.

4.7. Expressao das proteinas recombinantes

4.7.1. Desenho dos plasmideos

Os plasmideos pET-TEV28a foram desenhados com o auxilio da ferramenta ApE - A
Plasmid Editor (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/). Foram inseridas as sequéncias
de nucleotideos dos genes de interesse (RPRC010099 ou RPRC015421) obtidas na plataforma
VectorBase (https://vectorbase.org/vectorbase/app). Também foram adicionados sitios de
restricdo para as enzimas NHel e Xhol, no inicio e no final da sequéncia génica, bem como o
gene de resisténcia ao antibidtico canamicina. Além disso, incluiu-se uma sequéncia de
nucleotideos correspondente a seis residuos de aminoacidos histidina na extremidade N-terminal
da proteina que sera traduzida. Os plasmideos, ja inseridos em bactérias Escherichia coli, foram

adquiridos da fabricante FastBio (Figura 11).
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Figura 11 — Plasmideos pET-TEV28a. A esquerda o plasmideo contendo o inserto
RPRCO010099 e a direita, o inserto RPRC015421.
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Fonte: disponibilizada pelo fabricante (FastBio).

4.7.2. Expressdo heterologa das proteinas recombinantes

O plasmideo pET-TEV28a contendo o inserto (gene RPRC0010099 ou RPRC0015421)
foi retirado da bactéria de origem e inserido em bactérias Escherichia coli da linhagem BL21-
Star pelo processo de transformagao via eletroporagao. Para isso, foi adicionado 3 pL de pET-
TEV28a/lnserto a uma aliquota de 50 pL de bactéria BL21-Star, homogeneizando
cuidadosamente. A suspensao foi transferida para uma cubeta de 0,1 cm (Bio-Rad) e foi dado um
pulso elétrico de 1,8 kV no eletroporador Micro Pulser (Bio-Rad). Foi adicionado 250 puL de
meio de cultura 2xYT liquido (sem antibidtico) na cubeta, homogeneizando e transferindo a
suspensdo para um tubo estéril de 1,5 mL.

ApOs incubacao de 1h a 37 °C sob agitagdo a 180 rpm no shaker, 50 uLL da suspensao foi

espalhada na placa de Petri com meio 2xYT sélido contendo kanamicina. Em outra placa de
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Petri, o restante da suspensdo (200 pL) também foi espalhada em meio 2xYT so6lido contendo
kanamicina. As placas foram identificadas, vedadas com parafilme e incubadas em estufa a 37 °C
overnight.

Para a andlise dos transformantes, foram selecionadas 10 colonias de bactérias que
cresceram nas placas de Petri incubadas anteriormente. Uma PCR de cada colonia foi realizada,
utilizando os primers Rp10099 T7 qF/R e Rpl5421 T7 gF/R (Quadro 1), que possuem a
terminacao T7 (5' — TAATACGACTCACTATAG - 3'). As mesmas coldnias selecionadas foram
repicadas em uma nova placa de Petri contendo meio 2xYT solido com canamicina e incubada a
37 °C overnight (placa “réplica”). O produto da amplificagdo por PCR foi analisado em uma
eletroforese em gel de agarose 1%.

As colonias que apresentaram o tamanho de banda esperado para a bactéria + plasmideo
com o inserto de interesse (colonias positivas) foram selecionadas e utilizadas em um pré-
inoculo para obtencdo de clones de mais plasmideos BL21-Star/pET-TEV28a/Inserto. Para isso,
colonias positivas foram selecionadas da placa “réplica” e repicadas em 4 mL de meio 2xYT
liquido contendo 4 uL de antibidtico canamicina. A cultura foi incubada a 37 °C, overnight, sob
agitacdo de 180 rpm. Para criopreservacdo das colonias, 700 pL do pré-indculo foram
adicionados a 300 pL de glicerol 10% e a suspensao foi armazenada a -80 °C.

Para o teste de expressdo, 750 pL do pré-indculo restante foram adicionados a 14,25 mL
de meio + 14,25 puL de kanamicina, representando uma diluicdo de 1:20. A suspensdo foi
incubada a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm e a densidade Optica (O.D) foi verificada
constantemente até atingir valores entre 0,6 ¢ 0,8 (~ 3h). Apos atingir a O.D esperada, 1 mL da
cultura foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, 75 pL de
agua Milli-Q e 25 pL de tampao de amostra para proteina (4X) foram adicionados ao pellet e a
suspensdo foi armazenada a -20 °C. Esta amostra correspondeu ao tempo nao-induzido (tempo 0
horas / T0).

Ao extrato bacteriano restante foram adicionados 12 pL de IPTG (1 mM) e a suspensdo
foi incubada a 37 °C por 3h no shaker, sob agitacdo de 180 rpm. Apos a incubagao, a O.D foi
verificada e 0,5 mL de cultura foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 75 pL de dgua Milli-Q e 25 pL de tampdo de amostra
para proteina (4X) e a suspensdo foi armazenada a -20 °C. Esta amostra correspondeu ao tempo

induzido T3 (3h apds a indugdo IPTG). Uma outra amostra da cultura foi retirada apds 24h de
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incubacdo e igualmente preparada. Esta amostra correspondeu ao tempo induzido T24 (24h apos
a indugdo por IPTG). O restante da cultura (~10mL) foi centrifugada a 3.000 rpm por 30 min a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80
°C.

Mais tarde, o pellet mantido a -80 °C foi utilizado para o teste de solubilidade das
proteinas recombinantes. Foi adicionado 1 mL de PBS 1X e homogeneizado no vortex até a
completa ressuspensdo do pellet. Em seguida, 10 pL de lisozima (10 mg/mL) foram adicionados
e, apos homogeneizagdo, a suspensao foi incubada em gelo por 30 minutos. Foram realizados 5
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido, intercalados com descongelamento a 37 °C e o
material passado em seringa de insulina (I mL) até perder a viscosidade. O lisado celular foi
entdo centrifugado a 6.000 g por 5 minutos a 4 °C para separacdo das fragdes soluvel
(sobrenadante) e insoluvel (pellet). Foram coletados 75 pL do sobrenadante ao qual se adicionou
25 uL do tampdo de proteina 4X, homogeneizando-se bem. Esta amostra correspondeu a fragado
soluvel. O pellet foi ressuspendido em 500 puL. de PBS 1X. Foi adicionado 25 pL do tampao de
proteina 4X ao material ressuspendido, homogeneizando-se bem. Esta amostra correspondeu a
fragdo insoluvel.

A andlise da expressao e da solubilidade das proteinas recombinantes foi realizada por
meio de uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 1.5mm. Para isso, 20 puL de
cada amostra (TO, T3, T24, Fragao soluvel, Fracao insoluvel) foram desnaturadas por 10 minutos
a 95 °C no termociclador e, entdo, corridas no gel.

A expressdo em larga escala das proteinas foi realizada em seguida. Inicialmente um
pré-inoculo foi preparado utilizando 100 mL de meio 2xYT liquido, 100 pL de kanamicina (50
pg/mL) e 1 puL da bactéria estoque (BL21-Star/pET-TEV28a/Inserto). A suspensdo foi incubada
sob agitacdo de 180 rpm a 37 °C overnight. Para a preparacao do inoculo final, 50 puL do
pré-indculo foi adicionado a 1 L de meio 2xYT liquido contendo 1 mL de kanamicina (50
pg/mL). A suspensdo foi incubada sob agitacdo de 180 rpm a 37 °C até atingir uma O.D entre 0,6
e 0,8 (~ 3h). Apos alcancar a O.D desejada, 1 mL da cultura (TO) foi separada para o teste de
expressao em gel de poliacrilamida conforme descrito anteriormente. Ao restante da suspensao
foi adicionado 1 mL de IPTG, seguido de incubagao sob agitagao de 180 rpm, a 37 °C, por 24h.
Foi separado 0,5 mL da suspensdo ap6s 24h de indugdo (T24) para o teste de expressdo em gel de

poliacrilamida conforme descrito anteriormente.
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A cultura foi separada em frascos de 500 mL previamente autoclavados e estes
centrifugados por 30 min a 2.000 g em 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet coletado e
ressuspendido em 50 mL de AKTA “A”. O material foi novamente centrifugado por 30 min a
2.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado ¢ o pellet congelado em nitrogénio liquido e

armazenado a -80 °C até o momento da purificagdo das proteinas.

4.7.3. Purificagcdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes foram purificadas pela técnica de cromatografia de afinidade
por ions metélicos. Utilizou-se uma coluna de niquel (HisTrap HP) que possui afinidade a cauda
de histidina presente nas proteinas recombinantes. A coluna HisTrap HP foi conectada ao sistema
de cromatografia AKTAprime (GE Healthcare, EUA) e as amostras das proteinas recombinantes
recém sintetizadas foram preparadas e purificadas de acordo com metodologia sugerida pelo
fabricante. A confirmagdo das apolipoproteinas recombinantes purificadas foi realizada por meio
de uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) para observacao de bandas
com tamanho esperado.

Além disso, foi realizado um ensaio de Western blotting. Para isso, amostras das
apolipoproteinas recombinantes RPRC010099 e RPRC015421 (1-2 pg) foram preparadas com
tampao de amostra 4X e desnaturadas a 95 °C por 10 minutos. Em seguida, foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE), juntamente com marcador de peso
molecular (Kaleidoscope, BioRad 10-250 kDa). A corrida eletroforética foi conduzida
inicialmente a 80 V até a entrada completa das amostras no gel de separagdo, sendo entdo
aumentada para 200 V até a completa migracdo. ApOs a separagdo, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45 um, BioRad) utilizando sistema timido, a 100
V por 1 hora, em tampao de transferéncia contendo Tris, glicina e metanol. A eficiéncia da
transferéncia foi confirmada por coloracdo com Ponceau S. Posteriormente, a membrana foi
submetida a bloqueio em solugdo de TBS-T (0,1% Tween-20) contendo 5% de leite em po
desnatado, por 1 hora a temperatura ambiente, seguida de incubagdo overnight a 4 °C. Em
seguida, a membrana foi lavada em TBS-T e incubada por 1 hora, a temperatura ambiente, com
anticorpo primario anti-His (1:1000, diluido em solugdo de bloqueio). Apos lavagens sucessivas,
foi realizada incubagdo com anticorpo secunddrio anti-IgG de camundongo conjugado (1:2000,

diluido em solugdo de bloqueio), também por 1 hora. A detecgdo foi feita por
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quimioluminescéncia, utilizando substrato Luminata (Millipore), e as imagens foram registradas

em sistema de fotodocumentagdo por quimioluminescéncia digital.

4.8. Producio dos anticorpos policlonais

As proteinas recombinantes serdo utilizadas como imunizantes para estimular a produg¢ado

de anticorpos anti-apolipoproteinas. Os anticorpos obtidos serdo utilizados para os ensaios de
imunolocalizagdo, cujo objetivo ¢ observar a localizacdo das apolipoproteinas no sistema
reprodutor masculino e feminino do inseto Rhodnius prolixus, antes € apos o acasalamento.
Serdo realizados trés eventos de imuniza¢do com intervalos de 14 dias em camundongos da
linhagem Balb-c com idade entre 4 e 8 semanas. Nos eventos de imuniza¢do, cada camundongo
sera injetado no dorso, de forma subcutanea, com 0,1 mg de hidréxido de aluminio e 5 pg de
proteina recombinante (RPRC010099 ou RPRCO015421) em um volume final de 100 pL de
tampao fosfato estéril. Para o grupo controle, camundongos serdo injetados apenas com o
hidréxido de aluminio diluido no tampao fosfato estéril. Os camundongos serdo mantidos em
biotério (ciclo claro-escuro de 12:12 h) com alimentagdo e agua ad libitum.

Amostras de sangue serdo colhidas por punc¢do da veia lateral caudal dos camundongos 10
dias apds o ultimo evento de imunizagdo. As amostras serdo centrifugadas a 4.000 g por 10 min
para a obtencdo do soro. Os niveis de IgG antigeno-especificos para cada uma das
apolipoproteinas recombinantes serdo determinados a partir de um ensaio de ELISA indireto.
Para isso, serdo utilizados 0,5 pg/pogo de cada apolipoproteina recombinante em placas de
ELISA de 96 pocos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific). Apds incubagdo overnight, as
placas serdo lavadas, bloqueadas com solu¢do de bloqueio, incubadas com os soros dos
camundongos na diluicdo 1:160 e, apds novas lavagens, incubadas com anticorpos Goat anti-
Mouse IgG, IgM (H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor™ (ThermoFisher — USA) na diluicao
1:5.000. A revelacao sera feita com a adicao do tampao fosfato-citrato 100 mM pH 5.0 contendo
H202 e O-Fenilenodiamina. A reacdo serd parada com a adi¢do de H2SO4 12,5% e a

absorbancia medida a 495 nm em leitor de ELISA.

4.9. Avaliacao da transferéncia de apolipoproteinas via cépula

A transferéncia das apolipoproteinas dos machos para as fémeas de R. prolixus durante a

copula foi testada por meio de um ensaio de ELISA, utilizando-se os anticorpos
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anti-apolipoproteinas recombinantes RPRC010099 e RPRC015421 produzidos na etapa anterior.
Insetos machos, fémeas virgens e fémeas pods-acasalamento (n = 9 insetos por grupo — 3 pools
contendo 3 pares de oOrgdos cada) foram dissecados para obtencdo dos orgdos reprodutores
(testiculos, glandulas acessorias, ovarios e espermatecas). Uma microplaca de ELISA Maxisorp
(Nunc®) foi sensibilizada durante 12 horas, a temperatura de 4°C dentro de uma camara umida,
com 50 ulL de extrato dos 6rgdos dissecado (3 pares do orgdo diluido em 200 ul de tampao
carbonato). Os controles foram preparados da mesma forma utilizando-se 50ul da apolipoproteina
recombinante (controle positivo) na concentragao de 0,4 ug/ul ou tampao carbonato (controle
negativo) para sensibilizacdo da placa. Cada uma das amostras foi realizada em triplicata. Os
pogos sensibilizados foram bloqueados com 150 pl de solugdo bloqueadora — leite em po
desnatado diluido a 10% em PBS-Tween (NaCl 8 g; KC1 0,2 g; Na2HPO4 1,44 g; KH2PO4 0,24
g g.s.p. H20 1000 mL + 0,05% Tween-20) — durante 30 minutos em temperatura ambiente e sob
agitacdo de 160 rpm. Apds o bloqueio, os pogos foram lavados trés vezes utilizando-se
PBS-Tween por 2 minutos a temperatura ambiente e sob agitagdo de 160 rpm. Foram adicionados
50 uL do soro dos camundongos imunizados com as apolipoproteinas recombinantes
(RPRCO010099 ou RPRCO015421) diluidos em PBS na propor¢ao 1:100 e incubados por 45
minutos, em temperatura ambiente e sob agitacdo. Em seguida os pogos foram lavados 3 vezes
com 150 uL de PBS-Tween por 2 minutos e novamente incubados por 45 minutos a temperatura
ambiente e sob agitacdo com 50 pL do anticorpo IgG anti-mouse de coelho conjugado com
peroxidase (Abcam - Ab6728) diluido a 1:20000 em PBS. Os pogos foram lavados 2 vezes com
150 mL PBS-Tween e uma vez com PBS por 2 minutos sob agitacdo. Apds a tltima lavagem, os
pogos foram rapidamente preenchidos com 200 pL de substrato OPD-H202 (1 mg/mL de
O-PhenyleneDiamine [Sigma: P-9029]) dissolvido em tampao citrato de sodio (acido citrico 50
mM; Na2HPO4 50 mM; pH 5,0) e incubados por 10 minutos a 37°C no escuro. A reacao foi
parada com adi¢ao de 100 puL de acido sulfirico 1 M por pogo. As leituras foram executadas a
450 nm em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices®) e os dados gerados foram

utilizados para os célculos estatisticos.

4.10. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados encontrados nos experimentos, foram realizados

testes estatisticos com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0. A normalidade dos dados foi
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avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Variaveis com distribui¢do normal foram testadas pelo
Teste T (no caso de 2 grupos) ou ANOVA (no caso de mais de 2 grupos) seguido pelo teste de
Tukey ou Bonferroni para identificar as diferengas entre os grupos. Para as variaveis que nao
apresentaram distribuicdo normal, as analises foram feitas com o teste de Mann-Whitney (no caso
de dois grupos) ou Kruskal-Wallis (no caso de mais de 2 grupos). O teste exato de Fisher foi
utilizado para comparar propor¢des de varidveis nominais. P < 0,05 foi considerado como

significativo.
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S. RESULTADOS

5.1. Analises in silico dos genes RPRC010099 e RPRC015421

5.1.1. Analise genomica

De acordo com as anotagdes disponiveis no VectorBase, os genes estudados —
RPRCO010099 e RPRCO15421 estdo localizados em regides distintas do genoma de R. prolixus.
Enquanto RPRCO010099 esta localizado no contig KQO034137, entre as posigdes 646.765 e
654.990 pb na fita senso, RPRC015421 esta localizado no contig KQ034457, entre as posi¢des
57.486 e 60.929 pb na fita antisenso (Figura 12). Isso mostra que os dois genes estdo distantes um

do outro no genoma do inseto e ndo estdo organizados in tandem.

Figura 12 — Localiza¢ao dos genes RPRC010099 e RPRC015421 no genoma de R. prolixus.
RPRC010099 e RPRCO015421 estdo localizados em scaffolds diferentes.
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Fonte: anotagdes disponiveis na base de dados VectorBase (https://vectorbase.org/vectorbase/app).

5.1.2. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos

O alinhamento das sequéncias génicas de RPRC010099 e RPRC015421 (Figura 13)
mostrou que hd uma baixa identidade de nucleotideos — de apenas 50%. Foram identificadas as
sequéncias referentes ao iniciadores Rp10099 qF/R e Rp15421 qF/R, utilizados nos ensaios de
gPCR, bem como a sequéncia correspondente ao dsRNA produzido para os experimentos de

silenciamento por RNAI.
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Figura 13 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de RPRC010099 e RPRC015421.
Em vermelho: sequéncia do dsRNA utilizado nos experimentos de silenciamento por RNAi. Em
amarelo: sequéncia dos iniciadores utilizados nos experimentos de qPCR. Asterisco (*) — indica

nucleotideos idénticos.

RPRC010099 ATGAAGCTGAACTGGGCCGCTACGGTCAGCTGGGGCTACCAGCTCCTCCTCGTCATCGCT 60
RPRC015421 ATGATTTCGAAAATTACATTTATTTTCCTAAGTG—---TCAGCGCATTGAGCTTGTCACA 56
* K Kk Kk * K K * * % * * * K Xk kk Kk x * **x ok
RPRC010099 ATCTGTTTCTTTAGTCTGTC-—--—-—-~— CTCCGGCCAGCGACCAGCGT-—-——-—- TCGG 104
RPRC015421 AGCTTTTCTTTTTGGATTTGGACCATTCACCCCTGGTGACTATAAACCTTGGCGATTAGG 116
*  kk k% Kk Kk K * K R S *  x R * kK
RPRC010099 CAGGTGTCCCGATGTCACGCCAAAAAAAGACTTTGACGTATCCCAGTTTACT -—-GGAGA 161
RPRC015421 TACATGCTTAGTGCCAACTCCAGTGAAGAACTTTCAACCAGAGAAGTTCTTTAAAGGTCA 176
* * K * * Kk Kk Kk * K *kk kKK Kk * * Kk Kk k * * K *
RPRC010099 ATGGAACGAAATAGAACGTTCCTTTTATCTGTTCGAGTCCTCACTTTCATGCACCAAACT 221
RPRC015421 CTGGTACGTAC---AAAATCATTGTGGTAATTTCGAATGGATACTTCCAGGTATCTGTCC 233
*kk Kk k K * x * * ok * * Kk k kK Kk *Kkk*x kx Kk Kk *x *
RPRC010099 GAA------ CTTCACTTTGTACTCAAACGACACTATGGTGGCCGA-TGTTAACTATAGAG 274
RPRC015421 CACCACAGAATATAATGTCACTCAAGATGGTGATATATTGGAATTAGACTATCACTACAT 293
* * * k% * k% * x * * % % * kK *x ok
RPRC010099 CTCCGTGGCGCGGCACCAGCAGTACATCTGAGTACATAATCAAAGATGTGTCCAAGACTC 334
RPRC015421 TCCAATGACTGGGAGGTATAAAGAGAAACGAGCACACAGTA-———————————— ATACTA 340
* * Kk Kk * K * * *  k* *k*k K*kkx Kk Kk * Kk kK
RPRC010099 CAGGTATTCTGAACATGGTGTTGGCCAGCACGCTGCCAGCGC-TAATCGCAAGGATGGC- 392
RPRC015421 AACTTATTA--AGAATGGCGAAGGTCATTTACCTATGACTTTTGAATTTCTGAGAGGTCT 398
* Kk kK * * Kk Kk K * Kk kK * K * * Kk Kk * KKk kK K
RPRC010099 -—-TCCAGGCAGTGGCAAGTACATCGTTTTGGATACGGACTACATAGACTACGCTCTCAT 449
RPRC015421 TCATCCGATGGATGTACCAACTTTCATTTTAGGTACAGATTATGAAAACTGGGCGGTAGT 458
* x * * * * * * Kk ok kK * x * * % * * * Kk x ok * x * *
RPRC010099 CTACTCTTGCACCGATTT--ACGTCTTGTACATG-CA-————-—-— GATTTCATTTGGGTA 498
RPRC015421 ATATTACTGTAAACAGCAGCAAGTGTTAAAATTTGAAGAGTCACTGATCTTAACTCGTAA 518
*x Kk * k% * * Kk k Kk * * * *k Kk kK * ok *
RPRC010099 CTTGGCAGATCGAAAGACATCTCCATCGACGCTAGA--———-—- ACCATAATCTATTCAA 550
RPRC015421 AAGGGATGATGAAGAAATATGGCAACCTGTTTTGGACACACTCAAACTGAACAAATTGGA 578
* * * Kk * x k k% * Kk * * Kk x * Kk k%K * k% *
RPRC010099 CGCTAGATAAATTAAAAATCAACAGAGACAGACTGTTGTTGTCGAARACCAAAGATTGTT 610
RPRC015421 CTATCGTTACTTTA--AACCAACGGTCAATAATGGTTGTGCTCCTAATGAACCACATCTT 636
* Kk k% * K K * Kk Kkkkk K * * * Kk Kk k Kk * K * K * * kK
RPRC010099 AA- 612
RPRC015421 TGA 639

Fonte: autoria propria.
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5.1.3. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos

A partir do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de RPRC010099 e RPRC015421,
observou-se que as proteinas apresentam uma baixa identidade — de apenas 24% — conforme
mostrado na Figura 14. A andlise de dominio mostrou que, apesar da baixa identidade de
nucleotideos e de aminodcidos das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421, ambas

possuem o dominio da superfamilia das lipocalinas conservado.

