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“AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO, CONSTRUGAO DE ACIDO NUCLEICO, ACIDO NUCLEICO
ISOLADO, COMPOSICAO INGERIVEL PELAS ABELHAS, E METODO PARA
REDUZIR A SUSCEPTIBILIDADE DE UMA ABELHA A INFECCAO POR
NOSEMA"”
CAMPO DA INVENGCAO

A invencdo esta relacionada a
composigdes e métodos para reduzir a susceptibilidade .a
infeccéao por Nosema spp em abelhas e, mais
particularmente, ao uso de uma composigdo para
redugdo da expressdo do gene mitossoma da Nosema
para prevengdo e tratamento da Nosema spp em abelhas
meliferas.
HISTORICO

A importancia das abelhas
meliferas e outros insetos polinizantes para a economia
global wultrapassa em longe sua contribuicdoc em termos de
producdo de mel. O Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) estima que um terco do que consumimos em nossa
dieta depende de wuma abelha melifera polinizar aquele

alimento. A contribuigdo total da polinizacdo em termos de

valor agregado as safras de frutas excede $15 bilhdes por

ano, com consequéncia potencial direta de $75 bilhdes de
ddlares.

Microsporidia sdao fungos
basais e parasitas intracelulares obrigatérios de outros
eucariotas caracterizados pela extrema redugcdo gendmica e

celular. Duas espécies descritas de microsporidia, Nosema apis e
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Nosema ceranae, causam uma doenca disseminada e destrutiva
em abelhas adultas. A Nosema estd disseminada no mundo e
tem sido observado que a patogenia da nosemose, juntamente
com sua elevada carga viral, s8o os melhores previsores de
coldnias fracas e em colapso. Na Europa, a sindrome do
desaparecimento de coldénias tem sido diretamente atribuida a
Nosema ceranae, e o risco de despovoamento da coldnia é seis
vezes mais alto em coldnias infectadas pela N. ceranae do
gque nas ndo-infectadas. Recentemente, foi demonstrado que a
infeccdo natural por Nosema ceranae pode causar o subito
cdlapso das coldbnias de abelhas.

A transmissdo da Nosema nas

colénias é principalmente através da rota fecal-oral na qual

o patdgenos sdo disseminados pelas hospedeiras doentes para

hospedeiras n3o-infectadas através da ingestdo de esporos
nucleados de Nosema do material fecal das abelhas
infectadas. Os esporos geminam dentro do intestino médio e
liberam tubos polares que transferem seu esporoplasma para
as células epiteliais do intestino médio. Dentro da célula,
o esporoplasma cresce formando um plasmédio multinucleado,
ou “meronte”, replicando para gerar mals esporos, geralmente
chegando a milhdes por abelha infectada.
Protocolo Anti-Nosema Atual: Fumagilina

A Fumagilina é um antibidtico
derivado do fungo Aspergillus fumigates. £ um agente
antiangiogénico que liga e 1inibe de maneira covalente e
geletiva, a metionina aminopeptidase, MetAP-2 e vem sendo

utilizado h& muitos anos para tratar microsporidiose causada
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pelo Nosema em abelhas meliferas. A substéncia & amplamente
utilizada nos Estados Unidos onde apicultores banham as
colmeias em uma solucdo de sacarose contendo Fumagilina.
Contudo, a Fumagilina ndo mata os esporos de Nosema e sua
poténcia deteriora rapidamente apds a aplicagdo, resultando
em um efeito anti-Nosema apenas parcial e temporéario, pois
surgem constantemente novas abelhas na colbnia e &
necessdrio realizar a reaplicagdo varias vezes ao ano. Na
verdade, as diferencas entre as coldnias tratadas e nao
tratadas desaparecem varios meses apds o tratamento, com
vadrias etiologias diferentes.

a) Coldnias infectadas por Nosema naturalmente se
recuperam durante o verao

b)——a fumagilina perde sua eficécia ou

c) a fumagilina se esgota dos depdsitos de mel da coldnia

Em humanos, a Fumagilina foi
utilizada h& mais de 40 anos para o tratamento de amebiase
intestinal e & eficiente guando usada topicamente. Contudo,
um estudo recente demonstrou gque a Fumagilina provocou
sérios efeitos colaterais toxicos (neutropenia e
trombocitopenia) em pacientes que foram tratados para
microsporidose causada por Enterocytozoon bieneusi.

Deve-se considerar a
possibilidade de que o Nosema, multiplicando-se aos milhles
no intestino de cada abelha, eventualmente desenvolvera
resisténcia & Fumagilina, como provou a experiéncia com
outros antibidéticos que foram aplicados de modo abundante.

Assim sendo, uma possivel resisténcia do Nosema a Fumagilina
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faz com que muitos apicultores ao redor do mundo figuem
compreengivelmente preocupados com seu uso disseminado para
prevengdo da infec¢do por Nosema. Devido a estas e outras
preocupag¢des, © uso da Fumagilina para tratar Nosema em
abelhas j& foi proibido na Europa.
Nosema e a Genética dos Microsporidios

Foram publicados até hoje os
genomas de varios microsporidios, incluindo o}
Encephalitozoon cuniculi (E. cunuculi) humano. A anadlise da
sequéncia do E. cuniculi revelou um genoma muito pequeno e
compacto de 2,9-megabase, compreendendo gquase 2000 genes.
Devido & sua extrema reducdo, o genoma do E. cuniculi ndo

tem a maior parte dos introns e espagadores intergénicos

geralmente encontrados nog genomas eucaridticos. A maioria
dos genes também ¢é mais curta do que seus hombdlogos
correspondentes. Além disso, uma andlise em profundidade dos
genes previstos demonstrou auséncia de genes de algumas
rotas biossintéticas e metabdlicas, enquanto outras rotas
incluiam um nimero relativamente limitado de genes. Estudos
recentes usando informagdes de sequenciamento revelaram
alguns detalhes da evolucgado e metabolismo dos
microsporidios, tais como hombélogos de transportador ADP/ATP
bacteriano, supostamente importantes no metabolismo de
energia do E. cunuculi.

Sendo um parasita obrigatério,
o E. cuniculi, e microsporidios em geral, dependem do
hospedeiro para prover suas necessidades energéticas e

metabélicas. As rotas de compensagdo e suas fungdes ainda
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sdo pouco compreendidas.

Durante muitos anos, os
microsporidios foram considerados como ndo tendo mitocdndria
e, consequentemente, sugerindo que tenham evoluido antes do
aparecimento da mitocbdndria eucaridtica. O Nosema ndo possui
a cadeia de transporte de elétrons e o ciclo de Kreb,
contudo, recentemente foi identificada uma organela
altamente reduzida, extremamente reduzida tanto em tamanho
como em complexidade bioguimica, chamada mitossoma, uma
provadvel reliquia de uma mitocdndria primitiva. Até hoje,
apenas 20 proteinas mitossdmicas foram identificadas,
diferente da mitocébndria do levedo que contém cerca de 1000
proteinas.

Recentemente, foil publicado um
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esbogo da sequéncia do genoma do Nosema ceranae,
possibilitando maior andlise das homologias proteicas e
revelando uma homologia significativa, embora de diversidade
distinta do genoma do E. cunuculi e apenas alguns genes
ortdlogos aos do S. cerevisae.

Organismos simbidticos
intracelulares usam proteinas da familia de transportador
mitocondrial (MCF) a fim de adquirir varias substéncias,
incluindo ATP, da célula do hospedeiro, para prover energia
para © transporte de proteina e outras atividades
mitossbémicas necessérias. Contudo, como o8 genomas de
microsporidios aparentemente perderam todos os genes das
proteinas MCF, ndo se sabe como o mitossoma do parasita

adquire o ATP necessdrio para sua fungdo. Varios parasitas
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intracelulares bacterianos, tais como Rickettsia, possuem um
transportador de nucleotideo que é utilizado para importar
ATP da sua célula hospedeira eucaridtica. Homdélogos desses
genes foram identificados no genoma do E. cuniculi, contudo,
o uso desses transportadores de nucleotideo tipo bacteriano
para adquirir ATP de uma célula eucaridtica €& desconhecido
em um parasita eucaridtico. N&o existem homdélogos dessas
proteinas em espécies vertebradas ou invertebradas
sequenciadas até hoje.
Silenciamento Gé&nico em Invertebrados

O processo de silenciamento
génico pds-transcricional & mails provavelmente um mecanismo

de defesa celular utilizado para evitar a expressido de genes

—estrangeiros, que se acredita serem partilhados nos reinos.

A presenca de dsRNAs longos nas células estimula a atividade
de uma enzima de ribonuclease III chamada Dicer, gque estéa
envolvida no processamento de dsRNA em pedagos curtos
conhecidos como RNAs interferentes curtos (siRNAs). Estes
geralmente tém um comprimento de cerca de 21 até cerca de 23
nucleotideos e compreendem cerca de 19 duplos de pares
bédsicos. A resposta de RNAiI também inclui um complexo de
endonuclease, geralmente chamado de complexo silenciador
induzido por RNA (RISC), que intermedia a clivagem de RNA de
cadeia simples que possui complementaridade de sequéncia com
a cadeia antissenso do duplex siRNA. Em alguns organismos,
um estdgio de amplificagdo pode seguir o estdgio de
iniciacdo de silenciamento génico, envolvendo uma Polimerase

de RNA dependente de RNA (RdARP), que pode subsequentemente
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levar & degradacd3o de RNAs fora da regido de homologia de
dsRNA inicial. Foi demonstrado gque em algumas espécies a
interferéncia mediada pelo RNAi se espalha a partir do local
inicial da aplicacd3o de dsRNA, produzindo fendtipos de
interferéncia em todo o animal injetado. Em alguns
invertebrados, incluindo abelhas meliferas, foi identificado
um gene defectivo de interferéncia sistémica (SID) que
codifica uma proteina transmembrana importante para a rota
do RNAi sistémico. Aparentemente, essas proteinas tipo SID1
canalizam os dsRNAs entre as células, ativando um mecanismo
de disseminacdc sistémica do sinal de silenciamento.
Contudo, um homélogo RARP de invertebrado ainda ndo foi

descrito. Recentemente, o sgilenciamento génico por meio da

—alimentacdo de dsRNA viral vem se mostrando eficiente no

combate da infecgdo IAPV em abelhas meliferas (PCT
11.2008/001440) .

Os microsporidios foram
classificados como Fungos, gque demonstraram um repertdrio
evolucionadrio diverso de proteinas silenciadoras. Alguns
destes =30 diferentes dos homdélogos silenciadores dos
vertebrados. No Trypanosoma brucei foi identificado um
homélogo tipo DICER. Homdlogos RISC também foram descritos e
transcricdes relacionadas a RNALI foram identificadas em
eucariotas parasiticos simples, tais como Giardia e
Trichomonas. Contudo, a fungdo dessas enzimas e de seus
produtos ndo estad clara. Além disso, embora as enzimas DICER
e RISC tenham sido detectadas em algumas espécies de

Trypanosomes, outros Trypanosomes foram identificados como
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RNAi-negativos, de modo compativel com a observagdo de que
muitos parasitas eucaridticos sdo geneticamente heterogéneos
onde as rotas de RNA1 estdo envolvidas (Ullu et al., 2004).