Figura 14 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de RPRC010099 e RPRC015421.
(*) — aminoacidos idénticos; (:) — aminoacidos altamente conservados; (.) — aminodcidos pouco

conservados.
RPRC010099 —--MKLN--WAATVSWGYQLLLVIAICFFSLSSGQRPAFGRCPDVTPKKDFDVSQ-FTGEW 55
RPRC015421 MISKITFIFLSVSALSLSQAFLFGFGPFTPGDYKPWRLGTCLVPTPVKNFQPEKFFKGHW 60
*i. P HES A O HE Khkokpkro L XXX
RPRC010099 NEIERS-FYLFESSLSCTKLNFTLYSNDTMVADVNYR-APWRGTSSTS--EYIIKDVSKT 111
RPRC015421 YVONHCGNFEWILPGICPTTEYNVTQDGDI-LELDYHYIPMTGRYKEKRAHSNTKLIKNG 119
HH HE FooorioroLt.o HEEE G *ox R . *
RPRC010099 PGILNMVLASTLPALIARMAPGSGKYIVLDTDYIDYALIYSCTDLRLVHADFIWVLGRSK 171
RPRC015421 EGHLPMTEF----- EFLRGLHPMDVPTFILGTDYENWAVVYYCKQQQVLKFEESLILTRKR 174
Kok R HH HE R HER A O R R HEOR
RPRC010099 DISIDARTIIYSTLDKLKINRDRLL---LSKTKDC-—-—-—-- 203
RPRC015421 DD----EEIWQPVLDTLKLNKLDYRYFKPTVNNGCAPNEPHL 212

* * Kk ok k e k. . .k

Fonte: autoria propria.

5.1.4. Predi¢do da conformacdo tridimensional das apolipoproteinas

As estruturas tridimensionais das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 foram
preditas a partir de modelagem utilizando a ferramenta AlphaFold (Figuras 15 e 16). Em ambas
as apolipoproteinas € possivel observar a estrutura em B-barril com uma cavidade hidrofobica
central, tipica da familia das lipocalinas. No entanto, h4 diferencas estruturais entre elas,
principalmente na regido periférica das proteinas.

A proteina RPRC010099 apresenta um dominio globular compacto, no qual predominam
folhas B centrais intercaladas por hélices a, compondo um nucleo bem definido. A partir desse
dominio, projeta-se uma regido helicoidal alongada, representada em coloracdo azul a amarela,
que se estende para fora do nucleo estrutural. As areas em azul indicam maior confiabilidade do

modelo (pLDDT > 70), sugerindo a presenga de elementos estaveis, enquanto as regides em
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amarelo e laranja correspondem a segmentos de menor confianga (pLDDT < 70), possivelmente
mais flexiveis ou desordenados. Essa conformagdo confere a proteina um arranjo assimétrico,
com um nucleo estavel associado a uma extensao helicoidal lateral.

A proteina RPRC0015421, por sua vez, apresenta também um nucleo globular central
bem organizado, formado por folhas P associadas a hélices o, semelhante ao observado na
RPRC0010099. No entanto, destaca-se pela presenca de longas extensdes desordenadas,
evidenciadas por regides em amarelo e laranja (pLDDT < 70), que se projetam a partir do nucleo.
Diferente da RPRC0010099, essas regides nao assumem conformagao helicoidal bem definida,
caracterizando-se principalmente como segmentos flexiveis ou ndo estruturados. O nucleo
proteico mostra predominancia de areas em azul escuro (pLDDT > 90), o que indica maior
confiabilidade no arranjo compacto central, contrastando com a baixa confiabilidade estrutural
das regides periféricas.

De forma comparativa, ambas as proteinas compartilham a presenga de um nucleo
globular formado por elementos secunddrios bem definidos, mas diferem quanto a organizacao de
suas regides periféricas: a RPRC0010099 apresenta uma hélice alongada de maior estabilidade
relativa, enquanto a RPRCO0015421 possui extensdes desordenadas mais longas e pouco

estruturadas.

Figura 15 — Estrutura tridimensional da proteina RPRC010099. O modelo de confianc¢a do
programa AlphaFold se baseia na pontuagdo de confianca do modelo por residuo (pLDDT) entre
0 e 100. Azul escuro: pLDDT > 90. Azul claro: 90 > pLDDT > 70. Amarelo: 70 > pLDDT > 50.

Laranja: pLDDT < 50. Algumas regides abaixo de 50 podem ser desestruturadas isoladamente.

Fonte: AlphaFold.
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Figura 16 — Estrutura tridimensional da proteina RPRC015421. O modelo de confianc¢a do
programa AlphaFold se baseia na pontuagdo de confianca do modelo por residuo (pLDDT) entre
0 e 100. Azul escuro: pLDDT > 90. Azul claro: 90 > pLDDT > 70. Amarelo: 70 > pLDDT > 50.

Laranja: pLDDT < 50. Algumas regides abaixo de 50 podem ser desestruturadas isoladamente.

Fonte: Alphafold.

5.1.5. Predi¢do dos ligantes

Os resultados das andlises de docking molecular das apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421 sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. A afinidade de ligagdo entre
uma molécula e seu ligante ¢ medida pela constante de dissociacdo de equilibrio (Kp). Quanto
menor o valor de Kp, maior a afinidade de ligagdo. A energia total representa a soma de todas as
forgas envolvidas na interacdo molécula-ligante. Quanto maior a energia total, maior a for¢a desta
interacdo. A energia vdW (energia de Van der Waals, ou forgas de Van der Waals) representa o
conjunto de forcas intermoleculares. Quanto maior a energia vdW, maior a forca de interacao
entre as moléculas. A energia eletrostatica representa as forcas de atragdo e repulsdo entre
moléculas eletricamente carregadas. Quanto maior a energia eletrostatica maior a forga de atracao
entre as moléculas.

A apolipoproteina RPRC010099 apresentou maior afinidade de ligagdo a prostaglandina
E2 (-9.581 Kb). A energia total da interacao foi de 66.927, enquanto a energia vdW foi de 31.382
e a energia eletrostatica, -5.907. RPRC010099 também apresentou uma alta afinidade de ligacao
ao 4cido araquiddnico (-9.495 Kb), com energia total de 36.781, energia vdW de 19.613 e energia
eletrostatica de -210.193. Por sua vez, a apolipoproteina RPRCO015421 apresentou maior
afinidade de ligagdo ao acido eicosapentaenoico (-8.494 Kb). A interagdo entre essas moléculas

apresentou uma energia total de 160.193, energia vdW de 93.253 e energia eletrostatica de
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-0.398. O ligante glicose, utilizado como controle negativo para fins de comparacdo, apresentou

baixa afinidade de ligag¢do a apolipoproteinas RPRC010099 e RPRCO015421 (-7.263 Kp e -6.817

Kb, respectivamente).

Tabela 1. Resultados do Docking molecular da apolipoproteina RPRC0010099.

Ligante* Afinidade | Energia total | Energia vdW | Energia
(Ko) eletrostatica

Prostaglandina E2 -9.581 66.927 31.382 -5.907

Acido araquidénico -9.495 36.781 19.613 -21.193
Ecdisona -9.438 342.864 155.71 -1.42

Acido linoleico -9.376 25.243 -5.627 -12.998
Acido eicosapentaenoico -9.321 70.787 -1.77 -2.122

Glicose -7.263 3.435 -8.244 -20.205

* Os ligantes aparecem em ordem de afinidade de ligag@o a apolipoproteina (do que apresenta maior afinidade para o

que apresenta menor afinidade).



60

Tabela 2. Resultados do Docking molecular da apolipoproteina RPRC0015421.

Ligante* Afinidade | Energia total | Energia vdW Energw}
eletrostatica
(Kp)

Acido eicosapentaenoico -8.494 160.193 93.253 -0.398
Acido linoleico -8.415 99.943 64.211 -19.921
Acido araquidénico -8.306 134.970 114.048 -6.478
Prostaglandina E2 -7.942 189.243 157.348 -16.331
Glicose -6.817 -3.668 1.712 -36.916
Ecdisona -5.962 603.949 423.161 -7.287

* Os ligantes aparecem em ordem de afinidade de ligagdo a apolipoproteina (do que apresenta maior afinidade para o
que apresenta menor afinidade).

5.2. Expressao génica basal das apolipoproteinas nos orgaos reprodutivos de R.

prolixus

Os orgaos reprodutivos de machos e fémeas adultos (testiculos, glandulas acessorias,
ovarios ¢ espermatecas) foram extraidos de insetos antes e apos o acasalamento. A partir do RNA
total do material obtido, foi produzido cDNA, utilizado em ensaios de qPCR para analise do nivel
de expressdo génica de RPRC010099 e RPRC015421 nos insetos antes e apds o acasalamento.
Os resultados da qPCR sao apresentados na Figura 17.

A expressao génica de RPRC010099 e de RPRCO015421 nos ovarios das fémeas virgem
foi considerada como sendo de 100% e utilizada para fins de comparagdo com os demais 6rgaos
testados. A expressdao de RPRC010099 foi de 100% (£ 0,28) nos ovarios virgens, 84% (+ 0,27)
nos ovarios fertilizados, 39% (£ 0,05) nas espermatecas virgens, 41% (+ 0,07) nas espermatecas
fertilizadas, 963% (= 2,59) nos testiculos virgens, 921% (+ 2,40) nos testiculos acasalados e
370% (= 1,07) nas glandulas acessorias. Para a apolipoproteina RPRC015421, a expresdo génica
foi de 100% (% 0,11) nos ovarios virgens, 36% (+ 0,22) nos ovarios fertilizados, 95% (+ 0,46) nas
espermatecas virgens, 78% (+ 0,42) nas espermatecas fertilizadas, 1556% (% ,47) nos testiculos

virgens, 6299% (£ 0,95) nos testiculos acasalados e 9,29% (+ 0,42) nas glandulas acessorias.
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Em resumo, estes resultados mostraram que as apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO15421 s3ao muito mais expressas nos insetos machos que nas fémeas, como ja era
esperado (Figura 17). Além disso, a expressdo de ambas as apolipoproteinas ¢ maior nos
testiculos que nas glandulas acessorias dos machos. No caso da RPRC015421, a expressao nas
glandulas acessorias ¢ insignificante. Quanto ao estado fisiologico do inseto, foi possivel
observar que RPRC010099 ¢ igualmente expressa nos testiculos de machos virgens e de machos
acasalados. J4& a RPRCO015421 mostrou uma maior expressdao nos testiculos virgens que nos
testiculos apds o acasalamento. Em relacdo as fémeas, a expressao de RPRC010099 e
RPRCO015421 foi muito pequena em todos os tecidos testados. Nao houve diferenca significativa
quanto ao O6rgdo — se ovario ou espermateca — ou quanto ao estado fisioldgico do inseto — se

virgem ou acasalada.



62

Figura 17 — Expressao relativa dos genes de RPRC010099 e RPRC015421 em fémeas e
machos antes e apos o acasalamento. PCR quantitativa dos 6rgdos reprodutivos de fémeas e
machos de R. prolixus, antes e apOs o acasalamento. Os asteriscos indicam diferencgas
significativas em relacdo a expressao génica observada em fémeas. * p < 0,05; ** p < 0,005 (teste
T, ndo paramétrico, Mann Whitney).
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Fonte: autoria propria.

5.3. Silenciamento génico por RNAI e os efeitos sobre a reproducao

As moléculas de dsRNA (dsRPRC010099, dsRPRC015421 e dsKER), utilizadas para o
silenciamento poOs transcricional a partir da técnica de RNA interferente (RNAi) foram
produzidas de forma bem-sucedida. Insetos machos foram injetados com lug de dsRNA e
acompanhados até a vida adulta, quando foram colocados para o acasalamento com fémeas
virgens. Passadas 72h de inje¢do de dsRNA, 10 machos de cada grupo foram separados para
avaliacdo do silenciamento por meio de um ensaio de qPCR. Os testiculos foram dissecados € o
RNA total foi extraido para produ¢do de cDNA. O cDNA foi utilizado em ensaios de qPCR para

avaliagdo do silenciamento. O mesmo foi realizado com os machos adultos de cada casal
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formado, 7 dias apds o periodo de acasalamento. Os resultados da qPCR mostraram que a
expressdo relativa de RPRC010099 nos insetos machos 72 horas apés a injecdo de
dsRPRCO010099 foi de 13,9% (= 0,31) em relacdo ao grupo controle cuja expressao foi de 100%
(= 0,42). Ja nos insetos pds-copula, a expressdo génica foi de 78,7% (= 0,15). Para o gene
RPRCO015421, a expressdo relativa foi de 32,5% (£ 0,27) nos insetos 72h apds a injecdo de
dsRPRC015421 em relagdo ao grupo controle, enquanto que a expressao relativa apods a copula

foi de 14,5% (£ 0,09) (Figura 18).

Figura 18 — Expressao relativa dos genes RPRC010099 e RPRC015421 em testiculos de
insetos silenciados pela técnica de RNAi. Analise realizada por PCR quantitativa. (A)
Expressao relativa dos genes RPRC010099 e (B) RPRC015421 no grupo dsKer (controle), em
machos 72h pos-injecao do dsRNA (p.1.) e em machos pos-copula (p.c.). ** p <0,005; *** p <
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Apds a formacdo dos casais e o periodo de 7 dias de acasalamento, as fémeas foram
acompanhadas por mais 5 semanas. Durante este periodo, realizou-se a contagem dos ovos
produzidos por cada fémea. Registrou-se ainda a eclosdo das ninfas.

A analise da oviposi¢cdo indicou que fémeas acasaladas com machos silenciados para
RPRC010099 e para RPRC015421 apresentaram uma redugao significativa na produgdo de ovos.
Enquanto as fémeas do grupo dsKer produziram, em média, 58,05 ovos (= 30,09), as fémeas do
grupo dsRPRC010099 produziram 22,90 ovos (£ 25,57), o que equivale a 39,44% da quantidade
de ovos produzidos pelo grupo controle. As fémeas do grupo dsRPRCO015421, por sua vez,

produziram no total 34,67 ovos (£ 28,80), 59,72% em relag@o ao grupo controle (Figura 19).

Figura 19 — Nimero de ovos produzidos por casal. Cada ponto representa a quantidade de
ovos produzidos por cada casal formado por um inseto macho injetado com dsRNA e uma fémea
virgem. *p < 0,05; **p <0,005.
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No entanto, apesar da diferen¢a na quantidade de ovos produzidos, ndo houve diferenga
significativa na taxa de eclosdo das ninfas entre os grupos dsKer, dsRPRC010099 e
dsRPRCO015421 (Figura 20). Foi observada a eclosdao de 96,89% (+ 4,96) da prole do grupo
controle, 94,56% (+ 8,70) do grupo dsRPRC010099 e 89,68% (+ 6,86) do grupo dsRPRC015421.

Figura 20 — Taxa de eclosdo das ninfas (%). Percentual de ninfas eclodidas em cada grupo. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos.
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Fonte: autoria propria.

5.4. Proteinas recombinantes e anticorpos policlonais

Bactérias E. coli BL21-Star foram transformadas com o plasmideo pET-TEV28a
contendo o inserto (gene RPRC010099 ou RPRC015421) e induzidas por IPTG para a expressao
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das proteinas recombinantes RPRC010099 (24,7 kDa) e RPRC015421 (23 kDa). A Figura 21
mostra o resultado de uma eletroforese em gel de agarose do produto de PCR das colonias de
bactérias transformadas. E possivel observar as bandas de tamanhos equivalentes aos genes de

interesse, mostrando que a transformacgao bacteriana foi bem sucedida.

Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto da PCR de colonia das
bactérias transformadas com o plasmideo pET-TEV28a/inserto. A banda de 630 pb
corresponde ao gene de RPRC010099 e a banda de 657 pb corresponde ao gene de RPRC015421.
Foi utilizado o padrao de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder da ThermoFisher. Gel corado
com brometo de etidio (EtBr) e revelado sob luz UV.
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Fonte: autoria propria.

ApoOs a expressao gé€nica em larga escala, estimulada pela adi¢ao de IPTG, o extrato total
das proteinas produzidas foi purificado por cromatografia de afinidade por ions metalicos,
utilizando-se uma coluna de niquel. Uma eletroforese em gel SDS-PAGE foi realizada com o
produto purificado para observagdo das bandas correspondentes ao peso molecular das proteinas
recombinantes RPRC010099 (24,7 kDa) e RPRC015421 (23 kDa) (Figura 22). Os resultados

mostram que as proteinas recombinantes foram produzidas de forma satisfatoria.
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Figura 22 — Proteinas recombinantes purificadas por cromatografia por afinidade. S —
padrao de peso molecular; 1 e 2 — RPRC010099; 3 e 4 — RPRC015421. Foi utilizado o padrao de
peso molecular BIO-RAD: Precision Plus Protein TM Unstained Standards #161-0363. A
imagem do gel foi revelada no ImageQuant LAS 4000.
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Fonte: autoria propria.

Adicionalmente, foi realizado um ensaio de Western blotting com anticorpo anti-histidina
(Figura 23). Foi possivel observar a banda correspondente a apolipoproteina RPRC010099 (24,7
kDa). Nio foi observado, no entanto, a banda referente a apolipoproteina RPRC015421. E
possivel que a proteina tenha perdido a cauda de histidina ou ainda que esta esteja internalizada
na estrutura de B-barril da apolipoproteina, impossibilitando sua deteccdo pelo anticorpo
anti-histidina. Apesar disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) realizada na
etapa anterior (Figura 22) confirma que ambas as apolipoproteinas recombinantes foram

sintetizadas de forma satisfatoria.
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Figura 23 — Western blotting das apolipoproteinas recombinantes purificadas. Utilizou-se o
anticorpo anti-Histidina para detec¢ao das apolipoproteinas. P.M. - padrao molecular
Kaleidoscope Bio-Rad 10-250 kDa; 1 - apolipoproteina recombinante RPRC010099; 2 -
apolipoproteina recombinante RPRC015421
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Fonte: autoria propria.

As proteinas recombinantes sintetizadas foram utilizadas nos ensaios de transferéncia via
copula (item 4.9.). Para isso, camundongos foram imunizados com as proteinas recombinantes
para a produgdo de anticorpos policlonais anti-apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421. A
soroconversdao foi avaliada a partir de um ensaio de ELISA com o soro dos camundongos antes
da imunizagao (T0), apos a primeira dose de imunizante (T1), apos a segunda dose (T2) e apos a
terceira dose (T3). Os camundongos apresentaram soroconversdo a partir da segunda dose de
imunizagdo com as apolipoproteinas recombinantes, conforme demonstrado na Figura 24. Em
T3, a densidade Optica das amostras de soro dos camundongos imunizados com RPRC010099
recombinante foi de 1,92 (+ 0,15). J& a densidade Optica observada nas amostras de soro dos

camundongos imunizados com RPRCO015421 recombinante foi de 2,14 (+ 0,06).
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Figura 24. Soroconversao dos camundongos imunizados com as apolipoproteinas
recombinantes RPRC010099 e RPRC015421. Ensaio de ELISA para detec¢do dos anticorpos
policlonais no soro de camundongos imunizados com a proteina recombinante. TO — antes da
imunizacdo; T1 — ap6s primeira dose; T2 — apds segunda dose; T3 — ap0s terceira dose.
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5.5. Transferéncia via copula

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA), realizados com o soro dos animais imunizados com as
proteinas recombinantes e extratos de orgdos reprodutivos de fémeas de Rhodnius prolixus, foram
realizados para avaliagdo da transferéncia de apolipoproteinas do macho para fémea via cépula.

Os resultados dos ensaios de ELISA revelaram niveis mais elevados das apolipoproteinas
RPRC010099 e RPRC015421 em fémeas acasaladas, em comparacdo com fémeas virgens. Esses
resultados indicam a transferéncia de apolipoproteinas endogenas dos machos para as fémeas
durante a copula (Figuras 25 e 26). Nos insetos machos, foi detectado 11,37 ug (= 0,69) de
RPRC010099 nos testiculos e 12,45 ug (= 0,41) nas glandulas acessoérias. Ja nas fémeas, os ovarios
virgens continham 7,97 ug (£ 0,64) da apolipoproteina, enquanto os ovarios fertilizados continham
11,39 ug (£ 0,94). Nas espermatecas das fémeas virgens foi detectado 8,94 ug (= 0,14) de
RPRCO010099 e nas espermatecas fertilizadas, 10,77 ug (£ 1,06). Em relacdo a apolipoproteina
RPRCO015421, foi detectado 12,44 ug (£ 0,80) nos testiculos e 13,46 ug (= 1,12) nas glandulas
acessorias. Ja nas fémeas, os ovarios virgens continham 8,17 ug (= 0,83) da apolipoproteina,
enquanto os ovarios fertilizados continham 12,11 ug (£ 0,75). Nas espermatecas das fémeas virgens

foi detectado 9,95 ug (+ 0,63) de RPRCO015421 e nas espermatecas fertilizadas, 12,62 ug (+ 1,13).
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Figura 25 — Transferéncia da apolipoproteina RPRC010099 via cépula. Ensaio de ELISA para
detecgdo das proteinas RPRC010099 e RPRC015421 enddgenas nos orgaos reprodutivos de R.
prolixus. Testiculos, Glandulas acessoérias (Gland. Acessoria), Ovario, Ovario fertilizado (Ov.
Fertilizado), Espermateca e Espermateca fertilizada (Esper. Fertilizada). ** p < 0.005; **** p <
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Figura 26 — Transferéncia da apolipoproteina RPRC015421 via cépula. Ensaio de ELISA para
detecgdo das proteinas RPRC010099 e RPRC015421 enddgenas nos orgaos reprodutivos de R.
prolixus. Testiculos, Glandulas acessorias (Gland. Acessoria), Ovario, Ovario fertilizado (Ov.
Fertilizado), Espermateca e Espermateca fertilizada (Esper. Fertilizada). ** p < 0.005; **** p <
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6. DISCUSSAO

A espécie Rhodnius prolixus ¢ amplamente utilizada como modelo para estudos de
fisiologia de insetos hematoficos desde meados do século XX (WIGGLESWORTH, 1976). E isto
ndo ocorre por acaso. Diferente da maioria dos grupos de insetos hematofagos de importancia
para saude publica — como os Culicideos e Flebotomineos —, os triatomineos sao hemat6fagos em
todas as fases de vida pos-embriondrias, tanto as fémeas quanto os machos. Além disso, os
triatomineos sdo de facil criagdo em laboratorio, sobretudo a espécie Rhodnius prolixus, que
possui um ciclo de vida curto, € pouco seletiva quanto a fonte alimentar e se reproduz bem em
ambiente controlado. Outros fatores que tornam esta espécie um bom modelo de estudo sdo a sua
robustez e resisténcia — que facilitam a manipulagdo fisica — e a existéncia de genoma e
transcriptoma bem consolidados nos bancos de dados genéticos (NUNES-DA-FONSECA et al.,
2017).

O transcriptoma realizado por Ribeiro e colaboradores (2014) foi o ponto de partida para
nossas investigacdes acerca das apolipoproteinas expressas no sistema reprodutor de R. prolixus.
No referido transcriptoma, os autores se debrugaram sobre o sequenciamento de diversos tecidos
do inseto. Dos transcritos montados, muitos foram identificados como proteinas da familia das
lipocalinas, encontradas amplamente distribuidas em todos os tecidos testados. Das lipocalinas
encontradas, as apolipoproteinas se mostraram as mais intrigantes, em especial a RPRC010099 e
a RPRCO015421 por serem expressas em testiculos de R. prolixus machos, mas ndo nos ovarios
das fémeas (SANTOS, 2021). Esta foi a primeira vez que apolipoproteinas foram identificadas
em Rhodnius prolixus (SANTOS et. al., 2022).

Dentre as apolipoproteinas mais conhecidas em metazoarios, destaca-se a apolipoproteina
D (ApoD), tradicionalmente estudada em vertebrados, mas que apresenta homoélogos bem
estabelecidos em insetos. Nesses organismos, os genes do tipo ApoD expandiram-se e
diversificaram-se, dando origem a varios paralogos que possuem diferentes padrdes de expressao
e, possivelmente, fungdes especializadas. Estudos comparativos revelaram que, em Lepidoptera,
a familia ApoD-like passou por processos de duplicacdo génica e divergéncia funcional, com
alguns paréalogos apresentando sinais de selecdo positiva em regides importantes da estrutura da
proteina. Esse fendmeno tem sido interpretado como uma adaptacdo a demandas fisiologicas
especificas, como o metabolismo lipidico durante o desenvolvimento e a metamorfose (ZHOU et

al., 2020).
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Estudos mais recentes acerca do papel das apolipoproteinas no desenvolvimento das asas
de Lepidoptera demonstraram que duplicacdes recentes de ApoD estdo relacionadas a
plasticidade metabdlica desse tecido. Alteragdes funcionais em diferentes paralogos resultaram
em modificagdes no crescimento e na morfologia das asas, sugerindo que os ApoD-like
desempenham fun¢des importantes no suprimento de lipidios e na regulagdo metabdlica durante a
formagdo das asas dos insetos adultos (JIA et al., 2024). Este trabalho mostra que as
apolipoproteinas influenciam nos caracteres fenotipicos que dependem intensamente do
metabolismo lipidico.

Em Acyrthosiphon pisum, o silenciamento de um gene ApoD-like reduziu
significativamente os niveis de hidrocarbonetos cuticulares internos e epicuticulares, afetando a
impermeabilizacdo da cuticula e a tolerancia a dessecacdo. Além disso, os individuos tratados
apresentaram menor fecundidade, indicando que as proteinas ApoD-like contribuem para a
homeostase lipidica relacionada a reproducdo (QIAO et al, 2020). Esse achado associa
diretamente a atividade das apolipoproteinas ao sucesso adaptativo de insetos que dependem da
integridade cuticular para enfrentar condi¢des ambientais adversas. Além disso, o estudo indica a
importancia dessa classe de proteinas para o sucesso reprodutivo do inseto.

Outros estudos demonstram que a apolipoproteina D (ApoD) e seus homologos
desempenham papéis multifuncionais em insetos, envolvendo metabolismo lipidico, resposta ao
estresse oxidativo, regulacdo da longevidade, reproducdo e interagdo com patégenos. Em Bombyx
mori, Chen et al. (2016) caracterizaram o gene ApoD, identificando sua sequéncia de 174
aminoacidos com dominio lipocalina (PF08212) e analisando sua expressao em diferentes
tecidos. O estudo mostrou que a expressdo de ApoD aumenta significativamente sob estresse
oxidativo e desafio bacteriano, sugerindo um papel na defesa e na manutengdo da homeostase
celular.

Em Drosophila melanogaster, os homologos de ApoD GLaz (Glial Lazarillo) e NLaz
(Neural Lazarillo) regulam a longevidade e a resisténcia ao estresse de maneira dependente do
sexo. NLaz afeta a longevidade de ambos os sexos, enquanto GLaz reduz significativamente a
longevidade apenas em machos. Ambos influenciam o metabolismo lipidico, a resisténcia a fome,
a atividade locomotora, a fecundidade e o comportamento de cortejo (RUIZ et al., 2011). Em
Nilaparvata lugens, LU et al. (2023) identificaram 10 genes ApoD-like com expressao

diferencial relacionada ao desenvolvimento, reproducdo e estresse. Foram encontrados genes
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essenciais para a sobrevivéncia, outros com influéncia na resisténcia ao estresse, enquanto
aqueles expressos nos testiculos foram implicados na reprodugdo. Esses estudos mostram que os
genes homologos a ApoD em insetos sdo altamente diversificados e desempenham fungdes
adaptativas importantes na fisiologia, imunidade inata, resisténcia ao estresse € sucesso
reprodutivo, com papéis especificos dependendo do organismo, do tecido e do contexto
ambiental.

Em um trabalho realizado em 2001, Urade e Eguchi evidenciaram a participacdo de
lipocalinas na biossintese de prostaglandinas, moléculas conhecidas pela participagdo em
diversos eventos fisiologicos, incluindo os relacionados a reproducdo. Neste estudo foi observado
uma reducdo na sintese de prostaglandinas em camundongos knockout para o gene da lipocalina
estudada. Ao mesmo tempo, camundongos transgénicos que superexpressam o gene da lipocalina
apresentaram um aumento na sintese de prostaglandinas (URADE & EGUCHI, 2001).

Em insetos, trabalhos anteriores ja haviam mostrado a importancia de prostaglandinas —
como a prostaglandina E2 (PGE2) — para a reproducdo de insetos. De acordo com Loher e
colaboradores (1981), a sintese de prostaglandinas estava relacionada ao trato reprodutivo de
machos e de fémeas acasaladas, mas nao da fémea virgem. Os autores propuseram a existéncia de
uma substancia nos testiculos dos insetos machos que, durante a copula, era transferida para as
fémeas via espermatdforo. Nas fémeas, essa substancia seria responsavel por converter o acido
araquidonico (AA) em PGE2, resultando num maior estimulo a oviposi¢ao. Brener e Bernasconi
evidenciaram a presenca de uma maior quantidade de &cido araquidonico e de enzimas
conversoras de AA em PGE2 nos testiculos e espermatdforos de machos de Triatoma infestans.
J& nas fémeas, a sintese de PGE2 s6 foi identificada apds o acasalamento. Estes resultados
mostraram que os machos podem transferir para as fémeas nao apenas o acido araquidonico, mas
também o sistema enzimatico para sintese de PGE2 a partir de precursores enddégenos como o
proprio AA (BRENER & BERNASCONI, 1989).

Até o momento, no entanto, ndo existem relatos na literatura que relacionem de forma
direta o papel de apolipoproteinas da familia das lipocalinas na fisiologia reprodutiva de insetos.
Ao mesmo tempo, ¢ sabido que as prostaglandinas e outros eicosanoides € seus precursores sao
moléculas instaveis, o que sugere a existéncia de possiveis moléculas transportadoras. Por estas
razdes, buscamos preencher com este trabalho algumas lacunas de conhecimento, discutindo, a

partir dos resultados encontrados, possiveis fungdes das apolipoproteinas expressas no sistema
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reprodutor masculino de Rhodnius prolixus bem com a participagdo dessas proteinas a via dos

eicosanoides.

6.1. Analises de bioinformatica das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421
As andlises genOmicas dos dois genes estudados, RPRC010099 e RPRCO015421,

revelaram que eles estdo localizados em regides distantes do genoma de Rhodnius prolixus (em
scaffolds diferentes). Essa distancia sugere que os genes nao surgiram por uma duplicagdo génica
recente, uma vez que genes paralogos derivados de eventos de duplicacdo mais recentes tendem a
permanecer proximos uns dos outros (geralmente in tandem), antes de processos de rearranjos
cromossomicos promoverem a sua separagao (BAKER & WOOLLARD, 2022). Além disso, o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos por meio do BLASTn evidenciou baixa similaridade
entre elas (50%), reforcando a hipotese de que esses genes ndo compartilham uma origem
evolutiva recente.

Adicionalmente, o alinhamento das sequéncias de aminoacidos de RPRCO010099 e
RPRCO015421 mostrou uma identidade ainda menor, de apenas 24%. Essa baixa identidade pode
indicar a ocorréncia de muta¢des ndo-sindnimas, em que a alteragdo de um unico nucleotideo
resulta na substituicdo do aminoacido (CHOUDHURI, 2014). Dessa forma, apesar de
RPRC010099 e RPRCO015421 manterem os dominios da superfamilia das lipocalinas
conservados, preservando sua funcdo tipica de transportadoras de pequenos acidos graxos
(GRZYB, 2006), as diferencas observadas entre essas duas apolipoproteinas sugerem divergéncia
evolutiva em suas fungoes.

Mutagdes pontuais no genoma de insetos ja foram identificadas como um importante
mecanismo de selecdo positiva. A troca de um unico aminoacido pode resultar em mudancgas
significativas na func¢do proteica, conferindo uma vantagem evolutiva para a espécie. Estudos em
Drosophila melanogaster, por exemplo, associaram substitui¢des pontuais no gene do citocromo
P450 (Cyp6a2) a um aumento significativo da metabolizagdo do inseticida DDT (AMICHOT et
al., 2004). Substituicdes pontuais no gene da acetilcolinesterase de Culex quinquefasciatus
também ja foram reportadas como responsaveis por reduzir a afinidade por organofosforados e
carbamatos, aumentando a resisténcia contra estes inseticidas (ZHAO et al., 2014). Mutagdes

pontuais no canais de soédio de Aedes aegypti (AL NAGGAR et al., 2025) e de Triatoma infestans
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(FABRO et al., 2012) também foram identificados como fator de resisténcia a piretroides nestes
insetos hematdfagos.

Em relacao as lipocalinas de Rhodnius prolixus, a baixa identidade entre as sequéncias
génicas ja havia sido apontada anteriormente (SANTOS, 2022). No caso das apolipoproteinas, os
resultados obtidos no presente trabalho, os quais discutiremos a seguir, indicam que
RPRC010099 ¢ RPRC015421 se comportam de formas distintas no organismo do inseto. E
possivel que mutagdes pontuais nas sequéncias dessas apolipoproteinas tenham sido suficientes
para imputar funcdes distintas a cada uma delas. Por isso, acreditamos que as apolipoproteinas
estudadas possuem singularidades funcionais, podendo ndo desempenhar papeis redundantes na
fisiologia reprodutiva de R. prolixus. Estudos em Drosophila, por exemplo, j4& demonstraram que
diversas proteinas do fluido seminal exercem func¢des complementares, e ndo idénticas. Tais
proteinas apresentam algum grau de especializacdo, mas atuam de forma sinérgica em diferentes
etapas da fisiologia reprodutiva do inseto. Estas proteinas interagem entre si, estabilizando umas
as outras ou mesmo contribuindo para a sua ativagdo (FINDLAY et al., 2008).

Por fim, o alinhamento das sequéncias de nucleotideos de RPRC010099 e RPRC015421
nos permitiu identificar que os iniciadores desenhados para os experimentos de biologia
molecular sdo especificos para cada uma das apolipoproteinas, o que reduz a possibilidade de
reacdo cruzada. Outro aspecto importante observado refere-se a sequéncia dos dsRNAs
desenhados. A posi¢do distinta das sequéncias do dSRPRC010099 e dsRPRC015421, juntamente
com a baixa identidade de nucleotideos, sugere que nao houve silenciamento cruzado nos
experimentos de RNA.

A partir da modelagem estrutural de RPRC010099 e RPRC015421, foi possivel construir
a estrutura tridimensional dessas apolipoproteinas e identificar, como ja era esperado, a presenga
da estrutura em B-barril, tipica da familia das lipocalinas. Isso corrobora com os resultados de
identificacdo de dominios conservados. A partir do acoplamento molecular (docking molecular),
foi possivel observar que o complexo proteina-ligante formado entre as apolipoproteinas e alguns
dos eicosanoides testados ¢ quimicamente viavel, indicando que tal ligacdo pode ocorrer no meio
fisiologico. Observamos que a apolipoproteina RPRC010099 apresentou maior afinidade de
interacdo a prostaglandina E2 (PGE2). Ja a apolipoproteina RPRCO015421 mostrou maior

afinidade de ligac¢do ao 4cido eicosapentaenoico, um precursor de eicosanoides pouco estudado.
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Ha evidéncias claras sobre o papel das prostaglandinas (incluindo a PGE2) na fisiologia
reprodutiva de insetos. Como ja abordado anteriormente, a PGE2 se mostrou importante para a
formagdo do corion durante os estagios finais da ovogénese em Aedes albopictus. Os estudos
mostraram que a PGE2 ¢ necessaria para a transferéncia de nutrientes das células troficas para o
odcito, etapa essencial da vitelogénese (CHOI et al., 2022). Em Spodoptera exigua, o
silenciamento génico da enzima PGE2-sintase compromete a postura de ovos, sendo os efeitos
restaurados pela administracdo de PGE2 (AHMED et al., 2018).

Os estudos classicos de Loher (1981) evidenciaram a transferéncia dos fatores de
biossintese da PGE2 do macho para a fémea de Teleogryllus commodus, bem como o efeito
positivo da transferéncia no aumento da oviposi¢ao. Brenner e Bernasconi (1989) evidenciaram
fendmeno semelhante em Triatoma infestans, mostrando que a PGE2 ¢ um fator importante para
a produgdo de ovos também nos triatomineos. O acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), por
outro lado, ¢ um 4cido graxo poli-insaturado da série d6mega-3 cuja fun¢do em insetos ainda ¢é
pouco compreendida. O que se sabe € que, assim como o dcido araquidonico (AA) e o acido
dihomo-y-linoleico (DGLA), o EPA também ¢ um precursor de prostaglandinas, leucotrienos e
outros eicosanoides (STANLEY, 2006). Embora a maioria dos estudos sobre eicosanoides esteja
centrada no precursor 4cido araquidénico e seus derivados, hd evidéncias de que o EPA seja
metabolizado em derivados biologicamente ativos, como prostaglandinas da série 3, leucotrienos
da série 5 e resolvinas da série E, moléculas conhecidas por participarem de processos
relacionados a reproducdo e a imunidade em organismos animais (STANLEY & KIM, 2014).
Fica claro, portanto, que EPA atua na via dos eicosanoides, mas seu papel na fisiologia de insetos

ainda é desconhecido.

6.2. A expressiao de RPRC010099 e RPRC015421 em machos e féemeas de R. prolixus

Os resultados do transcriptoma realizado por Ribeiro e colaboradores (2014) indicam, a
principio, que RPRC010099 e RPRCO015421 sdo apolipoproteinas altamente expressas nos
testiculos do inseto macho, mas ausentes nos ovarios das fémeas de R. prolixus. No entanto,
apesar do transcriptoma ter gerado uma enorme quantidade de dados, alguns problemas foram
identificados quanto ao método de sequenciamento e de montagem de sequéncias escolhidos

naquela época.
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Atualmente, sabe-se que o método de sequenciamento utilizado naquele trabalho — o
pirosequenciamento por sequenciadores Roche 454 — produz uma grande quantidade de erros em
regides de homopolimeros de DNA, o que dificulta a montagem de genomas e transcriptomas
(SCHLEBUSCH & ILLING, 2012). Além disso, os pirosequenciadores ndo produziam
sequéncias em volumes suficientes para uma posterior andlise de expressdo diferencial de genes.
Em relagdo ao método de montagem, os autores utilizaram um algoritmo criado para montagem
de transcriptomas sequenciados pelo método de Sanger (RIBEIRO et al., 2014), que, diferente
dos sequenciadores Roche 454, produzem leituras longas (maiores de 700 nucleotideos) e de alta
qualidade. Além disso, o sequenciamento realizado em 2014 mostrou-se deficiente em identificar
e processar a ocorréncia de splicing alternativo. Nesse cenario, apesar de o transcriptoma fornecer
informacdes que indicam se um gene era mais ou menos expresso em um determinado tecido,
ndo era possivel analisar isto de forma objetiva e quantitativa, com analises estatisticas de
confianga. Isso limitou a andlise dos dados do transcriptoma a detec¢do ou ndo detec¢do de um
transcrito em um determinado tecido. Por essa razdo, uma das primeiras perguntas que
precisavam ser respondidas no presente trabalho era se as apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421 eram de fato expressas de forma exclusiva no sistema reprodutivo do inseto macho
e quantificar essa expressao.

Por essa razdo, realizamos os ensaios de qPCR para quantificar a expressdo basal dos
genes RPRC010099 e RPRC015421 nos orgaos reprodutivos de machos e de fémeas de R.
prolixus. Foram testados insetos virgens € pos-copula para identificar se a expressdo gé€nica se
alterava com o estimulo do acasalamento. Os resultados obtidos mostraram que ambas as
apolipoproteinas sdo muito mais expressas no sistema reprodutor dos machos que nas fémeas. A
RPRCO010099 ¢ igualmente expressa nos testiculos de machos virgens e acasalados ¢ também
apresenta expressao, em menor grau, nas glandulas acessorias. J& a RPRC015421 ¢ altamente
expressa em testiculos virgens, menos expressa em testiculos acasalados e quase nao é expressa
nas glandulas acessorias. Essas diferencas de expressao génica, juntamente com os resultados das
analises de bioinformatica, nos levam a acreditar que RPRC010099 e RPRCO015421
desempenham fun¢des diferentes na fisiologia reprodutiva dos machos de R. prolixus.