O silenciamento génico de RNAi
em parasitas eucaridticos intracelulares foi demonstrado
tanto para proteinas hospedeiras suspeitas de fungdes
criticas no ciclo de wvida dos parasitas (como em T. cruzi),
como em formas de wvida livre, tais como as formas
extracelulares de Plasmodium e T. brucei que podem ser
cultivadas in vitro. Em oposigdo aos varios estudos com
parasitas virais, até hoje nao foi demonstrado o
gilenciamento génico enddgeno em formas intracelulares de

parasitas eucaridticos. Além da necessidade de atravessar
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pelo —menos uma membrana de permeabilidade e composigdo

~

indefinidas do parasita, outros obsticulos a metodologia de
RNA1 eficiente para formas intracelulares de parasitas
eucaridticos incluem a heterogeneidade das rotas de RNALI em
eucariotas menores, parasiticos, pouco entendimento da
funcdo dessas rotas e os conhecimentos limitados do
metabolismo do parasita e, portanto, dificuldade na selecgdo
eficiente de alvos para o silenciamento dos genes do
parasita.

Existe, portanto, necessidade e
seria muito desejdvel ter métodos para silenciamento génico
eficiente do Nosema, a fim de evitar e tratar infeccdo
causada por Nosema em abelhas meliferas.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto de
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alguns modos de realizagdo da presente invengdo, €& previsto
um agente de &cido nucléico isolado, compreendendo uma
expressdo de regulacdo descendente de sequéncia de acido
nucléico de um produto génico de um parasita de Nosema.

De acordo com outro aspecto de
alguns modos de realizagdo da presente invengdo, é prevista
uma construcdo de &acido nucléico, compreendendo um agente de
dcido nucléico isolado compreendendo uma expressdo de
regulagdo descendente de sequéncia de &cido nucléico de um
produto génico de um parasita de Nosema.

De acordo com outro aspecto de
alguns modos de realizagdo da presente invengdo, é prevista

uma composicdo ingerivel pela abelha, compreendendo um

— agente- de — adcido _nucléico .isolado, = compreendendo uma

express3o de regulag¢do descendente da sequéncia de &cido
nucléico de um produto génico de um parasita de Nosema.

De acordo com algumas
configuragdes da invenc¢8o, a composigdo ingerivel pela
abelha estd na forma sélida.

De acordo com algumas
configuracBes da invengdo, a composigdo ingerivel pela
abelha estd na forma ligquida.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, a composigdo ingerivel pela
abelha compreende proteina.

De acordo com algumas
configurac¢des da invenc¢do, a proteina é na forma de pdlen

e/ou bolos de soja.
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De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, o liquido é uma solugdo de
sacarose e uma solug¢do de xarope de milho.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, o liquido compreende ainda um
carboidrato ou complemento de aglcar.

De acordo ainda com outro
aspecto de algumas configura¢des da presente invengdo, €
previsto um método para reduzir a suscetibilidade de uma
abelha a infecgdo causada por Nosema, compreendendo
alimentar a abelha com uma quantidade eficiente de um agente
de 4acido nucléico isolado, compreendendo uma expressdo de

regulagdo descendente da sequéncia de &cido nucléico de um

- produto- génico -de um parasita do Nosema, reduzindo, desse

modo, a suscetibilidade da abelha a infecgdo por Nosema.

De acordo ainda com outro
aspecto de algumas configuragdes da presente invengdo, &
previsto um método para reduzir a suscetibilidade de uma
abelha a infecgio por Nosema, compreendendo alimentar a
abelha com uma quantidade eficiente de um agente de &cido
nucléico, compreendendo a regulagdo descendente da expressdo
de sequéncias de &cido nucléico de pelo menos uma proteina
de transportador ATP/ADP de Nosema, ou homdélogo da mesma e
pelo menos uma proteina mitossémica de Nosema, reduzindo,
desse modo, a suscetibilidade de dita abelha a infecg¢do por
Nosema.

De acordo ainda com outro

aspecto de algumas configuragdes da presente invengdo, €
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previsto um método para reduzir a suscetibilidade de abelhas
meliferas a infecg¢do por Nosema, o método compreendendo
alimentar a colmeia de abelhas com uma quantidade eficiente
de um agente de &cido nucléico ribonucléico de cadeia dupla
(dsRNA), tal RNA de cadeia dupla compreendendo pelo menos
uma sequéncia complementar a pelo menos 21 nucleotideos de
MRNA especifico de Nosema e capaz de induzir a degradagdo do
mMRNA especifico de Nosema.

De acordo com algumas
configura¢des da invencdo, o produto génico é um mRNA due
codifica um polipeptideo de Nosema.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, o agente é selecionado do grupo

gque consiste de um dsRNA, um RNA antissenso e uma ribozima.

De acordo com algumas
configurac®es da inveng¢do, o dsRNA é selecionado do grupo
que consiste de siRNA, shRNA e miRNA.

De acordo com algumas
configuracdes da invencdo, a sequéncia de &cido nucléico tem
um comprimento maior que 15 pares de base.

De acordo com algumas
configuracdes da invencdo, a sequéncia de &cido nucléico tem
um comprimento de 19 a 25 pares de base.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, a sequéncia de acido nucléico tem
um comprimento maior que 30 pares de base.

De acordo com algumas

configuragdes da invengao, o parasita do Nosema € o N.
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cerana ou N. apis.

De acordo com algumas
configuracdes da invenc¢8o, o parasita do Nosema é o N.
cerana e o produto génico é um mRNA que codifica wuma
proteina mitossdmica do Nosema.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, a proteina mitossémica do Nosema
é selecionada do grupo gue consiste de TOM70, TIM22, TOM4O0,
Imp2, Hsp70 mitocondrial, proteinas transportadoras ATML-
ABC, Frataxin, Ferredoxina, ERV1, ferredoxina, NADPH oxido-
reductase [FNR], subunidade o de piruvato desidrogenase,

subunidade B de piruvato desidrogenase, glicerol-3-fosfato

desidrogenase mitocondrial (mtG3PDH) , dismutase de
- superdxido— —contendo  manganés _ (MnSOD), DNAJ (Hsp70
interagente) , Centro de Ferro-Enxofre IsUl, Cisteina

desulfurase Nsfl, NAR1 e RLI1.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, a sequéncia de &acido nucléico é
complementar a uma sequéncia conforme definido em qualquer
das SEQ ID NOs: 55-252698.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, o parasita do Nosema & o N.
cerana e o produto génico é um mRNA que codifica uma
proteina transportadora de ATP/ADP do Nosema ou homdloga
desta.

De acordo com algumas
configurac®es da invengdo, a proteina transportadora de

ATP/ADP ou homdloga da mesma é selecionada do grupo que
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consiste de proteinas codificadas por SEQ ID NOs: 44, 45, 46
e 47.

De acordo com algumas
configuragdes da presente invengdo, o agente de 4&cido
nucléico isolado compreende pelo menos duas sequéncias de
dcido nucléico de regulagdo descendente de expressdo de um
produto génico de um parasita do Nosema. As pelo menos duas
sequéncias de &cido nucléico podem ser contiguas ou nao
contiguas entre si.

De acordo com algumas
configuracdes da invencdo, as sequéncias de &cido nucléico
realizam a regulacdo descendente da expressdo de pelo menos
duas proteinas mitossbmicas do Nosema.

De acordo com algumas
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configuragdes da invencdo, as sequéncias de &cido nucléico
realizam a regulaci3o descendente da expressdo de pelo menos
uma proteina transportadora de ATP/ADP do Nosema ou homéloga
da mesma e pelo menos uma proteina mitossdmica do Nosema.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, as sequéncias de &dcido nucléico
compreendem pelo menos uma sequéncia de &cido nucléico
complementar & sequéncia definida em SEQ ID NO: 59 e pelo
menos uma sequéncia de &acido nucléico complementar a uma
sequéncia definida em de SEQ ID NOs: 57 e 58.

De acordo com algumas
configuragdes da invencdo, as sequéncias de &cido nucléico
compreendem uma pluralidade de sequéncias dotadas de pelo

menos uma sequéncia de 4&cido nucléico complementar a uma
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sequéncia definida em cada SEQ ID NO: 59, 55, 56, 57 e 58

De acordo com algumas
configuragdes da inveng¢do, o inseto é uma abelha, uma abelha
forrageira ou abelha de colmeia.

De acordo com algumas
configuracdes da invencdo, a infecgdo por Nosema € uma
infeccdo causada por Nosema cerana ou Nosema apis.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, a infecgdo é uma infecgdo causada
por Nosema cerana e alimentar a quantidade eficiente do
agente de &cido nucléico reduz a mortalidade causada pela
infeccgdo.

De acordo com algumas

configuragdes da inveng3o, o agente de &cido nucléico

Ebmpfééﬁaéi uma 7Seéuéncia éé dcido nucléico selecionada
complementar a gqualquer das sequéncias definidas no grupo
que consiste de SEQ ID NOs: 55-252698.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, o agente de &cido nucléico
compreende uma pluralidade de sequéncias de &cido nucléico
complementares a qualquer das sequéncias definidas em cada
um dos grupos que consistem de SEQ ID NOs: 57, 58 e 59.

De acordo com algumas
configuracdes da invengdo, a alimentagdo compreende fornecer
a4 abelha uma composicdo liquida ingerivel pela abelha.

De acordo com algumas
configuragdes da invengdo, a alimentagdo compreende fornecer

uma composic¢do sdlida ingerivel pela abelha.
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A menos que definido de outro
modo, todos og termos técnicos e/ou cientificos aqui
utilizados possuem o mesmo significado pelos quais sdo
geralmente compreendidos por um técnico no assunto ao qual a
invencdo pertence. Embora métodos e materiais semelhantes ou
equivalentes aqueles aqui descritos possam ser utilizados na
prdtica ou no teste dos modos de realizagdo da invengdo, sdao
descritos abaixo exemplos de métodos e/ou materiais. Em caso
de conflito, prevalece o relatdério da patente, incluindo
definicdes. Além disso, os materiais, métodos e exemplos sdo
ilustrativos somente e ndo se destinam a ser necessariamente
limitantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Algumas configuragdes  da

""" 715 invencdo s3o aqui descritas, a titulo de exemplo somente,
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25

com referéncia aos desenhos e imagens anexos. Com referéncia
especifica agora aos desenhos e imagens em detalhe, destaca-
se que os detalhes s8o ilustrados a titulo de exemplo e com
a finalidade de discussfc ilustrativa dos modos de
realizacdo da invengdo. A esse respeito, o relatdrio tomado
em conjunto com os desenhos e imagens, torna evidente para
og técnicos no assunto como os modos de realizagdo da
invenc3o podem ser colocados em pratica.
Nos desenhos:
a figura 1 é um alinhamento das sequéncias de proteina de
transporte de ATP E. cuniculi ATP e os homdlogos
encontrados no N. cerana;

a figura 2 é um grafico ilustrando a melhor sobrevida de
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abelhas alimentadas com dsRNA de homélogos de
proteina de transporte de ATP/ADP do N. cerana. O
eixo Y representa o nlimero de abelhas
sobreviventes contado por minicolmeia, em cada
ponto no tempo e o eixo X representa o numero de
dias a partir da inoculagdo com N. cerana. N=6
minicolmeias por tratamento;