Os testiculos tém como principal funcao a produgdo e maturagdo dos espermatozoides,
processo que ocorre continuamente ao longo da vida adulta do inseto. A espermatogénese ocorre

neste o0rgdo, que ¢ composto por sete foliculos testiculares em cada lado. Cada foliculo contém
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cistos, onde as células germinativas se desenvolvem de forma sincronizada, sustentadas por
células somaticas que fornecem suporte e nutrientes (LANGE et al., 2023). O processo inicia-se
com as espermatogonias, localizadas na regido apical do foliculo. Estas células-tronco
germinativas se dividem por mitose sucessiva, expandindo a populagdo celular. A seguir,
formam-se os espermatdcitos primdrios, que sofrem a primeira divisdo meidtica, caracterizada
por recombinagdo e segregagao cromossdmica. Os espermatocitos secundarios resultantes passam
rapidamente pela meiose 11, originando véarias espermatides haploides. Durante a espermiogénese,
as espermatides sofrem intensas modificagdes morfologicas. Ao final, formam-se
espermatozoides maduros, alongados e flagelados, que sdo liberados dos cistos e armazenados
nas vesiculas seminais até a copula (CHAPMAN, 2013).

E interessante observar que os testiculos de R. prolixus também produzem moléculas
bioativas (como o peptideo Rhodtestolin, de acdo cardioinibitoria), o que demonstra que estes
orgdos podem secretar compostos com efeitos sistémicos além da reproducdo (CHIANG et al.,
2013). Isso indica que, apesar de ter como principal fun¢do a produ¢do e maturacdo dos
espermatozoides, os testiculos podem produzir substincias que ndo estejam diretamente
relacionadas a espermatogénese, mas que sejam importantes para o sucesso reprodutivo do
inseto. Embora os espermatozoides sejam formados nos testiculos, sua funcionalidade plena
depende da secrecdo das glandulas acessorias. As substincias presentes nessa secrecao fornecem
matriz protetora e nutritiva, permitem a formagdo do espermatdéforo e modulam a fisiologia
reprodutiva da fémea ap6s a cépula (LANGE et al., 2023; FREITAS et al., 2010).

De modo geral, as glandulas acessorias masculinas de insetos sdo estruturas secretoras
associadas ao sistema reprodutor, responsaveis pela producdo de proteinas e outros componentes
bioativos que sdo transferidos a fémea durante a copula. Em Rhodnius prolixus, essas glandulas
possuem papel essencial na reproducdao, uma vez que seus produtos ndo apenas compdem O
fluido seminal, mas também modulam processos fisiologicos e comportamentais nas fémeas apos
o acasalamento (GILLOTT, 2003). Estudos mostram que as secrecdes das glandulas acessorias
contém proteinas de diversas fungdes, incluindo moléculas de transporte de lipidios, enzimas
digestivas e fatores imunomodulatorios. Essas substancias podem aumentar a longevidade dos
espermatozoides no trato reprodutivo feminino, estimular a utilizacdo de esperma estocado,
influenciar a receptividade sexual das fémeas e favorecer a maturacio dos ovos (AVILA et al.,

2011).
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Em triatomineos, as glandulas acessorias sdo particularmente importantes porque algumas
de suas proteinas sdo transferidas e detectadas nos ovarios e nas espermatecas das f€émeas apos a
copula, sugerindo participacdo direta na fertilizagdo e no desenvolvimento inicial dos ovos
(GILLOT, 1996). Estes estudos corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho.
Além disso, hd evidéncias de que tais secrecdes possam contribuir para a competicao
espermadtica, aumentando o sucesso reprodutivo do macho copulante em relagdo a outros machos
(GILLOTT, 2003). Por isso, entende-se que as glandulas acessérias masculinas de R. prolixus nao
sdo apenas estruturas auxiliares, mas componentes centrais do sucesso reprodutivo do inseto.

E de se esperar que proteinas expressas de forma mais homogénea ao longo da fase adulta
do inseto macho — seja antes ou apos o acasalamento — desempenham fungdes relevantes em toda
etapa da vida sexual do inseto. Por outro lado, proteinas com expressdo génica mais evidente nos
primoérdios da maturidade sexual podem estar relacionadas a processos fisioldégicos que ocorrem
mais precocemente. Por isso, os diferentes padrdes de expressao génica das duas apolipoproteinas
estudadas pode ser um indicativo de diversidade funcional. A expressdo de RPRC010099 tanto
em testiculos — virgens e acasalados — quanto nas glandulas acessodrias, pode indicar que sua
funcdo seja mais abrangente. Enquanto isso, RPRC015421 que ¢ altamente expressa em
testiculos virgens, pouco expressa em testiculos acasalados e ainda menos nas glandulas
acessorias, pode ter seu papel relacionado aos eventos mais precoces que ocorrem nos testiculos.

Ao observarmos os resultados de expressdao génica de RPRC010099 ¢ RPRCO015421 nos
orgaos reprodutores femininos (ovarios e espermatecas), verificamos que as apolipoproteinas
também sdo expressas nas fémeas — virgens e acasaladas — mais em quantidades muito inferiores
a expressao observada nos machos. Esta expressdo basal nas fémeas ja era esperada, e niveis tdo
baixos podem indicar que as apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 endogenas ndo sao
relevantes para a fisiologia feminina. Isso reforca nossa hipotese de que o aporte de
apolipoproteinas doadas pelos machos ¢ essencial para o papel que essas proteinas desempenham
na fisiologia reprodutiva da espécie.

Estudos classicos em triatomineos descrevem a presenca de um espermatéforo como
veiculo para o transporte do material reprodutivo masculino (espermatozoides e substancias
acessorias) para as fémeas. Este espermatoforo teria como func¢ao ndo s6 a transferéncia do
esperma, mas também a protecdo dos gametas e o fornecimento de nutricdo acessoria

(PEREIRA-LOURENCO et al., 2013). Vale destacar que um estudo mais recente examinou a
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morfologias dos genitais masculinos de R. prolixus em tecidos vivos e concluiu que a estrutura
antes identificada como um espermatoforo propriamente dito seria, na verdade, um canal tubular
dentro do edeago, responsavel apenas por conduzir o material seminal até¢ a vagina da fémea
(CHIANG, 2020). Seja qual for o grau de encapsulamento, a existéncia ou ndo de um
espermatoforo, a qualidade do material seminal (quantidade e viabilidade dos gametas, bem
como a composi¢do do fluido seminal como um todo) ¢ fator determinante para o sucesso
reprodutivo da espécie.

A presenca de prostaglandinas no fluido seminal, bem como sua transferéncia via
acasalamento e importancia para os processos reprodutivos, ja foi evidenciada anteriormente.
Stanley (2006) demonstrou que as prostaglandinas atuam na diferenciacdo e maturacdo das
células germinativas femininas e masculinas de insetos. Além disso, h4 indicios de que
prostaglandinas interagem com hormonios juvenis e ecdisteroides, afetando a producao e
liberacdo de gametas (STANLEY & KIM, 2011). Se o transporte de prostaglandinas de fato
ocorrer com o auxilio de apolipoproteinas, ¢ esperado que a reducdo de proteinas transportadoras
produza um efeito fisioldgico similar a reducdo das proprias prostaglandinas. Por essa razdo,
realizamos o silenciamento génico de RPRC010099 ¢ RPRC015421 para avaliar o efeito na
fertilidade dos insetos. Como mostrado nos resultados ja apresentados, reduzir a expressao de
apolipoproteinas via silenciamento génico comprometeu a oviposi¢do. A seguir discutiremos

esses achados.

6.3. Os efeitos do silenciamento génico de RPRC010099 e¢ RPRC015421 na

fertilidade de R. prolixus

A partir da produg¢do de insetos machos knockdown para os genes RPRC010099 e
RPRCO015421 buscamos compreender o papel dessas apolipoproteinas na fisiologia reprodutiva
de R. prolixus. Além do desafio de silenciar de forma eficiente genes de fungdo desconhecida,
nosso objetivo era ainda mais ambicioso: observar o fenotipo do silenciamento ndo nos insetos
silenciados, e sim nas fémeas que acasalam com estes insetos.

A técnica de RNA interferente (RNA1), por si sO, apresenta diversas limitagdes. Apesar de
ser amplamente utilizada em estudos de gendmica funcional, trabalhos anteriores ja apontaram os
desafios para a sua aplicacdo. Fatores relacionados a estabilidade ou a entrega do dsRNA, além

de falhas no processamento dessas moléculas (seja pela saturacao do sistema de RNAi ou pela
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baixa qualidade do dsRNA desenhado), podem dificultar o estudo de alguns genes. Ademais, a
presenga de genes redundantes ou cujo mRNA ¢ rapidamente reciclado pode dificultar a
observagdo do fendtipo nos insetos modificados (PALLI, 2023; JAIN, et al. 2020). No presente
trabalho, o primeiro passo foi desenhar sequéncias de iniciadores para a produg¢do de dsRNAs
especificos para cada uma das apolipoproteinas estudadas. O objetivo era estudar a fun¢ao génica
de cada uma das apolipoproteinas de forma individualizada. A partir dos resultados do
alinhamento das sequéncias génicas, apresentados anteriormente, confirmamos que as moléculas
de dsRNA produzidas eram especificas para cada apolipoproteina alvo. No entanto, ¢ importante
ressaltar que, de acordo com o transcriptoma de R. prolixus, existem diversas apolipoproteinas
expressas em todo o organismo do inseto, de modo que ndo € possivel garantir que apenas a
apolipoproteina de interesse for silenciada dentre todas aquelas que sdo expressas pelo inseto e
que nao foram abordadas neste trabalho.

A eficiéncia do silenciamento génico a partir da técnica de RNAi aqui realizado foi
avaliada por meio de ensaios de qPCR. Os resultados mostraram que o silenciamento do gene
RPRCO010099 foi mais eficiente logo apds a entrega do dsRNA. Nos insetos avaliados apos o
acasalamento, houve um aumento da expressdao do gene em relacdo ao observado 72h apds a
microinjecdo de dsRNA, mostrando que o efeito do silenciamento havia sido reduzido com o
tempo. Isso mostra que os efeitos do silenciamento por RNAi foram, até certo ponto, revertidos
pelo inseto. E possivel que tenha ocorrido uma superexpressio tardia do gene RPRC010099,
como uma espécie de efeito rebote, ou ainda que houve uma sobrecarga na maquinaria do RNA.

J4 o silenciamento do gene RPRC015421 apresentou um comportamento distinto. Apos as
primeiras 72h de entrega do dsRNA, houve uma queda na expressao génica. Com o passar do
tempo, essa queda se acentuou, de modo que os insetos avaliados apos o acasalamento
apresentaram uma menor expressao de RPRC015421. Isso sugere que, para este gene, os efeitos
do silenciamento pela técnica de RNAi podem ser mais tardios ou podem perdurar por mais
tempo.

Embora o RNAI seja uma ferramenta amplamente utilizada para estudos funcionais em
insetos, sua eficiéncia pode variar em fung¢do do gene, do tecido e da estabilidade do
silenciamento. Uma revisao publicada por Zhu e Palli (2010) analisou os desafios encontrados
em estudos de silenciamento de insetos por RNAi. Observou-se que os principais mecanismos

que afetam a eficiéncia do RNAIi nos insetos incluem a degradacdo do dsRNA, dificuldades na
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captagdo celular e no transporte intracelular do dsRNA, deficiéncias no processamento do dsRNA
em siRNA, diferencas na formac¢ao do complexo RISC e diversos fatores fisioldgicos especificos
de cada modelo estudado (ZHU & PALLI, 2010).

Apesar da variacao na expressao génica nos machos de cada um dos grupos avaliados, o
fenotipo do silenciamento foi observado de forma indireta nas fémeas fecundadas pelos machos
silenciados. Os resultados de oviposicdo mostram que as fémeas acasaladas com machos
knockdown para RPRC010099 e RPRC015421 produzem consideravelmente menos ovos em
relacdo ao grupo controle. Além de corroborar com o consenso de que a fisiologia reprodutiva
masculina interfere diretamente a fisiologia reprodutiva feminina, tais resultados mostram que as
apolipoproteinas estudadas possuem um papel na oviposicdo e, portanto, na fertilidade de
Rhodnius prolixus. Ao analisar a prole dos insetos experimentais, verificamos que ndo houve
diferenca estatistica na taxa de eclosao dos ovos produzidos pelos grupos silenciados
(dsRPRC010099 e dsRPRC015421) em relagdo ao grupo controle (dsKER). Em todos os grupos,
a taxa de eclosdo dos ovos foi superior a 90%. Com isso, ¢ possivel afirmar que as
apolipoproteinas RPRC010099 e RPRCO015421 influenciam na quantidade de ovos depositados
pelas fémeas, mas nao na viabilidade desses ovos. Ou seja, provavelmente ambas as
apolipoproteinas possuem importancia na indu¢do de oviposi¢do, mas ndo na espermatogénese, o
que segue em acordo com nossa hipdtese de que estas proteinas sdo transportadoras de
eicosandides.

Para estudos futuros, entendemos que a utilizagdo de ferramentas mais avangadas, como a
técnica de edigdo génica baseada em CRISPR-Cas9, ¢ uma alternativa. Esta técnica de
CRISPR-Cas9 permite edicdes no DNA gendmico, possibilitando tanto o knockout de genes de
interesse quanto a inser¢cdo de mutacdes direcionadas (HAMMOND et al., 2016). Diferentemente
do RNAI, que atua na degradagdao de mRNAs, o CRISPR-Cas9 viabiliza analises de perda ou
ganho de fun¢do mais estdveis, ampliando o potencial para estudos de biologia reprodutiva,
fisiologia e interagdo vetor-parasito em hemipteros. Assim, sua aplicacdo em R. prolixus pode

representar um avango metodologico significativo em trabalhos futuros.
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6.4. A transferéncia das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 via cépula

Inicialmente, as proteinas recombinantes RPRC010099 e RPRC015421 foram utilizadas
para imunizar camundongos da linhagem Balb-c e, com isso, produzir anticorpos policlonais para
os ensaios de ELISA. A resposta imune resultante deste processo de imunizagdo € responsavel
por gerar um conjunto heterogéneo de anticorpos capazes de reconhecer multiplos epitopos da
proteina. Especialmente nos casos onde proteinas recombinantes sao utilizadas como antigenos, a
producdo de anticorpos policlonais apresenta vantagens. Por reconhecer multiplos epitopos,
reduz-se o risco de perda de reatividade frente a possiveis erros conformacionais da proteina
recombinante, principalmente no caso de proteinas produzidas em sistema procariontes, que
podem gerar erros de enovelamento. Por essa razao, os anticorpos policlonais apresentam uma
alta sensibilidade na identificagdo do antigeno em técnicas de ELISA e western blot (ASCOLI,
2018).

O esquema de imunizagao realizado foi dividido em trés doses, com intervalos de 15 dias
entre cada desafio, e mostrou-se eficiente para a produgdo de anticorpos em titulagdes
significativas. J& a partir da segunda dose de imunizante (RPRC010099 ou RPRCO015421), houve
a soroconversdo dos camundongos imunizados. Apds a coleta de sangue e obten¢do do soro, o
material foi utilizado para detec¢ao das apolipoproteinas nos orgaos reprodutivos das fémeas de
R. prolixus antes e ap6s o acasalamento. Neste experimento, no qual utilizamos a técnica de
ELISA, buscamos observar se as apolipoproteinas endégenos do macho sdo transferidas para a
fémea durante a copula.

Os ensaios de ELISA realizados mostraram que, apesar da expressdo enddgena das
apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 nas fémeas virgens e acasaladas ser muito
pequena, a quantidade dessas proteinas nos ovarios € nas espermatecas aumentam
consideravelmente apds o acasalamento. Baixos niveis de RNAm ndo significam necessariamente
que pouca proteina ¢ produzida, ja que os complexos mecanismos de regulagdo pos-transcricional
podem resultar em aumento da tradugdo de proteinas mesmo que ndo haja um aumento na
quantidade de mRNAs disponiveis (LAHTVEE, 2017). Ainda assim, observar um aumento de
RPRCO010099 e RPRCO015421 enddgenas nas fémeas fecundadas, mesmo sem aumento da
expressao génica, ¢ um indicio de que este incremento de apolipoproteinas ¢ decorrente de uma
transferéncia dos insetos machos. Portanto, o resultado encontrado ¢ uma evidéncia de que

RPRC010099 e RPRC015421 sao transferidas do macho para a fémea via fluido seminal.
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O papel exercido pelo fluido seminal masculino no organismo da fémea ¢ um importante
objeto de estudo em fisiologia de insetos. Em 2015, Worthington e colaboradores mostraram que
machos de Gryllus texensis transferem, via espermatoforo, quantidades significativas de
prostaglandina E2 (PGE2) e acido araquidonico (AA) para as fémeas. Essas moléculas sao
armazenadas na espermateca e estariam relacionadas a manutencdo da viabilidade dos
espermatozdides no organismo feminino (WORTHINGTON et al., 2015).

Este mesmo trabalho mostrou ainda que a quantidade de PGE2 recebida do macho se
esgota rapidamente na espermateca da fémea acasalada (cerca de 1 semana apos o acasalamento)
(WORTHINGTON et al., 2015). A curta meia-vida da PGE2 no organismo feminino reforca que:
1) a PGE2 precisa ser continuamente reposta nas fémeas (seja por uma biossintese endégena ou
por aporte de origem exogena); i1) a natureza quimica instavel da PGE2 pode indicar que essas
moléculas dependem de proteinas transportadoras que estabilizam e viabilizam sua atividade no
ambiente fisiologico do inseto.

Em fémeas de triatomineos, a oogénese se inicia logo apds a emergéncia do adulto e se
completa apds o primeiro repasto sanguineo. Sabe-se que apds a alimentagdo, ha um aumento na
sintese de hormonios ecdisteroides e de prostaglandinas pelas fémeas, o que estimula o
desenvolvimento dos ovoécitos no ovario, a vitelogénese e a oviposicdo (STANLEY & KIM,
2011). De modo geral, as fémeas tendem a acasalar apds o primeiro repasto sanguineo, quando a
oogénese ja foi finalizada. Sendo assim, ¢ razoavel imaginar que as apolipoproteinas masculinas
— ¢ as moléculas que elas transportam — podem nao atuar diretamente na gametogénese feminina,
que ja& esta completa. Sob essa perspectiva, acreditamos que as apolipoproteinas masculinas, ao
transportarem PGE2, atuam coordenando os eventos fisioldgicos e comportamentais necessarios
para a liberagdo dos ovos (STANLEY, 2006).

Conforme ja demonstrado em trabalhos anteriores, a transferéncia de PGE2 dos machos
para as fémeas de triatomineos foi responsavel pelo aumento da oviposicido (BRENNER &
BERNASCONI, 1989). Até aqui, mostramos que as apolipoproteinas estudadas possuem
afinidade de ligagdo a PGE2 e precursores como o EPA e evidenciamos que ocorre uma redugao
na oviposicdo quando da auséncia de niveis normais de apolipoproteinas masculinas. Agora,
mostramos que ha transferéncia de RPRC010099 e RPRCO015421 dos machos para as

espermatecas e ovarios das fémeas durante o acasalamento.
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Os ovarios dos insetos sdo os Orgdos responsaveis pela producdo e maturagdo dos
ovocitos e pelo armazenamento dos recursos nutricionais (vitelo) necessarios ao desenvolvimento
embrionario. Em triatomineos, incluindo Rhodnius prolixus, o processo de vitelogénese envolve
ndo apenas a producao de vitelogenina no corpo gorduroso, mas também aportes diretos pelo
proprio ovario. O vitelo ¢ formado por um complexo de proteinas, lipidios e carboidratos, que sdo
acumulados no interior dos ovocitos e utilizados durante a embriogénese, culminando na
formacao da ninfa de primeiro instar (Atella et al., 2005).

As espermatecas, por sua vez, sdo Orgdos reprodutores femininos especializados no
armazenamento e manutengdo dos espermatozoides apds a copula. Em Rhodnius prolixus, assim
como em outros hemipteros, as espermatecas funcionam como reservatorios onde o esperma
transferido pelo macho permanece viavel por longos periodos, permitindo a fecundagdo de
diversos lotes de ovos sem a necessidade de acasalamentos repetidos (DAVEY, 1958). As
espermatecas também desempenham papel estratégico no controle da liberagdo gradual dos
espermatozoides durante a oviposi¢do, assegurando a fertilizagdo continua dos ovoécitos ao longo
da vida adulta da fémea. As substancias armazenadas nas espermatecas juntamente com o0s
espermatozoides tém papel relevante nesses processos reprodutivos. (NASCIMENTO, 2019).

Tendo em vista os eventos fisioldgicos que ocorrem nos ovarios e nas espermatecas dos
insetos, observar um aumento de apolipoproteinas nesses 6rgdos apds a copulagdo ¢ mais um
importante indicio do papel dessas proteinas para a reprodugdo. Juntamente com as evidéncias
observadas nos ensaios de silenciamento génico, os resultados dos experimentos de transferéncia
indicam que RPRC010099 e RPRC015421 sdo importantes para a producao e liberacao dos ovos
na espécie R. prolixus.

E importante ressaltar que, em ensaios preliminares, identificamos que os anticorpos
policlonais produzidos apresentaram reatividade cruzada. Deste modo, ¢ possivel que os
anticorpos policlonais produzidos tenham identificado de forma indiscriminada tanto a proteina
RPRCO010099 quanto a proteina RPRCO015421. Isto reforca a necessidade de experimentos
adicionais para determinar a ocorréncia da transferéncia das apolipoproteinas do macho para a

fémea via copula.
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6.5. As moléculas alvo das apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421

Os eicosanoides constituem uma classe de mediadores lipidicos derivados, dentre outros
precursores, do acido araquidonico (AA). Essas substancias desempenham papéis importantes em
processos fisiologicos de insetos, como regulagdo da imunidade, reproducao, desenvolvimento e
homeostase geral, e sdo conhecidas por sua acao rapida e de curta duracdo (STANLEY, 2006). O
acido araquidonico (20:4, n-6) encontra-se esterificado em fosfolipidios de membranas celulares
e ¢ liberado pela acdo da fosfolipase A2 (PLA2), dando inicio da biossintese de eicosanoides
(STANLEY & KIM, 2014).

Entre os derivados do AA, destaca-se a prostaglandina E2 (PGE2), uma das mais
estudadas em insetos. A PGE2 ja foi associada a mecanismos imunologicos, como a participacao
na degranula¢do de hemocitos e na sintese de peptideos antimicrobianos (SHRESTHA & KIM,
2010). Também ja foi associada a regulacdo da homeostase intestinal, atuando na interacao entre
microbiota e hospedeiro (STANLEY & KIM, 2019) e na reproducao, modulando a oviposigdo e a
fecundidade, como ja abordado anteriormente.

Em Aedes aegypti, vetor da dengue, zika e chikungunya, os eicosanoides tém sido
implicados tanto na imunidade quanto na reproducdo. A PGE2 foi demonstrada como um
sinalizador na ativacdo de hemocitos e na producio de peptideos antimicrobianos, refor¢ando a
resposta contra infec¢des bacterianas (BARLETTA et al., 2020). Além disso, estudos em Aedes
albopictus mostraram que o bloqueio da via de eicosanoides interfere na deposi¢cdo de ovos e na
viabilidade embriondria, evidenciando seu papel na biologia reprodutiva da espécie (CHOI et al.,
2022).

Em Anopheles gambiae, eicosanoides mostraram-se moduladores da sobrevivéncia de
Plasmodium berghei, desde o estagio de oocisto até a invasdo das glandulas salivares. A
administracdo de indometacina, um inibidor da biossintese de eicosanoides, favorece a infec¢ao
dos esporozoitos ja liberados dos oocistos. Este efeito ¢ revertido apos o tratamento com acido
araquidonico teve o efeito oposto (RAMOS; CUSTODIO; SILVEIRA, 2014). Em Rhodnius
prolixus, a via dos eicosanoides estd diretamente associada a imunidade inata. Estudos
demonstraram que a inibi¢do da fosfolipase A2 (PLA2) reduz a microagregacdo dos hemocitos,
tornando os insetos mais suscetiveis a infeccdo por Trypanosoma rangeli. Os efeitos foram
revertidos apos a administragdo de acido araquidonico (GARCIA, MACHADO, AZAMBUIJA,

2004). Estudos anteriores descrevem a atuacdo de acido araquiddonico e prostaglandina E2 na
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maturagdo sexual, no desenvolvimento de ovdrios e testiculos, bem como na gametogénese de
insetos. Em Aedes albopictus, por exemplo, PGE2 atua na formag¢do do coérion na ovogénese
tardia (ZHANG et al., 2023). J& em Bombyx mori, as prostaglandinas participam da vitelogénese
e do desenvolvimento dos foliculos ovarianos (Machado et al., 2007).

Em relacdo a fisiologia reprodutiva masculina, hd evidéncias de que prostaglandinas
presentes nos testiculos de insetos podem regular a fungdo testicular e a fertilidade (LOHER et
al., 1981). Como as gonadas apresentam compartimentos funcionais que promovem a producao
de gametas e a sintese hormonal, € possivel que os eicosanoides integrem a regulagcdo endocrina
que ocorre durante a gametogénese. Ja nas fémeas de insetos, a PGE2 modula a maturacdo final
dos odcitos, além de induzir respostas bioquimicas que preparam o sistema reprodutivo para a
oviposi¢do. Ela estimula a contragdo muscular do trato reprodutivo, facilitando a passagem e
expulsdao dos ovos. Esse controle da atividade muscular ocorre por meio da interacdo da PGE2
com receptores especificos acoplados a proteina G (GPCRs) nas células-alvo, que ativam
cascatas de sinalizacdo intracelular envolvendo segundos mensageiros como AMP ciclico
(cAMP) e célcio (STANLEY, 2006). Além disso, a PGE2 interage com outras vias hormonais e
neuromoduladoras, como os hormonios juvenis ¢ a ecdisona, promovendo a coordenagdao do
processo de oviposi¢do (LOHER, 1981). Estudos experimentais demonstram que a aplicacio
exogena de PGE2 pode estimular diretamente a oviposi¢do em mosquitos, reforgando seu papel
crucial no controle desse processo (CHOI et al., 2022). Portanto, a PGE2 ¢ um componente
essencial da rede de sinalizacdo que regula a oviposicdo em insetos, atuando na preparacao
fisioldgica e na ativagdo dos mecanismos musculares necessarios para a postura dos ovos. Nesse
sentido, acreditamos que as apolipoproteinas, ao transportarem PGE2 e/ou seus precursores, seja
fundamental na regulagdo dos eventos que culminam na oviposigao.

Nossos resultados indicam que RPRC010099 possui afinidade de ligagdo a PGE2
enquanto RPR015421 provavelmente se liga ao acido eicosapentaenoico (EPA). Por isso,
sugerimos que estudos futuros sejam realizados para avaliar, experimentalmente, se as
apolipoproteinas RPRC010099 ¢ RPRC05421 de fato se ligam e transportam esses compostos. E
importante ressaltar que o uso experimental de eicosanoides, como o acido araquidonico (AA) e a
prostaglandina E2 (PGE2), apresenta dificuldades metodologicas que podem explicar resultados
inconclusivos. Estas moléculas sdo altamente instdveis quimicamente, sobretudo devido a

presenga de duplas ligacdes conjugadas e grupos funcionais suscetiveis a oxidagao, isomeriza¢ao
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e degradacdo espontanea. O AA, por exemplo, ¢ rapidamente peroxidado na presenga de oxigénio
e luz, originando uma ampla gama de produtos secundarios que dificultam a interpretagdo
experimental (FUNK, 2001). Da mesma forma, as prostaglandinas, incluindo a PGE2, possuem
meia-vida curta em solugdes aquosas e sao facilmente metabolizadas por enzimas especificas ou
degradadas por instabilidade fisico-quimica. Essa natureza instavel exige condigdes de
manipulagdo altamente controladas, incluindo a utilizagdo de solventes adequados, estocagem em
temperaturas muito baixas (—80 °C), protecao da luz e preparo imediato das solugdes de trabalho.

Apesar dos desafios, experimentos de ligagdo direta entre as apolipoproteinas e os
eicosanoides serdo fundamentais para corroborar os resultados obtidos no presente trabalho.
Além disso, investigacdes futuras serdo importantes para descrever os mecanismos de agdo das
apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421. Infelizmente o presente trabalho ndo ¢ capaz de
preencher esta lacuna do conhecimento, mas acreditamos que nossos achados serdo uteis para

subsidiar hipdteses a serem testadas experimentalmente em estudos futuros.

6.6. Uma nova nomenclatura para RPRC010099 e RPRC015421

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com nossa hipotese inicial: as
apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 influenciam na fertilidade de Rhodnius prolixus.
A proteina RPRC010099 apresenta expressao tanto nos testiculos quanto nas glandulas acessorias
de machos virgens e acasalados, o que sugere fungdes no sistema reprodutivo. Além disso,
encontramos indicios de que as duas apolipoproteinas estudadas sao transferidas do macho para a
fémea via acasalamento. Esses resultados indicam que RPRC010099 pode atuar como uma
proteina seminal envolvida na modulacdo fisiolégica da fémea apds a copula, estimulando a
vitelogénese e a oviposicao. Esse padrdo ¢ consistente com o papel de varias proteinas seminais
descritas em outros insetos, que aumentam a taxa de postura ao interagir com vias endocrinas e
de sinalizagdo (GILLOT, 2003; AVILA et al., 2011).

Além disso, como apolipoproteina, RPRC010099 pode funcionar como carreadora de
lipidios, acidos graxos poli-insaturados ou esterdides, suprindo o ovario da fémea com
precursores essenciais a maturagdo folicular. Em hemipteros, ja foi sugerido que proteinas desta
classe participam do transporte de lipidios para ovarios durante a vitelogénese (ARRESE et al.,
2001). Nesse contexto, RPRC010099 poderia facilitar a entrega de moléculas como a

prostaglandina E2 ou seu precursor acido araquidonico, que regulam contragdes do trato
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reprodutivo e a oviposicdo em insetos (Stanley, 2006). Assim, RPRC010099 pode estar
relacionada tanto a estimulagdo comportamental e enddcrina da postura quanto ao fornecimento
de recursos lipidicos para a produgdo de ovos.

A apolipoproteina RPRC015421, por sua vez, apresenta expressao predominante em
testiculos de machos virgens, com queda apods o acasalamento e pouca expressao nas glandulas
acessorias. Esse padrdo sugere uma proteina associada ao esperma ou a vesiculas espermaticas,
sendo transferida principalmente no primeiro acasalamento. Sua presengca em espermatecas e
ovarios das fémeas refor¢a a hipdtese de que RPRC015421 funcione como um fator seminal
depleciondvel, possivelmente atuando como um “nutriente ou sinal imediato” que estimula a
oviposi¢ao nas primeiras posturas apds a copula.

A literatura mostra que proteinas associadas ao s€émen podem tanto proteger e estabilizar
os espermatozoides quanto modular a fisiologia reprodutiva da fémea (Simmons & Fitzpatrick,
2012). No caso de RPRC015421, sua redugdo apds a copula sugere que ndo ¢ rapidamente
reposta, funcionando como um aporte inicial de recursos lipidicos e/ou moléculas sinalizadoras
que garantem o estimulo a produgdo de ovos, como os precursores de eicosanoides
(especialmente o acido eicosapentaenoico, um precursor alternativo de prostaglandinas). Assim,
sua auséncia explicaria a queda no nimero de ovos depositados, sem afetar a fertilizagdo ou a
viabilidade embriondria, uma vez que os ovos efetivamente formados mantém a qualidade
normal.

Sugere-se que ambas as apolipoproteinas atuam na via dos eicosanoides, seja de forma
redundante ou ndo, para garantir uma sinalizacdo mais robusta e eficiente. Nosso trabalho
mostrou ainda que o silenciamento génico de RPRC010099 e RPRCO015421 resulta na
diminui¢do no numero de ovos depositados, sem alteragdo na taxa de eclosdo. Esse fendtipo
indica que ambas as apolipoproteinas atuam nos processos relacionados a producao/postura dos
ovos, mas ndo ao desenvolvimento embrionario. Entende-se portanto, que as apolipoproteinas
estudadas atuam como fatores de fertilidade masculina de Rhodnius prolixus, com efeito na
inducdo da oviposicao e ndo na producio de gametas ou na embriogénese.

Na auséncia ou redugdo dessas proteinas, os eicosanoides nao conseguiriam alcangar o
sistema reprodutivo feminino em quantidades suficientes, prejudicando o comportamento normal
de oviposi¢do. Por isso, a partir dos resultados encontrados no presente trabalho, sugerimos que

as proteinas RPRC010099 e RPRCO015421 sejam nomeadas, respectivamente, de “Rhodnius
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prolixus fertility fator Apolipoprotein 17 (RpffAPO-1) e “Rhodnius prolixus fertility fator
Apolipoprotein 2” (RpffAPO-2).
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstra que as apolipoproteinas RPRC010099 e RPRC015421 sdo
relevantes para a fisiologia reprodutiva de Rhodnius prolixus, um importante vetor da doenca de
Chagas. De forma inédita, os resultados aqui apresentados caracterizam as apolipoproteinas
estudadas e evidenciam o seu papel como fator de fertilidade masculina importante para a
reproducdo da espécie.

As andlises da expressdo génica basal mostram que estas lipocalinas sdo altamente
expressas nos orgaos do sistema reprodutor do inseto macho, mas ndo nas fémeas. Os ensaios de
transferéncia proteica indicam ainda que RPRC010099 e RPRC015421 sao transferidas do macho
para a fémea durante a copula. Por sua vez, o silenciamento por RNAi1 dos genes RPRC010099 e
RPRCO015421 em machos foi responsavel por reduzir significativamente a quantidade de ovos
produzidos pelas fémeas fecundadas por machos silenciados. Tais resultados sdo evidéncias
diretas da importancia funcional dessas proteinas para a fertilidade da espécie.

Em conjunto, os resultados encontrados sugerem que as apolipoproteinas estudadas atuam
como carreadoras de eicosanoides durante a copula. RPRC010099 e RPRCO015421 possuem
afinidade de ligagdo a prostaglandina E2 e ao acido eicosapentaenoico, respectivamente. Ao
estabilizar e transportar estes eicosanoides, as apolipoproteinas podem mediar a oviposi¢ao
induzida pelo macho, fendmeno ja descrito e amplamente estudado em triatomineos e outros
grupos de insetos. E possivel concluir, portanto, que as apolipoproteinas RPRC010099 e
RPRCO015421 sao importantes para a fertilidade de R. prolixus.

Além de identificar um novo papel reprodutivo para as apolipoproteinas, nosso trabalho
contribui para uma compreensao mais ampla da biologia reprodutiva de insetos e da fisiologia de
vetores, principalmente a respeito dos mecanismos moleculares de interagdo macho-fémea.
Esperamos que as discussoes aqui suscitadas sirvam de direcionamento para estudos futuros a
respeito dos fatores de fertilidade com potencial na redu¢do do crescimento populacional de
insetos. Tais estudos sdo essenciais para o desenvolvimento de novas estratégias de controle

vetorial e, consequentemente, para o enfrentamento de doencgas transmitidas por insetos vetores.
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Abstract

The kissing bug Rhodnius prolixus, a primary vector of Chagas disease, serves as a model
for understanding insect physiology and vector-pathogen interactions. While the role of
male reproductive factors in influencing female fertility is well-established in many
insects, little is known about male fertility in R. proflixus. Our study examines the role of
two apolipoproteins, RPRC010099 and RPRC015421, in male fertility and their potential
function as carriers of eicosanoid hormones. Using RNA interference (RNAi), we
silenced the genes for both apolipoproteins in male R. prolixus. The silencing of
RPRCO10099 led to a significant reduction of ~60% in the number of eggs laid by mated
females, while silencing RPRC015421 resulted in a ~20% reduction. Further analysis,
including molecular docking and enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA),
confirmed that these proteins are transferred from males to females during copulation and
have a high affinity to eicosanoid signaling molecules, such as prostaglandin E2. Our
findings demonstrate that RPRC010099 and RPRC015421 are important male fertility
factors that promote female oviposition and probably act as carriers for eicosanoids. This
work not only identifies a novel reproductive role for apolipoproteins but also contributes

to a broader understanding of male-female interactions in insect reproduction.

Keywords: apolipoprotein, Rhodnius prolixus, fertility, reproduction, eicosanoids
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Introduction

Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) is one of the primary vectors of
Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease in Latin (Dias et al., 2002;
Hashimoto and Schofield, 2012). In addition to its medical importance, R. prolixus has
long been recognized as a model for insect physiology, particularly in the study of
hematophagy (Azambuja et al., 2017; Wigglesworth, 1936). Several salivary proteins
with anti-hemostatic properties have been characterized (Ribeiro, 1998), most notably
members of the lipocalin family. Lipocalins are defined by a B-barrel tertiary structure
forming a hydrophobic binding pocket, enabling the transport of small hydrophobic
molecules (Flower, 1996). In R. prolixus, well-studied lipocalins include nitrophorins,
which store and deliver nitric oxide (NO) to host tissues to induce vasodilation, as well as
pallidipins, biogenic amine-binding proteins (BABPs), and platelet aggregation inhibitors
(PAISs), which act on different pathways of host hemostasis (Andersen et al., 2005).
Recent transcriptomic analyses revealed a new group of lipocalins in R. prolixus: the
apolipoproteins (Santos et al., 2022). Interestingly, two of them (RPRC01099 and
RPRCO015421) were predominantly expressed in testes, suggesting a possible role in

reproduction rather than in blood feeding.

In insects, male seminal fluid is known to influence behavioral and physiological
switches in females, triggering responses in several processes related to fertility by
delivering proteins and enzymes that transport prostaglandins (arachidonic acid-derived
eicosanoids) into the female reproductive tract (Avila et al., 2011; Poiani, 2006). These
molecules are then released from the spermathecae into the female hemolymph, where
they interact with receptors in the abdominal ganglion to stimulate oviposition (Loher et
al., 1981; Schjenken and Robertson, 2020). Similar findings were reported in the kissing
bug Triatoma infestans, in which PGE2 transfer during copulation enhanced female egg
production (Brenner and Bernasconi, 1989). However, eicosanoids are chemically
unstable, with short half-lives and primarily local effects (Maddipati and Zhou, 2011).
This suggests that stabilizing and carrier proteins are required for their systemic or

reproductive functions.
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Based on this evidence, we hypothesized that apolipoproteins expressed in the testes of R.
prolixus contribute to male fertility by acting as carriers of eicosanoids such as PGE2.

Our experiments demonstrate that silencing RPRC01099 and RPRC015421 reduces male
fertility, and that these proteins are indeed transferred to female ovaries and spermathecae

during copulation.

Materials and Methods

Insects

Specimens of Rhodnius prolixus were obtained from the insect colony maintained under
controlled conditions (28 + 2°C, 65 + 10% RH, 12:12 hours light/dark photoperiod) at the
Laboratory of Hematophagous Insect Physiology, Department of Parasitology, UFMG.

Insects were fed to anesthetized hamsters weekly.

Structural Modeling and Molecular Docking
Amino acid and nucleotide sequences for RPRC010099 and RPRC015421 were retrieved

from VectorBase (https://vectorbase.org). Synteny analysis was performed in Vectorbase.

To analyze protein homology and similarity, nucleotide and amino acid sequences of
RPRCO010099 and RPRCO015421 were aligned using MUSCLE and BLAST. Protein
modeling was performed using the AlphaFold Protein Structure Database
(https://alphafold.ebi.ac.uk/) (Jumper et al., 2021) with proteins R4G315 and R4G3AA3

serving as templates in sequence alignments against RPRC010099 and RPRC015421,
respectively. After predicting the three-dimensional structures of RPRC010099 and
RPRCO015421, molecular docking was performed to identify potential ligands. Docking
analyses were conducted using DockThor (https://www.dockthor.Ince.br/v2/), developed

by the Laboratorio Nacional de Computagio Cientifica (Guedes et al., 2024), in
accordance with the developers’ recommendations. Predicted 3D structures were docked
with eicosanoids arachidonic acid (ChEBI: 15843), prostaglandin E2 (ChEBI: 15554),
and Eicosapentaenoic Acid (ChEBI:84883). We also tested with Linoleic Acid
(ChEBI:17351), Ecdysone (ChEBI:16688), and glucose (ChEBI: 17234) to evaluate

binding affinity (glucose was used as a negative control).
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RNA expression analyses

To evaluate the gene expression levels of RPRC010099 and RPRC015421 in different
reproductive tissues and physiological stages of adult R. prolixus (before and after
mating), five virgin males, five virgin females, five mated males, and five mated females
were dissected in 0.9% saline solution to obtain testes, accessory glands, ovaries, and
spermathecae. Tissues were collected and stored in TRIzol solution, macerated, and total
RNA was extracted using the TRIzol Total RNA Extraction Kit (Invitrogen® - US)
according to the manufacturer’s protocol. Total RNA was quantified using a Nanodrop®
spectrophotometer (ThermoScientific - US) at 260nm, and sample concentrations were
adjusted to 200ng/pL.. Total RNA from each tissue was used for cDNA synthesis with the
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems - US). cDNA was
used for quantitative PCR (qPCR) with the Power SYBR Green PCR Master Mix Kit
(Applied Biosystems), following the manufacturer’s instructions, in a StepOne Plus
thermocycler (Applied Biosystems - US). Reactions were performed in triplicate. gPCR
primers for RPRC010099 (forward 5° ACGCTCTCATCTACTCTTGCAC 3’/ reverse 5°
TCTTTCGATCTGCCAAGTACCC 37), RPRC015421 (forward 5’
TAAGTGTCAGCGCATTGAGC 3’/ reverse 5° CGCCAAGGTTTATAGTCACCAG
3%). Amplification conditions were: 95°C for 10min, followed by 40 cycles of 95°C for
15s and 60°C for 1min. Relative transcript abundance was calculated using the 24t
method (Schmittgen and Livak, 2008), with Elongation Factor (EF) as the reference gene
(Paim et al., 2013). Reaction efficiency for each gene was determined from the slope of
the standard curve obtained from serial dilutions of cDNA (100 ng, 10 ng, 1 ng, 0.1 ng,
0.01 ng), using linear regression as described by RADONIC et al. (2004). Efficiencies
between 90% and 110% were considered acceptable.