é um histograma ilustrando niveis reduzidos de
esporos de Nosema em abelhas encontradas mortas
depois de alimentar as colmeias e caixas com
dsRNA de homdélogos de proteina de transporte de
ATP/ADP do N. cerana. As abelhas mortas que
sucumbiram & infec¢do por Nosema nos experimentos

na caixa e minicolmeia foram recolhidas do dia 7

ao diéj igipés—i;feccéo e o8 esporos preparados
para contagem em um hemacitdémetro conforme aqui
descrito. Abelhas ndo infectadas (ndo foram
detectados esporos de Nosema) foram excluidas das
amostras. O eixo Y é o nlimero médio de esporos
por 16 gquadrados. N= 75 amostras. Observe que a
alimentag3o com dsRNA de hombélogos de proteina de
transporte de ATP/ADP do N. cerana resultou em
uma contagem de esporos malor que trés vezes O
nimero menor nas abelhas mortas, infectadas, em
comparagdo aos controles ndo tratados;

é um histograma ilustrando a redugdo do apetite
em abelhas alimentadas com dsRNA de homdélogos de

proteina de transporte de ATP/ADP do N. cerana.
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Apetite, expresso como a tendéncia de resposta
positiva no experimento de Reflexo de Extensdo de
Proboscideo (PER) foi consistentemente maior
entre as abelhas de controle infectadas, nao
tratadas (Nosema + Sacarose somente) do gue nas
abelhas alimentadas com dsRNA de homdlogos de
proteina de transporte de ATP/ADP do N. cerana.
N= 1000 respostas totais. Observe gque o limiar
aumentado da resposta PER em abelhas alimentadas

com dsRNA de homdlogos de proteina de transporte

de ATP/ADP do N. cerana €& mais claramente
evidente em baixas (<1%) concentragdes de

sacarcose, indicando estresse metabdlico menor nas

abelhas tratadas;

& um hgéfoé;amai ilust£;;d; o silenciamento
especifico da expressdo génica do Nosema pelo
dsRNA de homdlogos de proteina de transporte de
ATP/ADP do N. cerana. Niveis de expressdo génica
de homdélogo de proteina de transportador de
ATP/ADP do Nosema NC123 em abelhas alimentadas
com dsRNA especifico para Nosema foram testados
por PCR em tempo real, normalizados em relagdo a
expressdo génica de tubulina do Nosema e
expressos em relagdo a expressdao NC 123 em
abelhas infectadas por Nosema alimentadas com
sacarose somente (sem tratamento), que receberam
um valor de 1. Titulos de Coluna da esquerda para

a direita: Sem tratamento, Tratamento NCO0O06
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(alimentadas com dsRNA de proteina NC006),

Tratamento NC123 (alimentadas com dsRNA de

proteina NC123), Tratamento NC6+Ncl23
. (alimentadas com dsRNA de NC006 e dsRNA de
5 proteina Ncl23 combinadas), Tratamento R.N.

(alimentadas com dsRNA de proteina NC006, dsRNA
de proteina Ncl123, dsRNA de proteina Nc0l4 e
dsRNA de proteina Nc0l17 combinados) e Dia 0 (ndo
infectadas). Observe a redugdo significativa do
10 nGmero de transcricdo, sgomente entre as abelhas
alimentadag com dsRNA no qual estava presente o
dsRNA de homdélogo especifico de NC123;
a figura 6 & um histograma ilustrando a maior sobrevida de

abelhas alimentadas com dsRNA de proteinas

" mitossbmicas e n3o mitossémicas do N. cerana. A

D
porcentagem média das abelhas em uma minicolmeia
sobreviventes no dia 14 apds a infecgdo por
Nosema € indicada para abelhas alimentadas com
dsRNA especifico para Nosema de homdlogos de
20 proteina relacionados a energia mitossdmicos e
ndo mitossdmicos. Titulos de coluna, comegando da
segunda a partir da esquerda: Sem tratamento,
infectadas, NCé (alimentadas com dsRNA de
proteina NC006 de Nosema), Tratamento NC123
25 (alimentadas com dsRNA de proteina NC123 de
Nosema), NC17 (alimentadas com dsRNA de proteina

Nc017 de Nosema), TOM70 (alimentadas com dsRNA de

proteina Nc0l1l4 de Nosema), REN+TOM70 (alimentadas
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com dsRNA de proteina NC006 de Nosema, dsRNA de
proteina Ncl123, dsRNA de proteina Nc014, dsRNA de
proteina Nc0l1l7 e dsRNA de proteina TOM70
combinadas) e REN (alimentadas com dsRNA de
proteina NC006, dsRNA de proteina Ncl23, dsRNA de
proteina Nc01l4 e dsRNA de proteina Nc017
combinadas). Observe o aumento significativo da
sobrevida por meio da alimentagdo de algumas,
porém ndo todas, com dsRNA especifico de Nosema
(por exemplo, nc0l4, nc0l7 e TOM70) e o efeito
sinérgico da alimentag¢do de nc006, ncl23, nc01l4,

nc0l7 e TOM70 dsRNA combinados;

a figura 7 & um grafico ilustrando a maior sobrevida de

abelhas alimentadas com dsRNA de ©proteinas

mitossbmicas e nio mitossdmicas de N. cerana,
como porcentual de abelhas sobreviventes apds a
infecc8o, expresso ao longo de toda a duragdo do
experimento. Legenda: Sem tratamento, infectadas
(=), NC6 (alimentadas com dsRNA de proteina NCO006
de Nosema) (A), Tratamento NC123 (alimentadas com
dsRNA de proteina NC123 de Nosema) (W), NC14
(alimentadas com dsRNA proteina Nc014 de
Nosgema) (Ox), NC17 (alimentadas com dsRNA de
proteina Nc017 de Nosema) (o), TOM70 (alimentadas

com dsRNA de proteina Nc014 de Nosema) (:

REN+TOM70 (alimentadas c¢om uma combinacdo de
dsRNA de proteina NC006 de Nosema, dsRNA de

proteina Nc123, dsRNA de proteina Nc01l4, dsRNA de
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proteina Nc01l7 e dsRNA de proteina TOM70) (V) e
REN (alimentadas com uma combinac¢do de dsRNA de
proteina NC006, dsRNA de proteina Ncl23, dsRNA de
proteina Nc014 e dsRNA de proteina NcO017) (-=).
Observe a taxa de sobrevida consistentemente
gsuperior entre as abelhas alimentadas com uma
combinag¢do de nc006, ncl23, nc0l4, nc0l7 e TOM70
dsRNA (V) ;

& um grafico ilustrando a maior sobrevida de
abelhas alimentadas com dsRNA de uma combinagdo
de proteinas mitossdmicas e ndo mitossbmicas de
N. cerana, como porcentual de abelhas
sobreviventes, apds a infecgdo, expressa ao longo

de toda a duracdoco do experimento. Fol observada

mortalidade signifiéétivamente reduzida em
minicolmeias de abelhas alimentadas com uma
combinacdo de dsRNA de proteina Nc01l4 de Nosema
cerana, proteina Nc017 e proteina TOM70
(TOM70+NC14+NC17, ¢), comparadas das abelhas néo
tratadas (S.0., W) ;

é uma fotomicrografia ilustrando a alta contagem
de esporos de Nosema caracteristica de abelhas
sobreviventes alimentadas com uma combinagdo de
dsRNA de proteina Nc01l4 de Nosema cerana,
proteina Nc0l17 e proteina TOM70, 21 dias apds a

infeccéo;

a figura 10é& uma fotomicrografia ilustrando a auséncia de

esporos de Nogema nas abelhas de controle ndo
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tratadas, sobreviventes alimentadas com sacarose
gsomente, 21 dias apds a infecgdo; e

a figura 11é um gréafico ilustrando a maior sobrevida de
abelhas alimentadas com dsRNA de proteinas
mitossdmicas e ndo mitossbdbmicas de N. cerana,
como porcentual de abelhas sobreviventes depois

da infeccd3o, expressa ao longo de toda a duragdo

do experimento. Legenda: Sem tratamento, nao
infectadas (Tratamento A), Sem tratamento,
infectadas (Tratamento B) e alimentagdo com

combinacdo de dsRNA de proteina NC006 de Nosema,
dsRNA de proteina NC123, dsRNA de proteina Nc014,
dsRNA de proteina Nc017 e dsRNA de proteina TOM70

(Tratamento C). Observe a taxa de sobrevida

consistentemente superior entre as abelhas

alimentadas com uma combinagdo de nc006, ncl23,

nc0l4, nc0l7 e TOM70 dsRNA (Tratamento C).
DESCRICAO DAS CONFIGURAGOES DA INVENGAO

A presente invengdo, em algumas
configuragdes, se refere a métodos e composigdes para
reduzir a suscetibilidade de abelhas a infecgdo por Nosema
e/ou reducdo da gravidade das infecgdes por Nosema por meio
da alimentacdo com dsRNA especificc para Nosema.

Antes de explicar em detalhes
pelo menos uma configuragdo da invengdo, deve-se entender
que a invencdo n8oc estd necessariamente limitada em sua
aplicacdo aos detalhes definidos na descrigdo que se segue

ou exemplificada pelos Exemplos. A invengdo é passivel de
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outras configuragdes ou de ser praticada ou realizada de
varias maneiras.

Durante a colocagdo da presente
invencd3o em pratica, os inventores demonstraram gue a
ingestdo por uma abelha de composigdes contendo uma ou mais
moléculas de dsRNA, nas quais pelo menos um segmento da
molécula de dsRNA corresponde a um segmento substancialmente
idéntico de RNA de proteina mitossbdmica do Nosema e/ou um ou
mais homélogos do transportador de ATP/ADP ndo mitossdmicos
resultard em menor incidéncia e gravidade de uma infecgdo
causada por Nosema e sobrevida muito maior das abelhas e da
coldnia como um todo. Esses resultados indicam que a
molécula de polinucleotideo, DNA ou RNA, oriunda de uma

proteina mitossdmica de Nosema e/ou peloc menos uma seqguéncia

g&lcionaii7dégiﬂsaélogoéiuagr proteina de transportador de
ATP/ADP n3oc mitossémicas pode ser usada para desenvolver um
agente de &cido nucléico ou construgdo de &cido nucléico de
acordo com os métodos da presente invencgdo para produzir uma
ou mais sequéncia de RNA gue podem constituir uma molécula
de dsRNA disponivel para ingestdo pelas abelhas quando
fornecida por meio da alimentag¢do. Durante a préatica, foi
mostrado que as coldnias de abelhas expostas ao dsRNA
especifico de proteina mitossbmica de Nosema em sua
alimentac3o resistiram & infecgdo por Nosema com maior
gsobrevida (veja figuras 2, 6-8 e 11) e menor incidéncia de
abelhas infectadas de modo fatal do gque nas coldnias ndo
tratadas (ver figuras 3 e 8-10) e que o dsRNA especifico da

proteina mitossdmica do Nosema fornecido juntamente com o
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dsRNA de homdlogo de proteina do transportador de ATP/ADP
ndo mitossdmico foi sinérgico em seu efeito protetor.

Asgsim sendo, de acordo com uma
configuracdo da presente invengdo, é previsto um método para
reduzir a suscetibilidade de wuma abelha & infecgdo por
Nosema, compreendendo alimentar a abelha com uma guantidade
eficiente de um agente de dcido nucléico isolado,
compreendendo a regulacgdo descendente de sequéncia de &acido
nucléico de um produto génico do Nosema, ou construgdc de
dcido nucléico compreendendo a sequéncia de &acido nucléico,
reduzindo, desse modo, a suscetibilidade da abelha a
infec¢dc por Nosema.

Conforme agui utilizado, o}

termo “abelha” & definido como gqualquer um dos varios

15

25

insetos alados, cém COorpos beludos, geralmente com ferrdes
da superfamilia Apoidea da ordem Hymenoptera, incluindo
tanto a espécie solitéria como a social e caracterizados por
possuirem partes da boca para sugar e mastigar para reunir
néctar e pdlen. Exemplos de espécies de abelhas incluem,
entre outros, Apis, Bombus, Trigona, Osmia e similares. Em
uma configuracdo, as abelhas incluem, entre outras, abelhas
grandes (Bombus terrestres) e abelhas meliferas (Apis
melifera).

Conforme aqui utilizado, o
termo “coldnia” é definido como uma populagdo de ddzias até
geralmente varias dezenas de milhares de abelhas meliferas

gque cooperam na construgdo do ninho, coleta de alimento e

construcdo da ninhada. Uma coldnia geralmente tem uma Unica
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rainha, o restante das abelhas sendo “operarias” (fémeas) ou
“zangdes” (machos). A estrutura social da coldnia &€ mantida
pela rainha e pelas operdrias e depende de um sistema
eficiente de comunicagdo. A divisdo do trabalho dentro da
casta operéria depende, basicamente, da idade da abelha, mas
varia com as necessidades da coldnia. A reprodugdo e a forga
da colénia dependem da rainha, da quantidade de depdsitos de
alimente e do tamanho da forga operdria. As abelhas
meliferas também podem ser subdivididas em categorias de
“abelhas de colmeia”, geralmente na primeira parte da vida
das operdrias, durante a qual a “abelha de colmeia”
desempenha tarefas dentro da colmeia e a “abelha forrageira”

durante a Ultima parte da vida da abelha, na qual a

3fe£rageirafA,ngalizgg,gfgrgqglhg‘7p§¥¢547g7;péggéy fora da
colmeia e leva o néctar ou pdlen para dentro da colmeia para
consumo € armazenagem.

Conforme aqui utilizado, o}
termo “tolerincia” é definido como a capacidade de uma
abelha ou coldénia de abelhas resistir e/ou suportar a
infestag3o por e/ou a proliferagdo de um patdgeno de Nosema,
incluindo, entre outros, grau de infec¢do, gravidade dos
sintomas, infectividade de outros individuos (contédgio) e
gimilares. A tolerincia pode ser avaliada, por exemplo,
monitorando a longevidade/expectativa de wvida da abelha,
infectividade, ©presenga de sintomas, tais como, entre
outros, apetite, vitalidade, alcance de voo, etc., presenga
de organismos patogénicos, ou curso de tempo de uma doenga

em uma populacdo depois de um estimulo com patdgeno de
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Nosema.

Conforme aqui utilizado, o
termo “suscetibilidade” é definido como a capacidade de uma
abelha ou coldnia de abelhas ser infestada ou infectada e/ou
suportar a proliferacdo de um patdgeno de Nosema, incluindo,
entre outros, grau de infecgdo, gravidade dos sintomas,
infectividade de outros individuos (contégio) e similares. A
suscetibilidade pode ser avaliada, por exemplo, monitorando
a infectividade, presenga de sintomas, tais como, entre
outros, apetite, vitalidade, alcance de voo, etc., presenga
de organismos patogénicos, mortalidade ou curso de tempo de
uma doenca em uma abelha individual ou populagdo de abelhas
depois de um estimulo com patdgeno de Nosema.

. . . _ .  _Conforme 4§QE},4,QE}1E?adOr o)

termo “Nosema” é definido como gqualgquer organismo de um
género (o tipo da familia Nosematidae) de protozoarios
microsporidios que inclui varios parasitas, especialmente os
que provocam doeng¢a em abelhas ou colbnias de abelhas. O
Nosema que causa infecg¢do em abelha inclui, entre outros, N.
cerana e N. apis. A infec¢3o de abelhas ou coldnias de
abelhas com o parasita do Nosema é comumente conhecida como
Nosemose. Deve-se observar que oS mecanismos de
silenciamento génico aqui descritos podem ser eficientes
para combater espécies de microsporidios que infectam outros
hospedeiros além de abelhas, com exemplos incluindo, entre
outros, bicho-da-seda e humanos. Contudo, devido a
heterogeneidade das rotas de RNAL e metabdlicas em

microsporidios e, tendo em vista do papel critico das rotas



26/75

de RNAi enddgeno do parasita individual para silenciamento
génico eficiente, pode ser necesséria a identificagdo dos
genesg-alvo candidatos eficientes em cada caso.
Conforme agui utilizado, o
5 termo “mitossoma” é definido como uma organela tipo
mitocdndria de membrana de ligacdo dupla de Microsporidios
altamente reduzidos tanto da perspectiva de tamanho fisico
como da complexidade biogquimica. As proteinas mitossdmicas,
entre outras, proteina e proteinas de importagao de
10 metabdlito (TOM70, TIM22, TOM40, Imp2, Hsp70 mitocondrial e
proteinas transportadoras ATM1-ABC), proteinas envolvidas na
montagem e exportacdo ISC (frataxin, ferredoxina, ISCU,
ISCS, ERV1 e ferredoxina, NADPH oxido-reductase [FNR],

¥ﬁf4,4,f4,subunidade&_dg_pi;gvg;piq§§ig;9gggqggf PDHa e -B, glicerol-

15 3-fosfato desidrogenase mitocondrial (mtG3PDH) e dismutase
de superdxido contendo manganés (MnSOD) .

Conforme aqui utilizado, o)
termo “proteina transportadora de ATP/ADP” se refere a uma
proteina cuja funcdo é transferir ATP e/ou ADP através das

20 membranas. Os homdélogos de proteinas transportadoras de
ATP/ADP de microsporidios para proteinas transportadoras de
ATP/ADP de outras espécies foram identificadas no E.
cuniculi e N. cerana (ver acima e figura 1). Conforme aqui

utilizado, o termo proteinas transportadoras de ATP/ADP

25 “putativas”, “ortbdlogos de proteina transportadora de
ATP/ADP” ou “homdélogos de proteina transportadora de
ATP/ADP” se referem a proteinas, ou polipeptideos

codificados putativog de sequéncias de polinucleotideos gque



10

27775

possuem identidade de aminodcido significativa ou semelhanga
com proteinas transportadoras de ATP/ADP conhecidas de
outras espécies e/ou que possuem sequéncias de consenso
comuns as proteinas transportadoras de ATP/ADP conhecidas.
Exemplos de proteinas transportadoras de ATP/ADP do Nosema,
ou homdlogos de proteinas transportadoras de ATP/ADP sd&o
nci23 (SEQ ID NO:19), nc006(SEQ ID NO:22), nc01l4(SEQ 1ID
NO:21) e nc0l1l7 (SEQ ID NO:20).

Conforme aqui wutilizados, os
termos “doenca de abelha” ou “doenga de coldénia de abelhas”
sdo definidos como alteragdes indesejéveis no comportamento,
fisiologia, morfologia, capacidade reprodutiva, valor
econdmico, viabilidade, produgdo de mel, capacidade de

polinizacdo, resisténcia a infecgdo e/ou infestagdo de uma

15
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abelha, uma populacdo de abelhas e/ou coldnia de abelhas,
direta ou indiretamente zresultantes de contato com um
parasita do Nosema ou abelha infectada por Nosema ou outro
organismo.

Um esbogo do genoma do N.
cerana foi fornecido em Cornman et al., 2009 Plos Pathogen.

Durante a colocagdo da presente
invenc3o em pratica, os inventores demonstraram que fornecer
dsRNA mitossdmico especifico do Nosema, isoladamente ou em
combinacdo com dsRNA adicional especifico para homdélogos de
proteina transportadora de ATP/ADP do Nosema ndo mitossdmico
na alimentac3oc de abelhas expostas ao Nosema reduziu
substancialmente a incidéncia e os niveis de sequéncias de

Nosema detectadas nas abelhas (ver figura 5). Assim sendo,
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em algumas configuragdes da presente invengdo, os métodos e
composigdes sdoc Uteilis para a regulagdo descendente da
expressdo de polipeptideos mitossdmicos ou ndo mitossdmicos
do Nosema em uma abelha.

Conforme aqui utilizado, o
termo “regulacdo descendente da expressdo” é definido como
causar, direta ou indiretamente, a redugdo da transcrigdo de
um gene desejado, redugdo da gquantidade, estabilidade ou
tradutibilidade de produtos de transcrigdo (por exemplo,
RNA) de dito gene, redugdo da tradugdo de polipeptideo(s)
codificado(s) pelo gene desejado e/ou redugdo da quantidade,
estabilidade ou alteragdo da funcdo biogquimica dos

polipeptideos codificados pelo gene desejado, de modo a

~—— _ _reduzir a quantidade ou fungdo dos produtos génicos.
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Conforme aqui utilizado, o termo “regulagdo descendente da
expressdo” também se refere a redugdo da quantidade,
estabilidade ou tradutibilidade de moléculas de RNA
mitossdmicas ou ndo mitossbmicas do Nosema em células de
abelha. A regulagdo descendente da expressdo de um RNA
génico do Nosema pode ser monitorada, por exemplo, pela
detecgdo direta de transcrigdes génicas (por exemplo, por
PCR), pela detecgdo de polipeptideo(s) codificado(s) pelo

gene ou RNA de Nosgema da abelha (por exemplo, por Western

blot ou imunoprecipitac@o), por deteccdo de atividade
biolégica de polipeptidecs codificados pelo gene (por
exemplo, atividade catalitica, composto de coordenagdo e
similares), ou monitorando as alteracdes de uma célula ou

organismo resultante da redugdo da expressdo de um gene do
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Nosema desejado ou RNA do Nosema (por exemplo, menor
proliferacdo de um parasita do Nosema, menor viruléncia de
um parasita do Nosema, etc.). Pode-se verificar que as
alteragdes no andamento, gravidade, duragdo, etc. de uma
infecgdo por Nosema podem ser monitoradas em alguns casos
via observacd3o do hospedeiro e/ou colbédnia de hospedeiros,
bem como pela observagdo direta do parasita. Essa observagdo
direta pode ser UGtil em casos em que a viruléncia do nosema
em relagdo ao gendtipo da abelha seja alta. Conforme aqui
utilizada, a regulagdo descendente pode ser transitdria, por
exemplo, pela duragdo da presenga de um agente de regulagdo
descendente, ou permanente, resultando na redugdo da
expressdo génica de Nosema ou RNA pela wvida Gtil do

organismo _e/ou suas futuras geragdes.

A regulacgdo descendente dos
polipeptideos mitossdmicos ou ndo mitossdmicos do Nosema
pode ser efetuada no nivel gendmico e/ou de transcrigdo
usando uma variedade de moléculas que interferem na
transcrigao e/ou traducdo (por exemplo, agentes
silenciadores de RNA, Ribozima, DNAzima e antissenso).
Tratamento e prevengdo de infecgdes virais com dsRNA foram
descritos pela publicagdo W0O/2003/004649 de Tenllado et al.
e pedido de patente PCT IL2008/001440 de Paldi et al.. O uso
de dsRNA em insetos estd descrito no Pedido de Patente
Norte-Americano 2007 0250947, Pedido de Patente Norte-
Americano 2006 0272049, Pedidos PCT WO 2007/080127 e WO
2007/080126, Pedido de Patente Norte-Americano 20030150017,

Pedido de patente PCT WO 02/14472, Pedido de Patente Norte-
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Americano 20030154508, Pedido de patente PCT WO 2004/005485,
Pedido de patente PCT WO 99/32619 e Pedido de Patente Norte-
Americano N° 6.326.193.

A geguilr é fornecida uma lista
de agentes capazes de realizar a regulagdo descendente do
nivel de expressao e/ou atividade de polipeptideos
mitogsdmicos do Nosema.