Gene silencing by RNAi and phenotypic evaluation of knockdown insects

RNA interference (RNAI) was employed to silence RPRC010099 and RPRC015421 and
to assess the phenotype of silenced insects. Testis-derived cDNA was used as a template
to synthesize double-stranded RNA (dsRNA) complementary to the target gene
sequences using the MegaScript RNAI Kit (Ambion) according to the manufacturer’s
protocol. PCR reactions with primers RPRC010099 (forward 5°
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TAATACGACTCACTATAGGGCCTCGTCATCGCTATCTGTTTC 3’/ 5’ reverse
TAATACGACTCACTATAGGGCTGGCCAACACCATGTTCAG 3’) and RPRC015421
(forward 5° TAATACGACTCACTATAGGGCAGGTATCTGTCCCACCACA 3’ / reverse
5" TAATACGACTCACTATAGGGGGAGCACAACCATTATTGACC 3°) were used to
amplify gene fragments for dsSRNA synthesis. The resulting dsSRNA (dsRPRC010099 and
dsRPRC015421) was quantified at 260nm (Nanodrop®), and PCR followed by agarose
gel electrophoresis (1.5% agarose gel stained with GelRed, Biotium). For the negative
control dsRNA (dsKer), a keratin gene fragment was obtained from BALB/c mouse tail
skin, processed with TriZol for RNA extraction, and amplified with primers KER T7 F/R.
Fifth-instar nymphs (5-7 days post-molt, unfed) were injected laterally in the thorax with
Ipg of dsKer (n = 30), dsSRPRC010099 (n= 30), or dSRPRC015421 (n = 30). After 72
hours, testes from five insects per group were dissected for RNA extraction, cDNA
synthesis, and gPCR to verify silencing efficiency. The remaining nymphs were
monitored until they molted into adults. After molting, 24 males from each group were
paired with virgin females (5-7 days post-molt) in individual containers. After 7 days,
males were dissected for testes collection and gPCR to evaluate long-term silencing
effects. Females were monitored for 5 weeks, during which oviposition rate and egg
eclosion rate were recorded. Insects were fed fortnightly on anesthetized hamsters, except

for adult females, which were fed once on day 3 post-pairing.

Production of recombinants

Cloning pET-TEV28a plasmids containing the coding sequences for RPRC010099 and
RPRCO015421, with a six-histidine tag added to the C-terminus, and restriction sites for
NHel and Xhol, was designed using ApE — A Plasmid Editor (available at
https://jorgensen.biology utah.edu/wayned/ape/) (Davis and Jorgensen, 2022). Plasmids

were acquired from FastBio LTDA (Brazil), already cloned in Escherichia coli.
Heterologous expression was carried out in E. coli BL21-Star cells grown on 2xYT
medium with kanamycin at 37°C with shaking (180rpm) until the OD600 reached 0.6—
0.8. Protein expression was induced with IPTG (1mM) at 37°C for 24 hours. Protein
expression was confirmed by SDS-PAGE. Recombinant proteins were purified by nickel-

affinity chromatography using a HisTrap HP column (GE Healthcare, US) connected to
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an AKT Aprime system, according to the manufacturer's protocols. Purification was

confirmed by Western blot using anti-histidine antibodies.

Production of polyclonal antibodies and ELISA assays

Polyclonal antibodies against RPRC010099 and RPRC015421 were generated in six
BALB/c male mice (4-8 weeks old), immunized subcutaneously with three doses of
antigen (20 pg recombinant protein + 40 pg saponin adjuvant in PBS) at 14-day intervals.
Control sera were collected before immunization. Ten days after the final immunization,
blood was collected via tail vein puncture, and serum was obtained by centrifugation

(4,000g, 10min). Antigen-specific IgG levels were determined by indirect ELISA.

Quantification of RPRC010099 and RPRC015421 proteins in reproductive organs

by immunoassays.

The quantification of RPRC010099 and RPRC015421 proteins in reproductive tissues
before and after copulation was performed using ELISA with recombinant antibodies to
each protein produced in the previous step. Virgin and mated males and females (n =9
insects per group — 3 pools containing 3 pairs of organs each) were dissected to obtain the
reproductive organs (testes, accessory glands, ovaries, and spermathecae). A Maxisorp
ELISA microplate (Nunc®) was sensitized for 12 hours at 4°C in a humid chamber with
50uL of extract from the dissected organs (3 pairs of organs diluted in 200uL of
carbonate buffer). As a reference for protein concentration, controls were prepared using
50 pL of recombinant apolipoprotein at 0.4 ng/pl. (positive control) or carbonate buffer
(negative control) to sensitize the plate. Each sample was performed in triplicate. The
sensitized wells were blocked with 150 pL of blocking solution — skim milk powder
diluted to 10% in PBS-Tween (NaCl 8g; KC10.2g; Na2HPO4 1.44g; KH2PO4 0.24¢g q.s.
H20 1000mL + 0.05% Tween-20) — for 30min at room temperature, with shaking at 160
rpm. After blocking, the wells were washed three times with PBS-Tween for 2 minutes
each at room temperature, with shaking at 160rpm. A total of 50 uL of serum from
immunized mice with recombinant apolipoproteins (RPRC010099 or RPRC015421)
diluted 1:100 in PBS was added, and the mixture was incubated for 45min at room

temperature under shaking. The wells were then washed three times with 150 pL of PBS-
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Tween for 2min and incubated for 45min at room temperature under shaking with 50 pL
of rabbit anti-mouse IgG antibody conjugated to peroxidase (Abcam - Ab6728) diluted
1:20000 in PBS. The wells were washed twice with 150 mL PBS-Tween and once with
PBS for 2 minutes under shaking. After the last wash, the wells were quickly filled with
200 uL of OPD-H202 substrate (1 mg/mL of O-PhenyleneDiamine [Sigma: P-9029])
dissolved in sodium citrate buffer (50 mM citric acid; 50 mM Na2HPO4; pH 5.0) and
incubated for 10min at 37°C in the dark. The reaction was stopped by adding 100 uL of 1
M sulfuric acid per well. Readings were performed at 450nm in a microplate reader
(VersaMax, Molecular Devices® - US), and the generated data were used for statistical

calculations.
Arachidonic acid binding assays

All interaction assays were conducted using recombinant proteins RPRC010099 (400
pg/ml) and RPRC0O15421 (200 pg/mL). Chromatographic analyses were performed on a
Shimadzu system (SPD-M20A, CBM-20A, L.C-20AT, DGU-20A5) equipped with a
reversed-phase C18 column (NST 18 — 154605100) operating under a gradient elution
method. Methanol (SIGMA 34885-2.5L-R) was used as the mobile phase, with
concentrations ranging from 20% to 90%, and each run lasted 30 minutes. For all assays,
200 pL of each sample was injected, corresponding to the following conditions:
Arachidonic acid 0.5 mM; Arachidonic acid 0.5 mM + RP10099 40 ug; Arachidonic acid
0.5 mM + RP15421 20 pg. All chromatograms were recorded at 220 nm and

subsequently processed using LC Solution software (Shimadzu).
Results

Sequence and Synteny Analysis

To investigate the similarity between RPRC010099 and RPRCO015421 and the possibility
that both genes result from a recent duplication, a series of bioinformatic analyses was
performed. Alignments between the two genes (Supplementary Material — SFig. 1A and
1B) revealed amino acid identities of 24% and nucleotide identities of 50%, indicating a

higher rate of nonsynonymous mutations. The nucleotide alignment analyses also suggest
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that the designed qPCR primers and dsRNA were target-specific (Supplementary
Material — SFig. 1B). Synteny analyses (Supplementary Material — SFig. 2) show that
RPRCO010099 and RPRC015421 are not located in tandem and are on different scaffolds.

Structure Modeling and Molecular Docking Analysis

The predicted three-dimensional structures of apolipoproteins RPRC010099 and
RPRCO015421, as identified by AlphaFold software, revealed a characteristic B-barrel
structure with a central hydrophobic cavity, typical of the lipocalin family
(Supplementary Fig. 3A and 3B). Molecular docking analyses suggest that RPRC010099
has a higher affinity with prostaglandin PGE2 (-9.581 kcal/mol) and arachidonic acid (-
9.495 kcal/mol) (Table 1). On the other hand, RPRC015421 showed higher affinity of the
polyunsaturated acids eicosapentaenoic acid (-8.494 kcal/mol) and linoleic acid (-8.415
keal/mol).

Table 1. Molecular Docking analyses of RPRC010099 and RPRC015421 with
different fatty acids.

Rank? ool (lii:i’nnilt({l) Eﬁtl};ly E‘;‘lﬁy E?:;gy
1 Prostaglandin PGE2 -9.581 66.927 31.382 -5.907
% 2 Arachidonic Acid -9.495 36.781 19.613 -21.193
= 3 Ecdysone -9.438 342.864 155.71 -1.42
2 4 Linoleic Acid -9.376 25.243 -5.627 -12.998
g 5 Eicosapentaenoic Acid -9.321 70.787 -1.77 -2.122
6 Glucose -7.263 3435 -8.244 -20.205
L Eicosapetaenoic Acid -8.494 160.193 93.253 -0.398
b 2 Linoleic Acid -8.415 99.943 64.211 -19.921
E 3 Arachidonic Acid -8.306 134.97 114.048 -6.478
g 4 Prostaglandin PGE2 -7.942 189.243 157.348 -16.331
E 5 Glucose -6.817 -3.668 1.712 -36.916
6 Ecdysone -5.962 603.949 423.161 -7.287

*Results for each protein are ranked according to affinity to each compound.

mRNA expression of RPRC010099 and RPRC015421 in the reproductive tissues of

R prolixus
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Quantitative PCR analyses indicate that the relative expression of both genes,
RPRCO010099 and RPRC015421, is significantly higher (p < 0.05) in male reproductive
organs than in female reproductive organs (Fig. 1), both before and after copulation.
While RPRC010099 showed a higher expression (~4x to ~10x higher) in testes (before
and after copula) and accessory glands, in comparison to female tissues, RPRC015421
presented significantly higher expression only in testes (before and after copula). There
were no significant differences in the expression of both genes between female tissues

(ovary and spermathecae) before and after fertilization.

RPRC010099 RPRC015421
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Figure 1. Relative expression of RPRC010099 and RPRC015421 in the reproductive
organs of R. prolixus before and after copulation. The figure shows the median
relative expressions for each gene in the ovary, ovary after copulation (Ovary A.C.),
spermathecae (Spmtc), spermathecae after copulation (Spmtc A.C.), testes, testes after
copulation (Testes A.C.), and accessory glands (Ac. Gland). Boxplot bars represent 95%

confidence intervals with lower and upper quartiles. Asterisk shows significant
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differences (* p<0.05; ** p<0.01) between the expression levels of each male tissue

compared to each female tissue.
Effect of RPRC010099 and RPRC015421 silencing on male fertility

RPRC010099 and RPRCO015421 were silenced in 5% instar nymphs, and qPCR analyses
show that silencing reduced mRNA abundance significantly, to 13.9% + 9.7% for
RPRCO010099 and 25.9% + 6.9% for RPRCO015421 72 hours post-injections (Fig. 2A and
2B, respectively). The reduction of mRNA expression was also observed for
RPRCO015421 after mating (15.0% =+ 2.0%; Fig. 2B), but not for RPRC010099. Silencing
of both RPRC010099 and RPRCO015421 significantly reduced the oviposition of fertilized
females (Fig. 2C), with a median of 43 eggs/couple for the control treatment. In contrast,
the dsRNA treatment for RPRC010099 and RPRC015421 showed medians of 18 and 34
eggs/couple, respectively. On the other hand, silencing of RPRC010099 and
RPRCO015421 did not impair eclosion rates (Fig. 2C).
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Figure 2. Effect of dsRNA injection in R. prolixus male fertility. A. Relative
expression of RPRC010099 mRNA in males 72h post-injection and after copulation
(mated) with bars representing mean + standard deviation. B. Relative expression of
RPRCO015421 mRNA in males 72h post-injection and after copulation (mated) with bars
representing mean =+ standard deviation. C. Number of eggs laid per female fertilized by
males of the control treatment (dsKer), dSSRPRC010099, and dsSRPRC015421 treated

males, with bars representing median and 95% confidence intervals. D. Mean eclosion
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rate for eggs laid by females fertilized with control males (dsKer), dsSRPRC010099, and
dsRPRC015421 injected males (bars represent standard error).

Quantification of RPRC010099 and RPRC015421 proteins in the reproductive

tissues of R. prolixus.

The recombinant proteins RPRC010099 (24.7 kDa) and RPRCO015421 (23 kDa) were
expressed in E. coli BL21-Star cells transformed with the plasmid pET-TEV28a, which
carries the gene of interest, upon IPTG induction. The proteins were purified by metal ion
affinity chromatography. Western blotting with anti-histidine antibody was performed to
confirm the proteins produced (Supplementary Material — SFig. 4A). Mice immunized
with the recombinant proteins showed seroconversion from the second dose, as shown in
(Supplementary Material — SFig. 4B). Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
performed on extracts of reproductive tissues from R. prolixus revealed significative
higher levels (p < 0.01) of RPRC010099 and RPRCO015421 in male accessory glands
(respectively 12.5 £ 0.4 pg and 13.5 + 1.1 pg) than in testes (respectively 11.4 £0.2 pug
and 12.4 + 0.8 pg) (Fig. 3), with a significant reduction in protein levels in the accessory
glands after copulation (Fig. 3) for both proteins. In females, we observed a significant
abundance increase (p < 0.001) of RPRC010099 (Fig. 3A) in ovaries (from 5.97 + 0.6 pg
to 11.39 + 0.9 pg) and spermathecae (from 5.94 + 0.1pg to 10.77 + 1.0pg) after
copulation. Similar increase in protein levels after copulation was observed for
RPRCO015421 (Fig. 3B), with an increase from 6.17 + 0.8 pgto 12.11 = 0.8 ug in ovaries
and from 7.06 £ 0.9 ugto 12.62 + 1.1 pug in the spermathecae.
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Figure 3. Protein abundance in R. prolixus reproductive tissues. Protein abundance
was calculated relative to fluorescence of controls (20ug) for male reproductive tissues:
testes and accessory glands (Ac. Gland.); and female ovaries and spermathecae (spmtc)
before and 72h after fertilization (fert.). The boxplot displays the median values and 95%
confidence intervals. Asterisks indicate significant differences of p < 0.01 (**); p < 0.001

(***), and p < 0.0001 (*¥***),
Biding apolipoproteins to arachidonic acid

The quantification of arachidonic acid in solutions after mixture with recombinant
apolipoproteins RPRC010099 and RPRC015421 was performed by HPLC. Our
observations showed that arachidonic acid alone was detected after 23.969 min (Fig. 4A).
However, none of the eicosanoids were observed after the interaction with RPRC015421
(Fig. 4B), and a change in the interaction of the arachidonic acid with the HPLC column
(from 23.969 to 22.162) was observed after the interaction with RPRC010099, suggesting

a strong interaction of the arachidonic acid with both apolipoproteins.
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Figure 4. Binding assays of arachidonic acid and apolipoproteins. All interaction
assays were conducted using recombinant proteins RPRCO010099 (400 pg/ml) and
RPRCO015421 (200 pg/mL). A. Arachidonic acid 0.5 mM; B. Arachidonic acid 0.5 mM +
RP15421 20 pg; C. Arachidonic acid 0.5 mM + RP10099 40 pg. All chromatograms
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Discussion

The hypothesis that apolipoproteins are potential carriers of prostaglandins builds upon a
long history of research on eicosanoids in insect reproduction. Loher & Edson (1973)
first demonstrated in the cricket Teleogryllus commodus, a male-derived factor
transferred during copulation stimulated oviposition in females. Subsequent work
identified this factor as PGE2, which is synthesized from arachidonic acid and released
into the female hemolymph, where it acts on abdominal ganglia to trigger oviposition
behavior (Loher et al., 1981). Similar findings were later reported in Triatoma infestans,
a close relative of R. prolixus, where Brenner & Bernasconi (1989) showed that PGE2

transferred during mating increased female egg production.

Despite these advances, the mechanism by which prostaglandins were stabilized and
transported from males to females remained unresolved. Prostaglandins and related
eicosanoids are notoriously unstable molecules, with half-lives ranging from seconds to
minutes due to enzymatic degradation, chemical reactivity, and a lack of vesicular storage
(Maddipati and Zhou, 2011). Their lipophilic nature also makes them poorly suited for
long-range transport in aqueous environments such as hemolymph. These properties
strongly suggest the need for carrier molecules to ensure stability and delivery. Previous
transcriptome studies have identified a new family of lipocalins in R. prolixus, the
apolipoproteins, which are primarily expressed in the testes. Such male-biased expression
patterns are a common feature of seminal fluid proteins (SFPs) across insects (Avila et
al., 2011; Hurtado et al., 2022; Sepil et al., 2019). In Drosophila melanogaster, for
example, dozens of SFPs produced in male accessory glands are transferred to females
during copulation, modulating ovulation, oviposition, sperm storage, and even female
post-mating behavior (Avila et al., 201 I; Chapman and Davies, 2004). In this context, we
hypothesized that R. prolixus testis-specific apolipoproteins could play a role in male
fertility, and our results position apolipoproteins RPRC010099 and RPRCO015421 as
strong candidates to fulfill this role.

Here, we provide the first evidence that apolipoproteins RPRC010099 and RPRCO015421
function as male fertility factors in the kissing bug, Rhodnius prolixus. The most striking

result is that RNAi-mediated silencing of these genes in males significantly reduced
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oviposition by mated females, without affecting egg viability. This pattern points
specifically to a defect in oviposition induction rather than in gamete production or
embryogenesis, which is consistent with SFPs. These findings add a new dimension to
the biology of lipocalins in kissing bugs, a protein family previously associated primarily
with blood-feeding physiology in hematophagous insects (Andersen et al., 2005; Araujo
et al., 2009; Francischetti et al., 2002; Ribeiro, 1998). The RNAI experiments presented
here provide a direct, reproducible functional link between these proteins and male
fertility. While other experimental approaches (expression profiling, molecular docking,
protein transfer assays, and binding assays) were primarily designed to explore
underlying mechanisms, the silencing data alone establish a causal relationship between

apolipoprotein function and reproductive success in R. prolixus.

Although the roles of both apolipoproteins in inducing oviposition were clear from RNAI
experiments, the mechanism of action of these proteins remained unclear. Bioinformatic
docking analyses predicted that RPRC010099 has a high affinity for prostaglandin E2
(PGE2), whereas RPRC015421 showed stronger binding to other eicosanoids such as
eicosapentaenoic acid (a precursor to other eicosanoids). This suggests that the two
apolipoproteins may not be redundant but instead may serve complementary roles in
transporting different lipid mediators. Such specialization is reminiscent of Drosophila
SFPs, in which multiple proteins often act synergistically, either by stabilizing one

another or by targeting different steps in reproductive physiology (Findlay et al., 2008).

Immunoassays revealed an increase in apolipoprotein abundance in female reproductive
tissues following copulation, despite no detectable rise in female mRNA levels.
Concomitantly, a reduction of both apolipoproteins in male accessory glands was also
observed after copulation. These observations strongly suggest that the proteins
themselves are transferred from males to females during mating, rather than an increase
in protein production by females. Transfer of intact proteins from males to females is a
well-established phenomenon in many insect species. In mosquitoes such as Anopheles
gambiae, males produce a mating plug containing the hormone 20-hydroxyecdysone,
which is transferred to females and modulates their post-mating physiology (Gabrieli et

al., 2014; Pondeville et al., 2008). In Drosophila, more than 100 SFPs are transferred,
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some of which bind directly to female reproductive tissues and regulate sperm storage or
oviposition (Avila et al., 2011; Findlay et al., 2008; Sirot et al., 2009; White and Wolfner,
2022). One limitation of our study is that, while immunoassays clearly detect
apolipoproteins in females after mating (Sirot et al., 2009), it is not possible to quantify
exactly how much protein is derived from males. The most rigorous approach would be
to generate genetically modified R. prolixus expressing apolipoproteins fused to a
fluorescent reporter (e.g., GFP). Such transgenic tools, however, are not established for
kissing bugs. Nonetheless, the absence of female gene induction and the sharp increase in
protein levels after copulation together provide evidence that these proteins are indeed
transferred from males. Binding assays also suggest a high affinity of the apolipoproteins
for arachidonic acid (the direct precursor of PGE?2), reinforcing the argument that both
proteins play a role in carrying eicosanoids to females. However, further assays are
needed to determine which of the eicosanoids (PGE2, eicosapentaenoic acid, and

arachidonic acid) has the greatest affinity for each protein.

Nonetheless, the results presented here collectively support the proposed role of
apolipoproteins as carriers of eicosanoids from males to females, inducing oviposition in
mated females. If these proteins are absent or reduced, the signaling molecules may not
reach the female reproductive system in sufficient amounts, thereby failing to trigger
normal oviposition behavior. The fact that eclosion rates were unaffected further supports
the notion that these proteins do not directly influence sperm function or egg viability but

rather act as signaling intermediaries in post-mating reproductive physiology.

The identification of apolipoproteins as fertility factors in R. prolixus contributes to a
broader understanding of male contributions to insect reproduction. Our findings in R.
prolixus provide a mechanistic advance by identifying specific carrier proteins that may
facilitate this transfer. The role of lipid-binding proteins in reproduction has also been
documented in other systems. For example, lipophorins, major lipid carriers in insect
hemolymph, are known to transport juvenile hormone and other lipophilic molecules
(Soulages and Wells, 1994). Also, the importance of odorant binding proteins (proteins
from the lipocalin family) for D. melanogaster male fertility has been reported (Brown et

al., 2023). Apolipoproteins, as members of the lipocalin superfamily, share structural
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features that allow them to bind and transport small hydrophobic ligands (Flower, 1996).
Their involvement in reproduction thus represents a logical, though previously

unrecognized, extension of their biochemical capabilities.