A  regulagao descendente de
polipeptidecs mitossdmicos e ndo mitossdmicos do Nosema pode
ser realizada por silenciamento de RNA. Conforme aqui
utilizada, a frase "“silenciamento de RNA” refere-se a um

grupo de mecanismog reguladores [por exemplo, interferéncia

de RNA (RNAi), eilenciamento génico transcricional (TGS),
-——— — — —silenciamento génico pds-transcricional (PTGS), exclusdo,
cossupressao e repressao translacionall mediados por

20

25

moléculas de RNA resultam na inibigdoc ou “silenciamento” da
expressdo de um gene de codificagdo de proteina
correspondente ou sequéncia de RNA mitossébmico do Nosema. O
silenciamento de RNA foi observado em muitos tipos de
organismos, inclusive plantas, animais e fungos.

Conforme agui utilizado, o
termo “agente de silenciamento de RNA” se refere a um RNA
que é capaz de inibir ou “silenciar” a expressao de um gene-
alvo. Em certas configuracdes, o agente de silenciamento de
RNA é capaz de evitar o processamento completo (por exemplo,
a tradugdo e/ou expressdo completa) de uma molécula de mRNA
através de um mecanismo de silenciamento pds-transcricional.

Os agentes de gilenciamento de RNA incluem moléculas de RNA
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ndo codificadoras, por exemplo duplos de RNA compreendendo
pares de cadeias, bem como RNAs precursores a partir dos
quais esses pequenos RNAs ndo codificados podem ser gerados.
Exemplos de agentes silenciadores de RNA incluem dsRNAg,
tais como siRNAs, miRNAs e shRNAs. Em uma configuragdo, o
agente silenciador de RNA é capaz de induzir interferéncia
de RNA. Em outra configuracdo, o agente silenciador de RNA &
capaz de mediar a repressdo translacional.

Interferéncia de RNA
normalmente se refere ao processo de silenciamento génico
pbds-transcricional especifico da sequéncia em animais
mediado por RNAs interferentes curtos (siRNAS). O processo
correspondente em plantas é geralmente chamado de

silenciamento génico pds-transcricional ou silenciamento de

RNA e também é chamado de exclusdo em fungos. O processo de
silenciamento génico pds-transcricional é considerado um
mecanismo de defesa celular de preservagdo evolutiva
utilizado para evitar a expressdo de genes estrangeiros e &
geralmente partilhado por diversas flora e filos. Essa
protecdo da expressdo de genes estranhos pode ter evoluido
em resposta & produgdo de RNAs de cadeia dupla (dsRNAs)
oriundos da infeccdo viral ou da integragdo aleatdria de
elementos transposon no genoma de um hospedeiro via resposta
celular que destrdi especificamente o RNA homdélogo de cadeia
simples ou RNA gendmico viral.

A presenga de dsRNAs longos em
células estimula a atividade de uma enzima de ribonuclease

III chamada dicer. O dicer estd envolvido no processamento
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do dsRNA em pequenas moléculas de dsRNA conhecidas como RNAs

- interferentes curtos (siRNAs). Esses RNAs interferentes

curtos, oriundos da atividade do dicer, geralmente tém um

. comprimento de cerca de 21 até cerca de 23 nucleotideos e

5 compreendem cerca de 19 duplos de pares bésicos. A resposta

de RNAi1I também inclui um complexo de endonuclease,

geralmente chamado de complexo silenciador induzido por RNA

(RISC), que 7zrealiza a clivagem de RNA de cadeia simples

dotado de sequéncia complementar & cadeia antissenso do

10 siRNA duplo. A clivagem do RNA-alvo ocorre no meio da regido
complementar a cadeia de sentido negativo do siRNA duplo.

Consequentemente, a presente

invencdo contempla o uso de dsRNA para a regulagdo

descendente da expressdo de proteina de mRNA.

15 De acordo com uma configuracédo,
o dsRNA é maior que 30 bp. O uso de dsRNAs longos pode
oferecer varias vantagens porgque a célula pode selecionar a
melhor sequéncia de silenciamento minorando a necessidade de
testar numerosos siRNAs; os dsRNAs longos permitem que as

20 bibliotecas de silenciamento tenham menor complexidade do
que o necessario para siRNAs.

Em uma configuracdo da presente
invengdo, o dsRNA tem mais de 30 pares béasicos e &
selecionado do grupo complementar a uma sequéncia definida

25 em SEQ ID NOs: 55-59. Em outra configuragdo da presente
invengdo, o dsRNA tem mals de 30 pares basicos e compreende
pelo menos duas sequéncias complementares a uma sequéncia

gelecionada do grupc definido em SEQ ID NOs: 55-59. Ainda em
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outra configuracgdo, o dsRNA compreende a sequéncia
complementar a sequéncia definida em de SEQ ID NO: 59 e uma
sequéncia definida em pelo menos um de SEQ ID NOs: 57 e 58.
Em uma configuracdo da presente invengdo, o dsRNA compreende
pelo menos duas sequéncias de regulagdo descendente de
expressdo de um gene-alvo do Nosema, na qual pelo menos duas
sequéncias podem ser contiguas ou ndo contiguas entre si.

Qutro método de regulacado
descendente de proteinas mitossdmicas e ndo mitossdmicas do
Nosema é pela introdugdo de RNAs inibitérios pequenos
(siRNAS) .

O termo "siRNA" ge refere a
pequenos duplos de RNA inibitdérios (geralmente entre os

pares basicos 18-30, entre 19 e 25 pares basicos) que
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induzem a rota de interferéncia de RNA (RNA1i). Geralmente,
0os siRNAs sdo quimicamente sintetizados como 21lmers com uma
regido dupla 19 bp central e protuber@ncias 2-base 3'-
gsimétricas nos terminais, embora tenha sido recentemente
descrito que duplog de RNA quimicamente sintetizados com 25-
30 de comprimento basico podem ter cerca de 100 vezes maior
poténcia em comparagdo aos 2lmers na mesma localizagdo. A
poténcia maior observada obtida usando RNAs mais longos na
ativacdo do RNAi parece, na teoria, resultar do fornecimento
ao Dicer de um substrato (27mer) em vez de um produto
(21mer) e isso parece melhorar a taxa ou eficiéncia de
entrada do duplo siRNA no RISC.

Verificou-se que a posigdo da

protuberdncia 3'- influencia a poténcia de um siRNA e duplos
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assimétricos dotados de uma protuberdncia 3'- na cadeia
antissenso sdo geralmente mais potentes do que os com
protuberdncia 3'- na cadeia senso (Rose et al., 2005). Isso
pode ser atribuido ao carregamento da cadeia assimétrica no
RISC, como og padrdes de eficidcia opostos sdo observados ao
visar a transcrigdo antissenso.

As cadeias de um RNA
interferente de cadeia dupla (por exemplo, um siRNA) podem
ser conectadas para formar uma estrutura hairpin ou stem-
loop (por exemplo, um shRNA). Assim sendo, como mencionado,
o agente de silenciamento de RNA da presente invengdo também
pode ser um RNA hairpin curto (shRNA).

O termo "“shRNA”, conforme aqui

———— — —utilizado, se refere a um agente de RNA dotado de uma
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estrutura stem-loop, compreendendo uma primeira e segunda
regido de sequéncia complementar, o} . grau de
complementaridade e orientag¢do das regiBes sendo suficientes
tal que o pareamento basico ocorra entre as regiles, a
primeira e a segunda regides sendo unidas por uma regido de
loop, o loop resultando da falta de pareamento bésico entre
nucleotideos (ou andlogos de nucleotideos) dentro da regido
do loop. O namero de nucleotideos no loop & um nimero entre
e incluindo 3 a 23, ou 5 a 15, ou 7 a 13, ou 4 a 9, ou 9 a
11. Alguns dos nucleotideos no loop podem estar envolvidos
em interacdes de pares bésicos com outros nucleotideos no
loop. Exemplos de sequéncias de oligonucleotideos que podem
ser utilizados para formar o loop incluem 5'-UUCAAGAGA-3'

(Brummelkamp, T. R. et al., (2002) Science 296: 550) e 5'-
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UUUGUGUAG-3' (Castanotto, D. et al. (2002) RNA 8:1454). Sera
reconhecido por um técnico no assunto que o oligonucleotideo
de cadeia simples resultante forma uma estrutura stem-loop
ou hairpin compreendendo uma regido de cadeia dupla capaz de
interagir com o magquindrio de RNAi.

De acordo com outra
configuracdo, o agente silenciador de RNA pode ser um miRNA.
Os miRNAs s3o RNAs pequenos constituidos de genes due
codificam transcric¢des primdrias de véarios tamanhos. Eles
foram identificados tanto nos animais como nas plantas. A
transcri¢do primdria (chamada de "pri-miRNA") €& processada
por meio de varias etapas nucleoliticas até um miRNA

precursor mais curto, ou "pré-miRNA." O pré-miRNA esta

presente em forma dobrada para que o miRNA (maduro) final
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esteja presente como duplo, as duas cadeias sendo chamadas
de miRNA (a cadeia que eventualmente constitui o par bésico
com o alvo). O pré-miRNA é um substrato para uma forma de
dicer que retira o miRNA duplo do precursor, depois do qual,
de modo semelhante aos siRNAs, o duplo pode ser colocado no
complexo RISC. Foi demonstrado gque os miRNAs podem ser
expressos transgenicamente e ser eficientes por meio da
expressdo de uma forma de precursor, em vez da forma
primdria inteira (Parizotto et al., (2004) Genes &
Development 18:2237-2242 e Guo et al (2005) Plant Cell
17:1376-1386) .

De modo diferente, os <iRNAs,
miRNAs se agregam a seqguéncias de transcrigdo com

complementaridade apenas parcial (Zeng et al., 2002, Molec.
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Cell 9:1327-1333) e reprimem a tradugdo sem afetar os niveis
de RNA em estado estavel (Lee et al., 1993, Cell 75:843-854;
Wightman et al., 1993, Cell 75:855-862). Tanto miRNAs como
S1RNAs sdo processados pelo Dicer e associam-se a
componentes do complexo de silenciamento induzido por RNA
(Hutvagner et al., 2001, Science 293:834-838; Grishok et
al., 2001, Cell 106: 23-34; Ketting et al., 2001, Genes Dev.
15:2654-2659; Williams et al., 2002, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 99:6889-6894; Hammond et al., 2001, Science 293:1146-
1150; Mourlatos et al., 2002, Genes Dev. 16:720-728). Um
relatdério (Hutvagner et al., 2002, Sciencexpress 297:2056-
2060) levanta a hipdtese de que a regulagdo génica através
da rota miRNA versus a rota siRNA é determinada unicamente

pelc grau de complementaridade da transcrigdo-alvo.

Especula-se gque siRNAs com identidade apenas parcial ao
mRNA-alvo funcionam na repressdo translacional, semelhante a
um miRNA, em vez de ativar a degradagdo de RNA.

De acordo com uma configuragdo
da invencdo, o agente de &acido nucléico é capaz de provocar
a clivagem e/ou degradagéo de uma sequéncia de
polinucleotideos-alvo mitossbmicos e/ou nd3o mitossdmicos do
Nosema. Conforme aqgui utilizadas, as expressdes “alvo” ou
“gsequéncia de polinucleotideos-alvo” se referem a qualquer
sequéncia presente em uma célula do Nosema, seja uma
sequéncia que ocorra naturalmente ou  uma sequéncia
heterdloga presente devido a wuma infecgdo patogénica
intracelular ou extracelular ou doenga (por exemplo,

Nosemose) , no qual a sequéncia de polinucleotideos
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mitossdmicos ou nd3o mitossdmicos do Nosema tem uma fungdo
que se deseja reduzir ou inibir. A sequéncia-alvo do Nosema
pode ser uma sequéncia de codificagdo, ou seja, ela &
traduzida para expressar uma proteina ou um fragmento
funcional da mesma. Alternativamente, a sequéncia-alvo pode
ser ndo codificadora, mas pode ter uma fungdo reguladora, ou
pode ndo ter mnenhuma fungdo conhecida. Conforme aqui
descrito, uma sequéncia de polinucleotideos-alvo €& uma
sequéncia de polinucleotideos mitossdmicos do Nosema
necessédria para proteinas envolvidas na transferéncia de
energia, tal como a dos hombdlogos do transportador de ATP
mitogsédbmico do Nosgema ou proteinas de importagdo de
metabdlitos, combinagdes das mesmas, isoladamente ou em

combinagdo com sequéncias de polinucleotideos visando
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proteinas n3do mitossdmicas do Nosema, tais como homdlogos
ndoc mitossdmicos transportadores de ATP/ADP. O termo “gene”
se destina a incluir qualquer sequéncia-alvo destinada a ser
“gsilenciada”, seja ou ndo transcrita e/ou traduzida,
incluindo sequéncias reguladoras, tals como promotores,
acentuassomos e outras sequéncias ndo codificadoras.

Em uma configurag¢do da presente
invencgdo, a sintese de agentes silenciadores de RNA
adequados para uso com a presente invengdo pode ser efetuada
conforme segue. Primeiro, o mRNA de polipeptideo de Nosema
ou outra sequéncia-alvo & escaneado a jusante do coddo de
inicio AUG para sequéncias de dinucleotideos AA. A
ocorréncia de cada AA e os nucleotideos 3’ adjacentes 19 &

registrada como locais-alvo de siRNA em potencial. De
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preferéncia, os locais-alvo de siRNA sdo selecionados a
partir da fase de leitura aberta, porque as regides nao
traduzidas (UTRs) s80 mais ricas em locais de ligagdo de
proteina reguladora. Proteinas de ligagdo UTR e/ou complexos
de iniciacd3o de tradugdo podem interferir na ligagdo do
complexo de endonuclease siRNA [Tuschl ChemBiochem. 2:239-
245]. Verifica-se, no entanto, que giRNAs direcionados a
regi®des ndo traduzidas também podem ser eficientes, como
demonstrado para GAPDH em gue siRNA direcionado para 5’ UTR
mediou cerca de 90% de diminuigcdo de GAPDH mRNA celular e
aboliu completamente o nivel de proteina (ver Biblioteca
Técnica Ambion 91/912 no site da Ambion) .

Segundo, os locais-alvo em

potencial s3o comparados a um banco de dados gendmico
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apropriado (por exemplo, humano, camundongo, rato, inseto,
etc.) usando qualquer software de alinhamento de sequéncias,
como por exemplo, o software BLAST disponivel no servidor
NCBI da NIH. Supostos locais-alvo que demonstram homologia
significativa para outras sequéncias de codificagdo sdo
filtrados. Por exemplo, locais-alvo do hospedeiro (por
exemplo, abelha) podem ser filtrados dessa maneira.

As sequéncias-alvo qualificadas
s3o selecionadas como modelc para sintese de siRNA. As
sequéncias preferidas sio as que incluem baixo teor de G/C,
pois  provaram ser mais eficientes na mediagdo do
silenciamento génico, em comparacdo as que tém teor de G/C
superior a 55%. De preferéncia, sdo selecionados varios

locais-alvo por todo o comprimento do gene-alvo ou sequéncia
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para avaliacgdo. Para melhor avaliacgédo dos siRNAs
selecionados, de preferéncia, é utilizado em conjunto um
controle negativo. De preferéncia, o siRNA de controle
negativo inclui a mesma composigdo de nucleotideos dos
siRNAs mas ndo possul homologia significativa para genoma.
Assim sendo, de preferéncia é wusada uma sequéncia de
nucleotideos misturados do siRNA, desde gque ndo demonstre
nenhuma homologia sgignificativa perante sequéncias génicas
do hospedeiro, ou sequéncias-alvo do Nosema nao
relevantes.

Por exemplo, um siRNA do Nosema
adequado pode ser um siRNA especifico do Nosema
correspondendo a sequéncias do Nosema cerana SEQ ID NOs: 27,

47 e 46. siRNAs do Nosema adequados adicionais podem ser

projetados de acordo com seqguénciasgs de qgualquer
Nosema, por exemplo, incluindo, entre outros, Nosema
apis, Nosema bombi, Nosema bombycis, Nosema
antheraeae, E. cuniculi e similares. De acordo com
uma configuracao egpecifica, as sequéncias-alvo
mitossdmicas do Nosema sdo homdélogas do transportador
de ADP/ATP 123 e/ou proteina de transporte de
metabdlitos mitossbmicos TOM 70 e qualguer ou todos
os homélogos de transportador de ADP/ATP nao
mitossbmicos, Nc 006, Nc 014 e Nc 017. Sequéncias primer
para produzir agentes de acido nucléico para silenciar esses
genes sdo detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de dsRNA especificas de Nosema para

selecionar homdélogos de transportador de ATP/ADP e
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TOM70 e sequéncias primer usadas para fazé-los

Nome do Primer Sequéncia

HOMOLOGO DE PROTEINA DE (SEQ ID NO)

TRANSPORTADOR DE ADP/ATP

NA7001 T7 Nc006 F CTAATACGACTCACTATAGGGAGACAGCTAACGAGCCCGTTTC
(SEQID NO:1)

NA7002 T7 Nc006 R CTAATACGACTCACTATAGGGAGACCATAGTAATCCATCCACTAC
(SEQIDNO:2)

NA7003 T7 Nc123 F CTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGGTCTTTAACGAATGGAC
(SEQID NC:3)

NA7004 T7 Nc123 R CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGGGCACGCTATGGCAAC
(SEQID NO:4)

NA7005 T7 Nc014 F CTAATACGACTCACTATAGGGAGACTCCTGGACAGTCCGCTAG
(SEQ ID NO:5)

NA7006 T7 Nc014 R CTAATACGACTCACTATAGGGAGAATCAGTTGACGGTAAACGG
(SEQ ID NO:6)

NA7007 T7 NcO17 F CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTTGATGGGCTTATCTCC
(SEQIDNO:7)

NA7008 T7 Nc017 R CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAATGCGATTTCCACGG
(SEQ ID NO:8)

PROTEINA TOM-70

NT7009 T7 TOM70 F CTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGAATGTTACAAGCAGATGGG
(SEQID NC:9)

NT7015 TOM70 R CTAATACGACTCACTATAGGGAGAACCAGGAGTATCTGGATGAC
(SEQ ID NO:10)

*Observagdo: As sequéncias especificas do Nosema estdo em

fonte normal.

SiRNAs de Nosema adequados

adicionais podem ser projetados de acordo com sequéncias de

qualquer sequéncia do Nosema, por exemplo, as sequéncias-

aqui detalhadas, incluindo, entre outras, TOM70 (por exemplo,
SEQ ID NOs:60-11687), TIM22, TOM4O (por exemplo, SEQ ID NOs: 11688-
19103), Imp2, Hsp70 mitécondrial (por exemplo, SEQ ID NOs: 19104-
34511), proteinas transportadoras de ATML-ABC (por exemplo, SEQ ID
NOg: 34512-80411), Frataxin, Ferredoxina, ERV1 (por exemplo, SEQ ID
NOs: 80412-84803), ferredoxina, NADPH oxido-redutase [FNR] (por
exemplo, SEQ ID NOs:84804-94911, 94912-108140), subunidade «
piruvato desidrogenase (por exemplo, SEQ ID NOs: 108141-116852),
subunidade f piruvato desidrogenase (por exemplo, SEQ ID NOs:
116853-125294) , glicerol-3-fosfato desidrogenase

mitocondrial (mtG3PDH) (por exemplo, SEQ ID NOs: 125295-
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140999), dismutase de superdxido contendo manganés (MnSOD)
(por exemplo, SEQ ID NOs: 141000-146687), DNAJ (Hsp70 interagente)
(por exemplo, SEQ ID NOs: 146688-157505), Centro de Ferro-Enxofre

ISUl, Cisteina desulfurase Negfl(por exemplo, SEQ ID NOs: 157506-
5 169079), NARL(por exemplo, SEQ ID NOs:169080-178790), RLIL(por
exemplo, SEQ ID NOg:178791-195062), NC006 (por exemplo, SEQ ID
NOs: 195063-209633, NC1l23 (por exemplo, SEQ ID NOs: 209634-
224609), NC014 (por exemplo, SEQ ID NOs: 224610-239747) e NCO17(por
exemplo, SEQ ID NOg:239748-252698) (ver Tabela 2 abaixo).
10 Tabela 2: Proteinas do Nosema adequadas para visar com dsRNA
Encephalitozoon Nosema SEQID NOC:
GenBank GenBank
(proteina) (proteina) Nosema  GenBank  (DNA)
coordenadas
TOM70 EEQ82075.1
ACOL01000120 / 8001-9314 SEQID NO:27
22 CAD25556:1
TOM40 CAD25408.1 EEQ82411.1
ACOL01000061 / 14217-15062 SEQID NO:28
Imp2
Hsp70 NP_586360 EEQ81757
mitocondrial
ACOL01000228.1/4051-5784 SEQID NO:29
ATM1-ABC CAD26030 EEQ82581.1
proteinas
transportadoras ACOL01000042 / 1310-3019 SEQ ID NO:30
EEQ82586.1
ACOL01000042 / 8786-10507 SEQ ID NO:31
EEQ82587 1
ACOL01000042 / 10905-12638 SEQ ID NO:32
Frataxin XP_965969 -
Ferredoxina NP_585988.1| -
ERV1 CAD25469 EEQ82883
ACOL01000016 / 5063-5572 SEQID NO:33
ferredoxina CAD27143 EEQ819830
NADPH  oxido-
reductase [FNR)
ACOL01000159 / 6191-7324 SEQ D NO:34
EEQ83026
ACOL01000006 / 2688-4190 SEQ ID NO:35
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Subunidades
piruvato
desidrogenase,
PDHa e-f

CAD27078

EEQ82465

ACOL01000055 / 12839-13828

SEQ ID NO:36

CAD25304

EEQ81634

ACOL01000316 / 888-1847

SEQ D NO:37

glicerol-3-fosfato
desidrogenase
mitocondrial
(mtG3PDH)

CAD25806

EEQ82606

ACOL01000039 / 538-2304

SEQID NO:38

dismutase  de
superoxido
contendo
manganés
(MnSOD)

CAD26018

EEQ82623

ACOL01000038 / 17225-17878

SEQ D NO:39

DNAJ  (Hsp70
interagente)

QB8SRKO

EEQ82425

ACOLO01000059 / 6412-7635

SEQ ID NO:40

Centro  Ferro-
Enxofre ISU1

Q8SSM2

Cisteina
desulfurase Nsf1

Q8SQS2

EEQ82825

ACOL01000020 / 5924-7231

SEQ ID NO:41

Proteinas
citossolicas Fe/S
criticas

NAR1

NP_597440.1

EEQ82578

ACOL01000043 / 12613-13713

SEQ D NO:42

RLI

EEQ83099

ACOL01000003 / 27828-29657

SEQIDNO:43

Homologos
Transportadores
de ATP/ADP

Nc006

EEQ83030.1

ACOL01000006 / 9068-10708

SEQ ID NO:44

Nc123

EEQ82057.1

ACOL01000123 / 4795-6480

SEQ ID NO:45

Nc014

EEQ82913.1

ACOL01000014 / 4714-6417

SEQ ID NO:46

Nc017

EEQ82872.1

AC0OL01000017 /9811-11271

SEQIDNO47

Verifica-se que as sequéncias

de dsRNA visam transcrigdes de RNA complementares as

sequéncias de DNA do gene-alvo gue sdo expressas no parasita

(transcritas no RNA) e que a complementagdo real gque ocorre
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nos caminhos de RNAi ocorre depois da redugdo do dsRNA a.
fragmentos menores pelas enzimas RNAi.