The suggested functional divergence between the two apolipoproteins remains an open
question. RPRC010099 appears to specialize in binding prostaglandins, consistent with a
direct role in oviposition induction. RPRC015421, by contrast, showed predicted affinity
for other eicosanoids. One possibility 1s that it transports precursors or alternative
signaling molecules that complement prostaglandin signaling. Another possibility is that
the two proteins act redundantly to ensure robust signaling, with overlapping but not
identical ligand specificities. Functional redundancy is a common feature in insect
reproductive proteins, which often evolve rapidly under the pressure of sexual selection
(Dhole and Servedio, 2014; Sirot, 2019). Further biochemical and functional assays will

be necessary to clarify the precise roles of each protein.

While our findings provide strong evidence for the involvement of apolipoproteins in R.
prolixus reproduction, several limitations should be acknowledged. First, definitive proof
of protein transfer from males to females will require the development of transgenic tools
for protein tagging in kissing bugs. Second, the functional divergence between
RPRCO010099 and RPRC015421 is not yet fully understood, and future work should
address whether they act redundantly or synergistically.

Despite these limitations, our study opens several promising avenues for further research.
One is to investigate whether similar apolipoproteins exist and function in other
triatomines, including Triatoma infestans and Panstrongylus megistus. Another approach
is to investigate whether apolipoproteins play a role in reproduction in non-
hematophagous insects, suggesting a conserved evolutionary function. Ultimately,
understanding the molecular mechanisms of male—female interactions in R. prolixus
could inform the development of novel vector control strategies, such as targeting male

fertility factors to reduce population growth.

Conclusions
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In summary, our study demonstrates that two apolipoproteins, RPRC010099 and
RPRCO015421, have a role in male fertility in R. prolixus. RNAI silencing experiments
provide direct evidence of their functional importance, while expression analyses,
molecular docking, and protein transfer assays suggest that they act as carriers of
eicosanoids during copulation. By stabilizing and delivering prostaglandins and related
molecules, these proteins may mediate the long-recognized phenomenon of male-induced
oviposition in kissing bugs. This work not only identifies a novel reproductive role for
apolipoproteins but also contributes to the broader understanding of insect reproductive

biology and vector physiology.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The haematophagy process by arthropods has been one of the main targets of studies in the parasite-host
Lipocalins interaction, and the kissing-bug Rhodnius prolixus, vector of the protozoan Trypanosema cruzi, has been one of
Haemt.ophagy the main models for such studies. Still in the 1980s, it was identified that ameng the salivary proteins for dis-
;i:{r::j:::’e rupting vertebrate host homeostasis, lipocalins were among the most relevant proteins for this process. Since
Rhiadrinis proliiis then, 30 lipocalins have been identified in the salivary glands of R. prolixus, that promotes vasodilatation,

prevents inflammation, act as anticoagulants and inhibits platelet ageregation. The present work aims to identify
new lipocalins from R. prolixus, combining transcriptome and genome data. Identified new genes were mapped
and had their structure annotated. To infer an evolutionary relationship between lipocalins, and to support the
predicted functions for each lipocalin, all amino acid sequences were used to construct phylogenetic trees. We
identified a total of 29 new lipocalins, 3 new bioaminogenic-biding proteins (which act to inhibit platelet ag-
gregation and vasodilation), 9 new inhibitors of platelet aggregation, 7 new apolipoproteins and 10 lipocalins
with no putative function. In addition, we observed that several of the lipocalins are also expressed in different
R. prolxius tissues, including gut, central nervous system, antennae, and reproductive organs. In addition to
newly identified lipocalins and a mapping the new and old lipocalins in the genome of R. prolixus, our study also
carried out a review on functional status and nomenclature of some of the already identified lipocalins. Qur study
reinforces that we are far from understanding the role of lipocalins in the physiology of R prolixus, and that
studies of this family are still of great relevance.

1. Introduction immune response (Mans, 2011; Ratnoff, 1987). However, hematopha-

gous insects have an arsenal of chemical substances present in their

The triatomine Rhodnius prolixus is one of the most important bio-
logical vectors of the protozoan Trypanoesoma cruzi, the etiologic agent of
Chagas disease in Latin America (Cowa and Borges-Pereira, 2010;
Petherick, 2010). Both immature forms (from the first nymphal stage)
and adults feed on blood. In addition to its vector importance, Rhodnius
prolixus has been a model species for the study of insect physiology since
the 1930s (Beament, 1980; Wigglesworth, 1936). Regarding the physi-
ology of haematophagy, saliva and its anti-hemostatic molecular com-
ponents have been the target of increasingly elucidative studies, with
major contributions from the therapeutic and pharmacological point of
view (Ribeiro, 1995; Santiago et al., 2020). For haematophagy to work,
some challenges must be faced. Vertebrate animals developed,
throughout their evolutionary process, complex physiological responses
to prevent blood loss, such as hemostasis, inflammation, and the
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E-mail address: lbloeri

ufmg.br (L.B. Koerich).
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saliva capable of overcoming the challenges posed by their hosts
(Bowman et al., 1997; Champagne et al., 1995; Mans, 2011; Ribeiro and
Francischetti, 2003), and amongst these molecules are the lipoealins.
Lipocalins are proteins characterized by the presence of a tertiary
p-barrel structure formed by six or eight p-sheet polypeptide chains,
which interact with each other by hydrogen bonds (Grzyb et al.. 2006).
The entire tertiary structure of the p-bairel is stabilized by one, two or
three disulfide bridges, forming a kind of barrel that is internally coated
with hydrophobic amino acid residues. This conformation gives lip-
ocalins its main biochemical characteristic: the ability to interact and
carry small hydrophobic molecules (Flower, 2000; Gizyb et al., 2006).
In several organisms, lipocalins associated with important biological
processes, such as immune response, retinol transport, biological syn-
thesis of prostaglandins and its transport, pheromones transport, cell
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and tissue maturation, and sperm-egg interaction have been deseribed
(;\kerstmm et al., 2000; Flower, 1996; Grzyb et al., 2006). Tratomines
developed along the evolutionary process, salivary lipocalins with
anti-hemostatic functions, such as vasodilation, anti-platelet aggrega-
tion and anti-blood clotting (Andersen et al., 2005; Noeske-Jungblut
etal., 1994, 1995; Ribeiro et al., 1990). In Rhodnius prolixus, 30 salivary
lipocalins have already been described, including: fourteen nitrophorins
(Champagne et al., 1995; Mesquita et al., 2015; Ribeiro etal., 2004) one
amine biding proteins (Ribeiro et al., 2004; Xu et al., 2013); seven
platelet aggregation inhibitors (Francischetti et al., 2000; Ribeiro et al.,
2004); two pallipidins; two procalins and four triabins (Ribeiro et al.,
2004).

Nitrophorins (NP) are 20 kDa lipocalins that have a heme ferric
group (Ferlll) in their p-barrel structure acting as vasodilactators by
releasing nitric oxid (NO) or histamine biding during blood feeding
(Ribeiro et al., 1990), and as anticoagulant (Ribeiro et al., 1995). Bio-
genine amine biding proteins (BABPs) are proteins that bind serotonin,
as well as epinephrine and norepinephrine, preventing it from binding to
the 5-HT receptor, which results in the inhibition of smooth muscle
contraction (Mans et al., 2007, 2008; Xu et al., 2013). Platelet aggre-
gation inhibitory lipocalins (PAI) are 19 kDa proteins that act on ADP
preventing the activation of signaling pathways that lead to the func-
tional expression of the fibrinogen receptor on platelets, thus impairing
platelet aggregation (Francischetti et al., 2000). However, recent studies
showed that R. prolixus PAI-4 is a cysteinyl leukotriene binding protein,
with a role as an antiinflammatory rather than platelet inhibitory
function, being renamed as LTBP1 (Jablonka et al, 2016). Similarly,
triabines impaires platelet aggregation induced by thrombin (Fuen-
tes-Prior et al,, 1997; Noeske-Jungblut et al., 1995). Pallipidind was
firstly describes as platelet aggregation inhibitors induced by collagen
(Noeske-Jungblut et al., 1994). Conversely, a study of Dipetalogaster
maxima dipetalodipin suggested that pallipidins inhibits platelet ag-
gregation by biding the platelet agonist thromboxane A2 (Assumpeao
et al., 2010). Finally, procalins are salivary lipocalins, with 18-20 kDa,
responsible for strong allergic reactions in humans bitten by Triatoma
protracta, but without described function so far (Paddock et al., 2001).
Besides the role on haematophagy, there are many other lipocalins that
are classified in sub-families, such as Odorant Biding Proteins (OBPs),
that have roles on insect behaviowr (e.g., host identification and
insect-insect communication) and central nervous system (CNS)
physiology.

Spite the importance of lipocalins in triatomine physiology, the
transeriptome and genome of R. prolixus added little knowledge to this
family of proteins (Mesquita et al., 2015; Ribeiro et al., 2014). Thus, we
decided to revise the previous works on lipocalins in the light of the
available genome and transcriptome. We were able to map most of the
known lipocalins to the R prolixus genome and we identified 29 new
lipocalins. We also found that many of the salivary lipocalins are also
expressed in other tissues, such as testes, ovary, gut, malphigian tubules
and fat body, which might indicate different functions from those
expressed in salivary glands.

2. Material and methods
2.1. The transcriptome of R. prolixus

For the present study, transcriptome sequences of anterior gut,
posterior gut, rectum, testis, ovary, fat body and malphigian tubules
(accession numbers PRINA71323 and LIBEST 020692) were used as
basis for the identification of new lipocalins. Gene expression and
funection data were acquired from supplementary material in the article
of the transcriptome of R prolixus (Ribeiro et al., 2014). The initial
identification of Lipocalins in the supplementary material was carried
out using keywords as search, namely: lipocalin, nitrophorin, platellet
aggregation inhibitor, PAI, triabin, pallidipin. For this study, we
excluded OBPs from our search, since our aim was to identify lipocalins
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with putative role in haematophagy. We also checked for lipocalins and
expression data in the transeriptomes of salivary glands (Ribeiro et al.,
2004; accession SAMNO0154380), antennae (Latcire-Estivalis et al.,
2017; accession PRJEB44111) and central nervous system (Ons et al.,
2016; available at VectorBase).

2.2. Structural annotation of lipocalins expressed in R. prolixus

For the stiuctural annotation of lipocalins, lipocalins already
sequenced and characterized in R. prolixus were used as a model (Sup-
plementary Table 1 in Supplementary Material). The genomic sequences
were first identified by homology using the BLASTn tool (Word 26 pa-
rameters, e-value 0.00001) having the transeript as a template (query)
and the genome (version 3.1) as a target. Results were filtered according
to coverage (>90%) and nucleotide identity (>98%). Transcriptome
sequences were also blasted (BLASTp, Word parameter 3, e-value
0.00001, amino acid identity >98%) against R. prolixus annotated pro-
teins (version 3.3.1) to check if there were already annotated proteins
for transcriptome sequences. All BLASTs were performed locally. In
cases where a proteome protein has been identified as belonging to a
transcript, the annotated sequence (RPRCXXXX) is used as the reference
sequence. In other cases, we kept the transcriptome nomenclature
(rp_asb-XXXX). Also, all identified lipocalins were named according to
the putative function (e.g. Nitrophorin, PAIL triabin, etc.) retuned by
reciprocal BLAST.

In cases where the genomic region of the transeript was identified,
but there was no annotated protein, manual annotation of the protein
was performed with the GeneWise2 tool (www.ebi.ac.uk) (Bimey et al.,
2004), being used as a model the closest protein identified in the
evolutionary analyses. The genomic region was identified by BLAST and
the sequence was obtained containing 5000 more nucleotides at the 5
and 3’ ends, using the BLAST information to correctly obtain the original
sequence or its reverse complement (in cases where we identified that
the protein was encoded in the negative frame). The GeneWise param-
eters were kept as the default except for the splice-site parameter where
“modeled” was chosen. The active domains and site of the annotated
proteins were identified by analysis in the Conserved Domain Database
(https: //www.ncbi.nlm. nih. gov/Structure/edd /wrpsb.cgi).

2.3. Function prediction of annotated lipocalins

To predict the function and evolutionary relationship between lip-
ocalins expressed in R. prolixus, the amino acid sequences of all lip-
ocalins with function already deseribed (in R. prolixus and other
triatomines) were obtained from GenBank (www.nebi.nlm nih. gov) and
used, together with the sequences of those identified in the tran-
scriptome, to analyze the evolutionary relationships. The process was
carried in four steps: i) Reciprocal BLAST to accertain the most likely
paralogous proteins wih known function (all proteins were named after
its othologous counterpart with the “-like” suffix added); i) Phyloge-
netic analysis with all annotated proteins; iii) Phylogenetic analysis by
functional groups (e.g. nitrophorins, BABPs, triabins, etc). For all
phylogenetic analysis, proteins were aligned with Muscle (EDGAR,
2004). The MEGAX program (Kumar et al., 2018) was used, which
inferred the evolutionary history among all amino acid sequences using
the Neighbor-Joining method (Bootstrap with 10000 replicas, Poisson
correction and rate variation among sites modeled with a gamma dis-
tribution). Analyzes were performed with complete deletion or pairwise
deletion of the ambiguous sites depending on the group of proteins to be
studied and the choice of treatment for positions without information
was specified in the legend of the respective figures. We also performed a
citolocalization prediction for each protein using DeepLoc (Almagro
Armenteros et al., 2017). Final functional prediction was defined by
looking at all evidence with priority to: i) phylogeny results (bootstrap
>80); i) phylogeny + reciprocal blast coherence (ID% >50% and
bootstrap values > 30); iii) reciprocal blast results (ID% > 70%).
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Table 1
An updated catalog of Rhodnius prolixus lipocalins.
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| Expressed in
Im | SG | AM | FM [ RT | MT [ FB
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3. Results

3.1. Identification and mapping of new and known lipocalins

As a first step in this review, we carried out the mapping of the 23
R. prolixus lipocalins identified in the pre-genomic years (before 2015)
to the genome and proteome of the insect (Supplementary Table 1 in
Supplementary Material), as this work had not yet been carried out.
Thus, it was possible to map, both the genome and the proteome, 13 of
the 23 lipocalins already described. Nine of the lipocalins already
described mapped only to the genome, with no corresponding proteins
annotated in the insect proteome. We identified that the lack of anno-
tation occurred because of gaps (the case of NP-1), genome fragmenta-
tion (the case of NP-7 and LTBP1) or missannotattion (PAI-3,
Pallipidine-2 and BABP-1). Four lipocalins could not be mapped in the
genome (NP-3, NP-5, NP-6 and Procalin-2). Our results also suggest that
NP-1 was incorrectly annotated as RPRC000114 in the R prolixus
genome (Mesquita et al., 2015).

The transcriptome of R. prolixus generated a total of 25,673 tran-
seripts (Ribeiro et al., 2014). The supplementary excel table of the
manuscript classified 112 transeripts as lipocalins and it was possible to
classify them initially as: 41 nitrophorins (NP), 22 PAL 12 pallidipines,
24 wriabines, 11 apolipoproteins (APO) and 1 unclassified lipocalin. We
aligned each of the 112 transcripts to the genome and annotated pro-
teins (Supplementary Tables 2-7). We were not able to map (either to
genome or to annotated proteins) 36 transeripts and they were discarded
from future analysis. We also found that 15 transcripts contained many

stop-codons in the sequence. These transcripts were classified as pseu-
dogenes and were excluded from future analysis. Other 15 transeripts
aligned to the same locus as other transcripts and were classified as
possible isoforms. One transcript generated a very short protein (15
amino acids) and was excluded from future analysis. The remaining 44
transcripts were analized by reciprocal blast against annotated proteins
of R. prolixus, D. melanogaster, Tribolium castaneum, Triatoma pallidipenis
(Meccus pallidipenis) and Cimex lectularis. Based on the reciprocal blast
result (Supplementary Table 8) we reclassified our proteins: 13 NP-like
proteins; 5 APO-like; 5 PAI-like; 1 Pallipidin-like; 5 Triabin-like and 1
biogenic amine-biding protein (BABP). Twelve proteins showed no
similarities with annotated proteins and were classified as RP-lipocalins.
Finally, one transeript (rp_asb-105554) did not show any similarity with
lipocalins (no lipocalin domain found) and was discarded from future
analysis.

For the initial phylogenetic analyses, we also discarded five se-
quences (highlighted in yellow in Supplementary Table 8) due to short
amino acid sequences (which prevented divergence estimation with
other proteins). We were able to discern large distinet clades for nitro-
phorins, BABPs and apolipoproteins (Supplementary Fig. 1). On the
other hand, PAI, pallipidins, triabins and procalins were scattered in
minor groups and three clades contained lipocalins with distinct pre-
dicted functions (triabins and pallipidins or triabins and PAID). Ten
transcripts identified as lipocalins remained scattered in the phylogeny
and we were not able to accertain a putative function to them. Still, we
have transcription data for these proteins, and they were analysed as RP-
Lipocalins. Based on evolutionary analyses and reciprocal blast results,



D.V. Santos et al

we renamed the proteins and performed a new phylogenetical analysis
presented in Fig. 1.

3.2. The nitrophorins of Rhodnius prolixus

The initial analysis identified fourteen transeripts as nitrophorins, all
of them already annotated in the genome or in previous studies. Our
map and evolutionary analysis (Figs. 1 and 2) suggest that RPRC000114
is not NP-1, as identified in the genome manuscript, and not even a
nitrophorin since it is evolutive more similar to BABPs. Nitrophorins
RPRC000058, RPRC000498, RPRCO000061, RPRC000367,
RPRC000380, RPRC000034 and RPRC000077, that had been pointed
out as possible nitrophorins in the R. prolixus genome, are new nitro-
phorins, as suggested by ow analysis and, therefore, were respectively
named NP-8 to NP-14. NP-5 and NP-6 are challenging cases, since we
had a very short amino acid sequence for each (Moreira et al., 2003).
While our analysis suggests that NP-5 is different from other NPs, NP-6 is
not only very similar to NP-2, but also maps to the same locus. Regarding
the expression profile (Fig. 2), nitrophorins NP-1, NP-3 and NP-7 were
detected only in the adult salivary gland transcriptome and not even in
the immature forms transcriptome, which includes the salivary glands of
nimphs. On the other hand, NP-8, NP-10, NP-13 and NP-14 were not
found on the adult salivary gland transcriptome. Expression of nitro-
phorins were also observed in other tissues, remarkably central nervous
system (9 of the 14 nitrophorins) and testis (3 out of 14). NP-14 had
expression detected in midgut, ovary, testis and central nervous system.
DeepLoc results (Supplementary Table 9) suggests that all nitrophorins
have peptide signal and are soluble extracellulary proteins.

3.3. The biogenic amine-biding proteins (BABP) of R. prolixus

We identified five trasneripts as BABPs (rp_asb-48128, rp_asb-85900,
RPRC000114, RPRC000313 and RPRC010481). Genes RPRC000114
and RPRC010481 were identified as possible nitroforins in the

NP4 RPRC o007

ra,m;a&

PALT11D ant g,
PAL-10RPRCO00M Y

BABP-4 RPRC000313
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R. prolixus genome. However, our analyses (Figs. | and 2) suggests that
these genes are in fact BABPs. None of the BABPs identified in the
transeriptomes could be linked to one of the previous known BABP
(AAO25746), now called BABP-1. Regarding the expression pattern
(Fig. 2), only BABP-2 and BABP-4 were not detected in salivary glands.
In fact, BABP-4 was detected only in testis and CNS. Similarly, to
nitrophorins, 3 out of 5 BABPs were detected in CNS (BABP-3, BABP-4
and BABP-5). As observed for nitrophorins, DeepLoc analysis suggests
that all BABPs identified are expressed extracellulary (Supplementary
Table 9).

3.4. The trinbins, pallipidins, procalins, PAI and LTBP proteins of
Rhodnius prolicus

Triabins, pallipidins, procalins and PAI have a general function as
inhibitors of platelet aggregation, with the difference on the mechanism
used for such; while LTBP has the role to prevent inflammation by
binding cysteinyl leukotrienes. In our study we identified ten new pro-
teins like platelet aggregation proteins (6 new PAI, 1 new pallipidin and
2 new triabins). Inhibitors of platelet aggregation have very similar
amino acid sequences and only PAIF1 and LTBP1 had its function
characterized by experimental analysis (Pallipidins and Triabins were
characterized only in T. pallidipenis). All other R. prolixus platelet ag-
gregation inhibitors discovered in previous works were identified by
sequence homology. Our evolutionary analysis (Fig. 3) shows that
platelet aggregation inhibitors does not form clear branches with the
characterized proteins. We were able to identify loose clades (bootstrap
values lower than 50) for PAI (thick black branches), triabin (yellow
branches) and pallipidin (purple branches). The only clear paralogs
found to PAIL-1, were PAI-3, the new PAI-6 (1p_asb-104785) and PAI-7
(RPRC000463). We also found that PAI-2 is paralogous to LTBP1 and
could retain the function as an antiinflammatory rather than platelet
inhibitory function. The other identifiable cluster is the pallipidins
genes, with pallipidin-1, pallipidin-2 and the new pallipidin-3

Fig. 1. Evolutionary relationship of Rhodnius
prolixus lipocalins, Evolutionary history was infer-
red using the Neighbor-joining method. The bootstrap
consensus tree inferred from 10000 replicates. The
evolutionary distances were computed in pairwise
deletions, using the Poisson correction method and
are in the units of the number of amino acid sub-
stitutions per site. The rate variation among sites was
modeled with a gamma distribution (shape param-
eter = 1). Functional group branches are highlighted
by colors for easy identification. Nitrophorins (NP) =
red; biogenic amine biding proteins (BABP) = blue;
apolipoproteins (APO) = green; pallipidins = purple;
triabins = orange; platelet aggregation inhibitors
(PAI) = thick black.