Miltiplas sequéncias de Nosema
podem ser projetadas para incluir sequéncias adequadas para
produzir siRNAs eficientes contra mais de uma espécie de
Nosema. Esses mdltiplos dsRNA de Nosema podem ser da
variedade longa ou curta e também podem ser combinados com
sequéncias correspondentes a diversas classes de patdgenos:
(por exemplo, sequéncias virais e/ou bacterianas e/ou’
fangicas, etc.). Além disso, podem ser projetadas miltiplas
sequéncias para incluir duas ou mais sequéncias de dsRNA do
mesmo parasita de Nosema.

Deve-gse verificar que o agente

gsilenciador de RNA da presente invencdo ndo precisa ficar
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limitado agquelas moléculas contendo RNA somente, mas abrange
ainda nucleotideos e nao nucleotideos guimicamente
modificados.

Em algumas configurag¢des, o)
agente silenciador de RNA aqui previsto pode ser
funcionalmente associado a um peptideo de penetragéo
celular. Conforme aqui utilizado, um “peptideo de penetracgao
celular” é um peptideo que compreende uma sequéncia de
aminodcido curta (cerca de 12-30 residuos) ou motivo
funcional que confere as propriedades de translocagdo
independente de energia (i.e. ndo endocitdtica) associadas
ao transporte de complexo permedvel pela membrana por meio
do plasma e/ou membranas nucleares de uma célula. O peptideo

de penetracdo celular utilizado no complexo permeavel da
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membrana da presente invencdo compreende, de preferéncia,
pelo menos um residuo de cisteina ndo funcional, o qual &
livre ou derivatizado para formar um enlace de dissulfito
com um &cido ribonucleico de cadeia dupla que foi modificado
para essa ligagdo. Motivos de aminodcidos representativos
gque conferem essas propriedades estdo relacionados na
patente norte-americana n°® 6.348.185, cujo conteudo &
expressamente aqui incorporado por referéncia. Os peptideos
de penetracdo celular da presente invengdo incluem, de
preferéncia, entre outros, penetratin, transportan, pIsl,
TAT (48-60), pVEC, MTS e MAP.

Outro agente capaz de regular

de modo descendente o polipeptideo do Nosema & uma molécula

___DNAzima capaz .de clivar especificamente uma transcrigdo de
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mRNA ou sequéncia de DNA do polipeptideo do Nosema. DNAzimas
sio polinucleotideos de cadeia simples capazes de clivar
sequéncias-alvo tanto de cadeia simples como de cadeia dupla
(Breaker, R.R. e Joyce, G. Chemistry and Bioclogy 1995;2:655;
Santoro, S.W. & Joyce, G.F. Proc. Natl, Acad. Sci. USA
1997;943:4262) Foi proposto um modelo geral (o modelo "10-
23") para DNAzima. DNAzimas “10-23” possuem um dominio
catalitico de 15 deoxirribonucleotideos, flangqueados por
dois dominios de reconhecimento de substrato de sete a nove
desoxirribonucleotideos cada. Esse tipo de DNAzima pode
clivar eficientemente seu RNA de substrato nas Jjungdes
purina:pirimidina (Santoro, S.W. & Joyce, G.F. Proc. Natl,
Acad. Sci. USA 199; para rev de DNAzimas ver Khachigian, LM

[Curr Opin Mol Ther 4:119-21 (2002)].
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Exemplos de construcgao e
amplificacédo de DNAzimas gintéticas, fabricadas,
reconhecendo locais de clivagem-alvo de cadeia simples e
dupla foram descritos na Patente norte-americana n®
6.326.174 de Joyce et al.

A regulacgédo descendente de
polipeptideos do Nosema ou clivagem de RNA do Nosema também
pode ser efetuada utilizando um polinucleotideo antissenso
capaz de hibridizar especificamente com uma transcrigdo de
MRNA codificando o polipeptideo do Nosema ou sequéncia-alvo
de RNA do Nosema.

0 projeto de moléculas

antissenso que pode ser utilizado para a regulagao

— descendente eficiente de um polipeptideo do Nosema deve ser

efetuado enguanto se consideram dois aspectos importantes
para abordagem antissenso. O primeiro aspecto é a aplicacéo
do oligonucleotideo no citoplasma das células apropriadas,
enguanto o segundo aspecto é o projeto de um
oligonucleotideo que liga especificamente o© mRNA designado
ou sequéncia-alvo de RNA dentro das células de maneira a
inibir sua tradugdo.

Uma série de estratégias de
aplicagéao que podem ser utilizadas para fornecer
eficientemente os oligonucleotideos em uma ampla variedade
de tipos de células foi descrita [ver, por exemplo, Luft J
Mol Med 76: 75-6 (1998); Kronenwett et al. Blood 91: 852-62
(1998); Rajur et al. Bioconjug Chem 8: 935-40 (1997);

Lavigne et al. Biochem Biophys Res Commun 237: 566-71 (1997)
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e Aoki et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun 231: 540-5
(1997)]. Varios métodos para projetar e prever a eficiéncia
de oligonucleotideos especificos usando um sistema in vitro
também foram publicados (Matveeva et al., Nature
Biotechnology 16: 1374 - 1375 (1998)].

Por exemplo, um
oligonucleotideo antissenso adequado direcionado contra mRNA
do Nosema seria das sequéncias complementares as sequéncias
definidas em SEQ ID NOs: 27, 46 e 47.

Assim sendo, o consenso atual é
que desenvolvimentos recentes no campo da tecnologia
antissenso que, conforme descrito acima, levaram a geragao

de algoritmos de projeto antissenso altamente precisos e a

—uma——ampla  variedade de sistemas de.. aplicagdo de

oligonucleotideos possibilitam que um técnico comum projete
e implemente métodos antissenso adequados para a regulagdo
descendente da expressdo de sequéncias conhecidas sem ter
que recorrer a um experimento indevido de tentativa e erro.
Outro agente capaz de regular
de modo descendente o polipeptideo do Nosema €& uma molécula
ribozima capaz de clivar especificamente uma transcrigdo de
mMRNA que codifica um polipeptideo de Nosema. As ribozimas

est3o sendo cada vez mais usadas para inibic¢8o da expressdo

génica especifica de sequéncia pela clivagem de proteinas de

codificacdo de mRNAs de interesse [Welch et al., Curr Opin
Biotechnol. 9:486-96 (1998)1]. As ribozimas foram
identificadas em insetos (Webb et al., Science

2009;326:953), e utilizadas eficientemente para
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gsilenciamento génico em insetos (Lee et al., FASEB J
2001;15:2390-400) .

Um método adicional de
regulagem da expressdo de um gene de polipeptideo de Nosema
em células é via oligonucleotideos formadores de triplex
(TFOs) . Estudos recentes demonstraram gque TFOs podem ser
projetados para reconhecer e ligar-se a regides de
polipurina/polipirimidina em DNA de hélice de cadeia simples

de maneira especifica para a sequéncia. Essas regras de

reconhecimento si3o descritas por Maher III, L. J., et al..,
Science,1989;245:725-730; Moser, H. E., et al..,
Science,1987;238:645-630; Beal, P. A., et al.,
Science,1992;251:1360-1363; Cooney, M., et al..,

-—Science,1988;241:456-459; e Hogan, M. E., et al., Publicagdo

EP 375408. Uma descric3o detalhada do projeto, sintese e
administracio de TFOs eficientes pode ser encontrada nos
Pedidos de Patente norte-americanos n® 2003 017068 e 2003
0096980 de Froehler et al., e 2002 0128218 e 2002 0123476 de
Emanuele et al., e Patente norte-americana n°® 5,721,138 de
Lawn.

RNA, dsRNA, giRNA, ou miRNA da
presente invengdo podem ser produzidos quimicamente ou
enzimaticamente por meio de rea¢gdes manuais ou automaticas
ou in vivo em um organismo. O RNA também pode ser produzido
por gintese organica parcial ou total. Qualqgquer
ribonucleotideo modificado pode ser introduzido por sintese
enzimdtica in vitro ou orgénica. O RNA pode ser sintetizado

por polimerase de RNA celular ou polimerase de RNA
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bacteriofdgico (por exemplo, T3, T7, S8SP6). Caso sintetizado
quimicamente ou por sintese enzimdtica in vitro, o RNA pode
ser purificado antes de alimentar ou formulado em um
transportador aceitédvel e fornecido as abelhas na forma de
ligquido, s6lido ou semissdlido. Por exemplo, o RNA pode ser
purificado a partir de uma mistura por extracdo com solvente
ou resina, precipitacdo, eletroforese, cromatografia ou uma
combinacdo destes. Alternativamente, o RNA pode ser
utilizado sem, ou com purificacdo minima para evitar perdas
devidas ao processamento da amostra. O RNA pode ser secado
para armazenagem ou dissolvido em solugdo aquosa. A solugdo
pode conter tampdes ou sais para promover a témpera e/ou
estabilizacdo das cadeias duplas.

Deve-gse verificar .gque outros

15

20

25

mecanismos além do dsRNA para visar homélogos do
transportador de ATP/ADP de Nosema, ou outras proteinas
mitossdmicas ou nao mitossbmicas podem bloquear
eficientemente a expressdo génica no parasita e, portanto,
reduzir potencialmente os niveis de Nosema, a gravidade dos
sintomas e o contdgio nas abelhas hospedeiras. Quaisquer
moléculas capazes de atravessar a membrana das células
epiteliais das mucosas da abelha e capazes de romper a
expressio ou atividade mitossdmica (por exemplo, homdlogo de
ATP/ADP mitossdmico ou TOM) ou ndo mitossdmica (por exemplo,
homélogo de ATP/ADP ndo mitossdmico) podem potencialmente
entrar no parasita do Nosema no estdgio intracelular e
reduzir os niveis de infecg¢do e gravidade dos sintomas em

abelhas hospedeiras infectadas. Exemplos dessas drogas sdo
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pequenas moléculas, peptideos, enzimas gque interagem com os
transportadores de ATP-ADP, tais como enzimas de quinase ou
fosfatase.