BABP.SRPRCO10881
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ion and expression pattern of R. prolixus nitrophorins and biogenie amine-binding proteins (BABP).

Fig. 2. Evolutionary relati
Evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method, and the bootstrap test from 10,000 replicas, with pairwise deletion. Green dots represent
proteins with experimental evidence of function. The yellow dots highlight new proteins identified by this study. Red branch highlights nitrophorin proteins, while
blue branch indicates BABP proteins. Sequence accession numbers are indicated on each branch of the phylogenetic tree. An apoliprotrein was used as an outer
group. Expression pattern was inferred based on transcriptomic data from Immature stages (Im), Salivary Glands (SG), Anterior Midgut (AM), Posterior Midgut (PM),
Rectum (RT), Malphigian Tubules (MT), Fat Body (FB), Ovaries (Ov), Testis (Te), Central Nervous System (CN) and Antenae (Ant). Red indicate transcripted detected
in the tissue, while green indicates transcript not detected in the tissue transcriptome. Citolocalization was inferred by Deep-lock analysis.
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Fig. 3. Evolutionary relationships and expression pattern of R. prolixus platelet aggregation inhibitors. Evolutionary history was inferred using the Neighbor-
Joining method, pairwise deletion, and the bootstrap test from 10,000 replicas. Blue dots represent new proteins identified in this research. Green dots represent
proteins with experimental evidence of function. The yellow dots highlight new proteins identified by this study. Putative PAI, pallipidins and triabins are indicated
in black, purple, and yellow branches. Sequence accession numbers are indicated on each branch of the phylogenetic tree. Tpal = Triatoma pallidipenis. Expression
pattern was inferred based on transcriptomic data from Immature stages (Im), Salivary Glands (SG), Anterior Midgut (AM), Posterior Midgut (PM), Rectum (RT),
Malphigian Tubules (MT), Fat Body (FB), Ovaries (Ov), Testis (Te), Central Nervous System (CN) and Antenae (Ant). Red indicate transcripted detected in the tissue,
while green indicates transcript not detected in the tissue transcriptome. Citolocalization was inferred by Deeploc analysis.
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(RPRC002137) located in the same branch as T. pallidipenis pallipidin.
Pallipidin-1 is orthologous to dipetalodipin, which has been well char-
acterized as thromboxane A2 biding protein, suggesting that R prolixus
pallipidins could retain similar role. Triabin-1, triabin-3, triabin-4 and
procallin-2 joined in a well-defined branch (bootstrap >90) but with no
correlation to T. pallidipenis triabin. PAI-5 and Procalin-1 were more
closely related to the T. pallidipenis triabin than to R. prolixus respective
proteins. Except for the new PAI9 (RPRCO00446), PAI-10
(RPRC000347) and PAI-11 (1p_asb-65689), all other PAI were
expressed in the adult salivary glands (Fig. 3). On the other hand, only
PAI-6, PAI-9, PAI-10 and PAI-11 were detected immature forms. PAI-10
was detected in all tissues apart from adult salivary glands. Likewise
other lipocalins, many PAI (60%), pallipidins (66%4) and triabins (88%)
were detected in CNS. DeepLoc analysis (Supplementary Table 9) sug-
gests that all platelet aggregation inhibitory proteins are soluble and
expressed extracellulary.

3.5. The apolipoproteins of Rhodnius prolixus

This is the first study to identify apolipoproteins in R. prolixus and we
identified seven new apolipoproteins. Other apolipoproteins were
identified in the hemipterans Cimex lectularis (XP014244096) and
Halyomorpha halys (XP_014288060.2). Our evolutionary analysis
(Fig. 4) suggests that APO-1 (RPRC010099) is orthologous to C. lectularis
protein, while APO-2 (RPRC004179) is orthologous to Tribolium casta-
neum apolipoprotein. None of the R. prolixus apolipoproteins were
detected in the adult salivary gland transcriptome (Fig. 4). All apoli-
poproteins were expressed in immature stages and, in general, they are
also expressed in multiple tissues, with proeminence to digestive tract
(rectum and anterior and posterior midgut), CNS and antennae. Except
for APO-2 (RPRC004179), all apolipoproteins were detected in the
anterior and posterior midguts. APO-1, APO-5, APO-6 and APO-7 were
also detected in testes. DeepLoc analysis (Supplementary Table 9) sug-
gests that APO-] is soluble but not secreted, being localized in lysosomes
and vacuoles, while all other APO are extracellulary proteins.

3.6. Other Rhodnius prolixus lipocalins

The trasneriptome also revealed ten new lipocalins in R. prolixus. All
ten proteins presented conserved domains linked to the lipocalin family,
but evolutive analyses (Fig. 1) and reciprocal blast searches showed that
none of them shared similarities (amino acid) with characterized insect
lipocalins. Hence, all ten lipocalins were named RP-Lipocalin-1 to RP-
Lipocalin-10. Apart from RP-Lipocalin4 (rp_asb-33413), all new

Apolipoproteins evolutionary relationships
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lipocalins could be mapped to an annotated protein in the R prolixus
genome (Fig. 5). Nine out of then RP-Lipocalins were not detected in
salivary gland transeriptome (the exception is RP-Lipocalin-1). Almost
all new RP Lipocalins were detected in CNS and antennae. DeepLoc
results suggests that RP-Lipocalin-8 and RP-lipocalin-10 are expressed in
mitochondrion, while all other are extracellulary (Supplementary Table
9).

4. Discussion

Several studies have demonstrated the importance of the saliva of
hematophagous insects for the success of the blood meal (Andersen,
2010; Andersen et al., 2005; Bowman et al., 1997; Francischetti et al.,
2009; Ribeiro and Francischetti, 2003; Ribeiro and Garcia, 1981; San-
tiago et al., 2020). It is in this context that the first studies appeared,
describing the importance and funetion of salivary lipocalins in
R. prolixus (Ribeiro and Garcia, 1981). Such studies started a sequence of
others that, classically, started to address the lipocalin family in the
context of haematophagy physiology (Andersen et al, 2005). Salivary
lipocalins are probably the best studied protein family in R. prolixus,
with 30 identified proteins, including 23 of them sequenced before the
genome and 9 of them functionally characterized (7 nitrophorins, 1 PAI
and 1 LTBP) (Champagne et al., 1995; Francischetti et al., 2000, 2002;
Jablonka et al., 2016; Moreira et al., 2003; Ribeiro etal., 2004; Xu et al.,
2013). Despite the availability of the genome (Mesquita et al., 2015) and
two transcriptomes (Ribeiro et al., 2004, 2014), we still do not have a
compilation and revision of the lipocalin family in R. prolixus, as the
presence and function of this protein family in other tissues besides
salivary glands. Here we compiled all the information of lipocalins
described in previous works, updated the information on them accord-
ing to genome, transeriptomes and evolutionary analysis, identified 29
new lipocalins and found that many salivary lipocalins are also
expressed in different tissues, including testes and ovaries.

Obliging its importance for the physiology of the insect and for the
history of studies of salivary proteins of R. prolixus, it would be expected
that all 23 known salivary lipocalins previous to the genome, in special
the Nitrophorins, whould be identified and annotated in the genome of
R. prolixus. However, we found only 16 of these 23 lipocalins on the
R. prolixus genome. The nitrophorins for example: only NP-1 and NP-2
were identified in the genome manuscript respectively mapped to
genes RPRC000023 and RPRCO00072 (Mesquita et al., 2015). Firstly,
our analysis showed that the annotated NP-1 (RPRC000023) is in fact
NP-4. NP-1, NP-3 and NP-7 would be missing then, raising the question
of what would have happened to them. Search for these proteins in the

99 Clec Apolipoprotein XP 014244096.1
55 APO-1 RPRCO010099
— Teas Apolipoprotein XP 008199365.1
APO-2 RPRC004179
APO-3 RPRC004463
APO-4 RPRCO003587
APO-5 RPRC000014
APO-6 RPRC015421
APQ-7 rp asb-6771
BABP-1 AAD25746.1

Citolocalization

Lyso/Vacuole

Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular

Extracellular

Fig. 4. Evolutionary relationships and expression pattern of R. prolixus apolipoproteins. Evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method,
complete deletion, and the bootstrap test from 10,000 replicas. Yellow dots represent new proteins identified in this research. Sequence accession numbers are
indicated on each branch of the phylogenetic tree. BABP-1 used as outer group. Clec = Cimex lectulanius; Tcas = Tribolium castaneun. Expression pattern was inferred
based on transcriptomic data from Immature stages (Im), Salivary Glands (SG), Anterior Midgut (AM), Posterior Midgut (PM), Rectum (RT), Malphigian Tubules
(MT), Fat Body (FB), Ovaries (Ov), Testis (Te), Central Nervous System (CN) and Antenae (Ant). Red indicate transcripted detected in the tissue, while green indicates
transeript not detected in the tissue transcriptome. Citolecalization was inferred by DeepLoc analysis.
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Fig. 5. Evolutionary relationships and expression pattern of R. prolixus lipocalins whit no putative function. Evolutionary history was inferred using the
Neighbor-Joining method, complete deletion, and the bootstrap test from 10,000 replicas. Yellow dots represent new proteins identified in this research. Sequence
accession numbers are indicated on each branch of the phylogenetic tree. Expression pattern was inferred based on transcriptomic data from Immature stages (Im),
Salivary Glands (8G), Anterior Midgut (AM), Posterior Midgut (PM), Rectum (RT), Malphigian Tubules (MT), Fat Body (FB), Ovares (Ov), Testis (Te), Central
Nervous System (CN) and Antenae (Ant). Red indicate transeripted detected in the tissue, while green indicates transcript not detected in the tissue transcriptome.

Citolocalization was inferred by DeepLoc analysis.

genome allowed us to identify that the three nitrophorins were missing
due to incompleteness of the genome. Indeed, the R prolixus genome is
very fragmented when compared to other insect genomes. While the
current assembly of the model fruitfly Drosophila melanogaster is
assembled injust 1870 scaffolds (Hoskins et al., 2015), and the mosquito
Anopheles gambiae is assembled in 8145 scaffolds (Sharakhova et al,
2007), the R prolixus genome is scattered in 16,537 scaffolds (Mesquita
etal, 2015). The N50 numbers aren’t also favorable to R prolixus (35.7
Kb), when compared to D. melanogasteri (21,485 Kb) and A. gambiae
(85.5 Kb). The fragmentation of the R prolixus genome largely explains
why only 16 of the previous 23 known salivary lipocalins were anno-
tated, and new sequencing technologies (Nanopore and PacBio) could
significantly improve the assembly.

On the other hand, the genome itself allowed the identification of 10
new lipocalins (all of them firstly identified as Nitrophorins), and the
compilation of genome and transeriptomes data allowed us to identify
29 new lipocalins with putative function (3 BABPs, 9 platelet aggrega-
tion inhibitors, 7 apolipoproteins and 10 generic lipocalins) and correct
the miss annotation of 6 previously known lipocalins. All the new lip-
ocalins were firstly identified in transeriptome data and 7 of them
couldn’t be mapped to annotated proteins (showing the power of tran-
scriptome studies in the discovery of new genes). Overall, our searches
correct and expand the number of R. prolixus lipocalins from 30 to 59
proteins. Many other transeripts with similarities with lipocalins were
found, but we had to discard them from our analysis due to lack of
quality of the transcriptome and genome (which impaired us from
ascertaining if such transeripts were isoforms, products of altemative
splicing, pseudogenes or false contigs). Future transcriptomes, rese-
quencing and functional studies can reveal a much diverse family of
lipocalins.

4.1. Not so salivary

Perhaps, one of the most interesting discoveries in our investigation
is the fiding that many of the putatively salivary lipocalins are also
expressed in other tissues. It is important to note that many lipocalins
that are well characterized in its role in haematophagy (e.g., nitro-
phorins, PAI, triabins and pallipidins) were detected in other tissues.
Nitrophorin-2, a well characterized protein with anticoagulant role, was
detected in CNS (besides salivary gland transcriptome). Many other
lipocalins identified in previous studies, were named according to ho-
mology to characterized salivary lipocalins, which leads us to a
nomenclature problem regarding some lipocalins, in specific the platelet
aggregation inhibitor proteins. For example, our reciprocal blast anal-
ysis suggests that R. prolixus PAI-10 is paralogous to PAI-1. However,

PAI-10 was detected in all tissues except for adult salivary glands.
Hence, it is very unlikely that such protein has the role of platelet ag-
gregation inhibition. In fact, most of the lipocalins evaluated in this
study, were detected in CNS, which indicates a wider range of roles for
such proteins besides vasodilatation or inhibition of platelet aggrega-
tion. In truth, except for PAI-1, all R. prolixus proteins with platelled
aggregation inhibtion role (PAI, triabins and pallipidins) were identified
by similarity of amino-acid sequences (Ribeiro et al., 2004) and, until
2016, none of the proteins named PAI, triabin, pallipidin and procalin
have been experimentaly tested to see if such genes have the same role
as their counterparts (T. pallidipenis pallipidin and triabin, and
R. prolixus PAI). In 2016, Jabonkla and colleagues characterized the
lipocalin known as PAI-4 and found that this lipocalin has an
anti-inflamatory role instead of platelled aggregation inhibitor, thus
beein renamed as LTBP-1 (Leukotriene biding protein 1). More on this
will be discussed further on the evolution of lipoealins, but our results
demonstrate the importance for more functional genomics studies in
R. prolixus.

On the other hand, we have the new apolipoproteins identified here.
None of the apolipoproteins were detected in adult salivary gland
transcriptome (however, this could be due the limitations of the typical
EST approach performed at that time; Ribeiro et al., 2004). Apolipo-
proteins are known as hormone carriers (e.g., prostaglandins) and
studies in other insects have suggested that these lipocalins are essential
for insect fertility and could act as carriers of male prostaglandins or
their precursos (arachidonic acid) to females during copulation (Cana-
voso et al., 2001; Fichera and Brenner, 1985; Marco et al., 2013; Morais
Cabral et al., 1995; Whitten et al, 2004). This is partially in accordance
with our transeriptomic data, since four of the seven apolipoproteins
were also detected in reproductive tissues. Six apolipoproteins were also
found in gut tissues and our analysis suggest that five of them are
secreted into the lumen or haemolimph. Hence, it is possible that these
proteins could act as carriers of lipid to other tissues. However, there is
no studies on the role of lipoealins in triatomine blood digestion and all
we can provide are speculations to guide future studies.

One interesting fiding is that 33 out of 59 (55.9%6) lipocalins are
expressed in CNS, including 3 lipocalins with well stablished role in
haematophagy (NP-2, NP-4 and PAI-1). Many of the lipocalins were also
detected in antennae. This expression pattern could raise the question if
such lipocalins could have multiple roles: as vasodilatators when
expressed in salivary glands; as neurotransmissors when expressed in
CNS; and as OBPs when expressed in antennae.
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4.2. The evolution of R prolixus lipocalins

Evolutionary studies of genes have the importance to help us to
understand the origin of genes and to better stabilish putative function
based on homology, paralogy and, specially, orthology. Lipocalins are a
huge family of proteins and, despite of its simple role, they present
diverse physiological roles based on which type of molecules they carry.
In the R. prolixus transeriptome we found 105 transcripts coding for
proteins containing domains of typical lipocalins. But from those, only
19 were similar enough to lipocalins with known physiological roles in
insects. Our evolutionary analysises of the 59 R prolixus lipocalins,
guive us some insights on the evolution of this family of proteins. First is
the close relationship of nitrophorins and amine biding proteins
(BABPs). Nitrophorins are the most studied lipocalin of triatomines and,
despite its vital role in haematophagy, this family of proteins has been
exclusively deseribed in triatomines of the tribe Rhodniini (composed of
the genus Rhodnius and Psamolestes) and Cimicidae (bedbugs). Sialomes
of other triatomines (Assumpcao et al., 2008; Ribeiro et al., 2012b;
Santiago et al., 2018; Santos et al., 2007) suggests the existence of
proteins with homology to nitrophorins. However, since nitrophorins
are carrier of heme-group, they have the distinetion to give a red color
for salivary glands of Rhodniini, while all other triatomines have clear
salivary gland. Other studies have demonstrated the evolutionary rela-
tionship of nitrophorins and BABP (Andersen and Ribeiro, 2017; Ribeiro
et al, 2012a). Its is suggested that BABPs are derived from nitro-
fophorins (nitrophorins are found in Cimicidae) by the loss of heme
group showing higher affinity for serotonin and norepinephrine
(Andersen et al., 2005). BABPs weren't found in all triatomine sialomes
(Santingo et al., 2020) but, due to its similarity with nitrophorins, it
remains to be accertained if the niwophorins found in many Triatoma
spp. sialomes aren’t in fact misannotated BABPs, which could link the
origin of nitrophorins from BABPs.

Our evolutionary analysis also demonstrates the diversity in amino
acid sequences of lipocalins (which suggests a rapid evolution withing
the group), specially in those primarily identified as homologous to PAIL,
triabins and pallipidins. We were not able to stabilish clear evolutionary
relationship to these family of proteins. Neither the platelet aggregation
inhibitory proteins form a cohesive group (besides to be afar from
nitrophorins, BABPs and apolipoproteins), nor they from isolated groups
within each class of proteins. Therefore, although many of these genes
were named based exclusively on similarity, our evolutionary and
transcriptome analysis suggests that in many cases, the specific naming
of triabin, pallipidin and PAL, is probably incorreet. We found that evi-
dence of functional role based on homology to be too weak for a few
proteins (highlighted in Fig. 3) and we suggest that some of these genes
had their name changed to indicate it putative generic role, such as
“putative-anticoagulant™ or “triabin-like”, until more functional studies
are perfomed to accertain the real role of these proteins.

4.3. An updated catalog of R. prolixus lipocalins

Our investigation suggests the existence of nearly 100 lipocalins in
R. prolixus (besides all OBPs not included in this study). Although many
of these genes were initially discarded due the presence of stop-codons
and doubts on isoforms/missassembly, new transeriptomes and rese-
quencing of R. prolixus genome will help us acertain the real number of
lipocalins and identify splicing alternatives for these genes. In the end,
we identified 19 new genes with homology to lipocalins with putative
function and 10 new lipocalins without putative function. We would
also like to end this study with a proposal for a better classification of
triatomine lipocalins, based, of course, on evolutionary and functional
evidence here observed. The main reason for this is our concern about
the lack of standardization in the nomenclature of platelet aggregation
inhibitors. The fact that we have a family of proteins called the Platelet
Aggregation Inhibitor (PAI) and two other families that perform the
same fisiological function but are named Triabines and Pallidipines (not
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to mention procalins), leads us to believe that there is a possibility that
researchers are misled by not immediately identifying that triabines and
pallidipines also inhibit platelet aggregation, even if through different
pathways. Ideally, proteins should be named according to their molee-
ular mechanism of action, instead of physiological role (since this role
can change according to expression localization) or other arbitrary
choice (e.g., species where protein was found, researcher name, etc.).
Indeed, our analyses suggest that many well known salivary lipocalins
may have multiple fisiological roles since such genes are expressed in
very distinctive tissues, such as CNS and antennae. On the other hand,
the scientific community has been using the nomenclature that has
existed for more than two decades and a change in nomenclature could
cause more confusion than resolution. Still, we present evidence that
PAI-5 could be a triabin, as much as procalin-1 and proealin-2 are
probably triabins too (in eonjunction with the fact that there is no study
on the roles of procalins in haematophagy). Thus, in Table 1, we sum-
marize the revised results obtained in this study, with a proposal for a
miner revision of the nomenclature for some of the studied lipocalins.

Despite its importance and more than four decades of studies, we still
need more studies to better understand the role of lipocalins in hema-
tophagous insect physiology. Although genomic and transeriptomiec
studies allowed us to identify numerous genes with putative roles in
insect haematophagy, such studies are not enough to accertain the roles
of many genes. Lipocalins seems to have been evolving rapidly in tri-
atomine evolution, wich hinders the identification of putative roles by
typical evolutionary studies. With the advances in RNAI, specially in
R. prolixus (Paim et al., 201 3, 2016, 2021), it is now possible to stabilish
the roles of salivary proteins in insect physiology for many genes in a
short period of time. This updated catalog not only upgrades our
knowledge in triatomine pharmacopeia, but also provides candidates for
further functional studies in triatomine physiology.
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