Para transcrigado de um
transgene in vivo ou de um cassete de expressdo, pode ser
utilizada uma regido reguladora (por exemplo, promotor,
acentuassomo, silenciador, lider, intron e poliadenilagéo)
para modular a transcrig8o da cadeia de RNA (ou cadeias).
Portanto, em uma configuracdo, é prevista uma construgdo de
dcido nucléico compreendendo o agente de acido nucléicb. A
construcdo de &cido nucléico pode ter sequéncias de
polinucleotideos construidas para facilitar a transcrigdo

das moléculas de RNA da presente invengdo que sdo ligadas de

- maneira operdvel a uma ou mals sequéncias de_ promotores

funcionais em uma célula de hospedeiro. As sequéncias de
polinucleotideos podem ser colocadas sob controle de um
promotor enddgeno normalmente presente o genoma do
hospedeiro. As sequéncias de polinucleotideos da presente
invengdao, sob controle de uma sequéncia de promotor
operacionalmente ligado pode ainda ser flanqueada por
sequéncias adicionais gque influenciam vantajosamente sua
transcricdo e/ou estabilidade de uma transcrigdo resultante.
Essas sequéncias estdo geralmente localizadas a montante do
promotor e/ou a Jjusante da ponta 3’ da construgdo da
expressdo. O termo “ligado de maneira operacional”, guando
utilizado na referéncia a uma sequéncia reguladora e uma
sequéncia de nucleotideos estruturais, significa que a

sequéncia reguladora provoca a expressdo regulada da
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sequéncia dos nucleotideos estruturais ligados. “Sequéncias
reguladoras” ou “elementos de controle” se referem a
sequéncias de nucleotideos localizadas a montante, dentro ou
a jusante de uma sequéncia de nucleotideos estruturais e gue
influenciam o tempo e nivel ou guantidade de transcrigdo,
processamento ou estabilidade de RNA, ou traducao da
gequéncia de nucleotideos estruturais associados. As
sequéncias reguladoras podem incluir promotores, sequéncias
de lideres de traducgdo, IiIntrons, acentuassomos, estruturas
stem-loop, sequéncias de ligagdo de repressor, sequéncias de
terminacgao, sequéncias de pausa, sequéncias de
reconhecimento de poliadenilagdo e similares.

0 agente de &cido nucléico pode

detalhado, a alimentacdo das abelhas é pratica comum entre

apicultores para suprir as necessidades nutricionais e,
também, por exemplo, as necessgidades suplementares.
Geralmente as abelhas se alimentam de mel e pdlen, mas sabe-
se que ingerem alimentos ndo naturais também. As abelhas

podem ser alimentadas com varias coisas, incluindo, entre

outras, Wheast (um levedo lacteo cultivado no queijo
cottage), farinha de soja, levedura (por exemplo, levedura
de cerveja, levedura de térula) e produtos de levedo

fornecidos isoladamente ou em combina¢do e farinha de soja
na forma de uma mistura seca ou bolo Gmido dentro da colmeia
ou como mistura seca em alimentadores abertos fora da
colmeia. Também é Gtil utilizar aglcar ou xarope de aglcar.

A adic3o de 10 a 12 por cento de pdlen em um suplemento dado
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ds abelhas melhora a palatabilidade. O acréscimo de 25 a 30
por cento de pdlen melhora a qualidade e a gquantidade de
nutrientes essenciais para as abelhas manterem sua atividade
vital.

Cana ou agUcar de Dbeterraba,
xarope de milho isomerizado e xarope de aglGcar tipo 50 sdao
substitutos satisfatédrios do mel na dieta natural das
abelhas. Os dois Ultimos podem ser fornecidos as abelhas
apenas na forma liquida.

O alimento 1liguido pode ser
fornecido as abelhas dentro da colmeia, por exemplo, por
qualquer dos seguintes métodos: balde de topo aberto, favos

dentro da camara de choca, alimentador com gquadro de

_divis3o, alimentador boardman, etc. O aglicar seco pode ser.

fornecido colocando uma libra ou duas na tampa interna
invertida. Sempre deve haver abastecimento de &gua para as
abelhas. Em uma configuracdo, s8o consideradas panelas ou
bandejas nas quais estdo presentes apoios flutuantes, tais
como lascas de madeira, rolhas ou esponja pléastica.
Descricdes detalhadas do alimento suplementar para abelhas
podem ser encontradas, por exemplo, na publicagdo USDA de
standifer et al., 1977, intitulada "Supplemental Feeding of
Honey Bee Colonies" (USDA, Boletim de Informagdo de
Agricultura N° 413).

Verifica-se que a dose e O
regime de tratamento do agente de &cido nucléico especifico
de Nosema podem ser melhorados pelo usudrio individual de

acordo com as subespécies hospedeiras, condigdes climaticas,
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estdgio no ciclo de vida do hospedeiro e/ou parasita,
condicdes ambientais do hospedeiro, etc. Por exemplo, o
agente de 4acido nucléico pode ser fornecido as abelhas
constantemente, durante toda a existéncia das colmeias, ou
de acordo com um cronograma predeterminado de alimentacgdo.

Todas as abelhas em uma colmeia
s3o potencialmente suscetiveis as infecgdes causadas por
Nosema aqui detalhadas. Assim sendo, de acordo com algumas
configuragdes, as abelhas podem ser abelhas forrageiras,
abelhas de colmeia e similares.

Também estd previsto um método
para reduzir a suscetibilidade de uma abelha a uma doenca

provocada por Nosema, o método incluindo alimentar a abelha

- ——com uma—qguant idade eficiente de &cido nucléico ou_ construgdo
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de &cido nucléico compreendendo um agente de &cido nucléico
que realiza a regulagdo descendente da expressdo de um
polipeptideo mitossdmico e/ou ndo mitossdmico do Nosema e/ou
provocar a clivagem e/ou degradagdo de um RNA mitossdbmico ou
ndo mitossbmico do Nosema. Métodos para reduzir a
suscetibilidade de uma coldnia de abelhas ou colmeia a
infeccdo por Nosema ou epidemia através da alimentagdo de
oligonucleotideos e/ou polinucleotideos s&o contemplados.
Assim sendo, em algumas configuragdes, a presente invengao
pode ser utilizada para beneficiar qualquer ndmero de
abelhas, desde algumas na colmeia, até a populagédo inteira
de abelhas dentro da colmeia e sua &rea circundante.
Verifica-se que, além da alimentagdo com oligonucleotideos

e/ou polinucleotideos para reduzir a infecgdo e infestagdo



10

53/75

por Nosema, a aplicagdo de medidas sanitdrias adequadas (por
exemplo, ndo reaproveitar colmeias infestadas) pode aumentar
a eficiéncia do tratamento e prevencdo de infecgdes.

Durante a validade de uma
patente gue resultar deste pedido muitos métodos relevantes
para regulagdo descendente de proteinas do Nosema devem ser
desenvolvidos e o escopo do termo “regulagédo descendente de
proteina do Nosema” ou “regulagdo descendente de
polipeptideo do Nosema” deve incluir todas essas novas
tecnologias, a priori.

Conforme aqui utilizado, o
termo “ao redor de” se refere a £ 10 %.

Os termos “compreende”,

W o 1 1 3 " n "
inelur’ “incluindo”, tendo e seus
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“compreendendo’;
conjugados significam “incluindo, entre outros”. Este termo
abrange os termos “consistindo de” e “consistindo
essencialmente de”.

A frase “congistindo
essencialmente de” significa que a composigdo ou método pode
incluir ingredientes e/ou etapas adicionais, mas apenas se
os ingredientes e/ou etapas adicionais ndo alterarem
substancialmente as caracteristicas bésicas e novas da
composicdo ou método reivindicado.

Conforme agui utilizado, a
forma singular “um/a” e “o/a” incluem referéncias ao plural
a menos que o contexto indigue claramente o contrario. Por
exemplo, ©o termo “um composto” ou “pelo menos um

composto” pode incluir uma pluralidade de compostos,
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incluindo misturas dos mesmos.

Ao longo de todo este pedido,
vadrios modos de realizacdo desta invengdo podem @ser
apresentados em forma de intervalo. Deve-se compreender gue
a descricdo em forma de intervalo é meramente para fins de
conveniéncia e concisdo e ndo deve ser interpretada como uma
limitacao inflexivel do escopo da invencdo.
Consequentemente, a descrigdo de um intervalo deve ser
considerada como tendo especificamente descrito todos os
subintervalos possiveis, bem como valores numéricos
individuais dentro daguele intervalo. Por exemplo, a
descrigdo de um intervalo como de 1 a 6 deve ser considerada

como especificamente descrito subintervalos tais como 1 a 3,

. .1 a5, de 2 a4, de 2 a 6, de 3 a 6, etc., bem_como ntmeros
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individuais dentro daquele intervalo, por exemplo, 1,2, 3,
4, 5 e 6. Isso se aplica independente da amplitude do
intervalo.

Sempre que um intervalo
numérico for aqui indicado, ele pretende incluir qualquer
numeral citado (fracionédria ou integral) dentro do intervalo
indicado. As frases “variando/varia entre” um primeiro
nimero indicado e um segundo nimero indicado e
“variando/varia a partir de” um primeiro ntmero indicado
“até” um segundo nimero indicado s3oc utilizadas aqui de modo
trocavel e se destinam a incluir o primeiro e o segundo
nimeros indicados e todos os nimeros de fracdo e integrais
entre eles.

Conforme agqui utilizado, o
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termo “método” ge vrefere a maneiras, meios, técnicas e
procedimentos para realizar uma dada tarefa, incluindo,
entre outros, aguelas maneiras, meios, técnicas e

procedimentos conhecidos ou prontamente desenvolvidos a
partir de maneiras, meios, técnicas e procedimentos
conhecidos pelos praticantes das artes quimicas,
farmacolégicas, biolbégicas, bioquimicas e médicas.

Conforme agqui mostrado, © termo
“tratar” inclui abolir, substancialmente inibir, diminuir a
velocidade ou inverter o progresso de uma condigdo,
substancialmente melhorando os sintomas clinicos ou
estéticos de uma condigZo ou impedindo substancialmente o

aparecimento de sintomas clinicos ou estéticos de uma

condicdo.

Observa-se que certas
caracteristicas da invencdo, que, para fins de clareza, sao
descritas no contexto de modos de realizagdo separados,
também podem ser previstas em combinagdo em uma configuracgédo
Unica. De maneira inversa, varias caracteristicas da
invencd3o que s3o, para fins de concisdo, descritas no
contexto de um dnico modo de realizagdo, também podem ser
previstas separadamente ou em qualquer subcombinagao
adequada ou conforme adequado em qualquer outra configuragdo
da invencdo descrita. Certas caracteristicas descritas no
contexto de varios modos de realizagdo ndo devem ser
consideradas caracteristicas essenciais desses wmwodos de
realizac3o, a menos que o modo de realizagdo ndo funcione

sem esses elementos.



56/75

Varios modos de realizacdo e
aspectos da presente invengdo, conforme descritos acima ex
reivindicados nas reivindicacgdes abaixo, encontram apoio 
experimental nos seguintes exemplos.

5 EXEMPLOS

Agora é feita referéncia aos
seguintes exemplos que juntamente com as descrigdes acima,
ilustram algumas configura¢des da invengdo sem limitagdo.
Materiais e Métodos

10 PROTOCOLO DA CAIXA PLASTICA
Regime Experimental
As abelhas foram introduzidas-
em caixas (30-35 abelhas em cada caixa) no dia de estudo 0 e’
~ colocadas em uma sala mantida em temperatura constante de 25
15 °oC, 70% de wumidade relativa e <c¢iclo de 12 horas de
luz/escuro.

Abelhas enfermeiras foram
coletadas da entrada de uma coldnia de abelhas que foil
anteriormente verificada e na qual nd&oc foi detectado N.

20 cerana nas abelhas forrageiras mais velhas. As abelhas foram
colocadas no frio por vérios minutos para reduzir a
atividade. Subsequentemente, 30-35 abelhas foram
transferidas para cada caixa. As abelhas foram observadas
durante os 2 primeiros dias para determinar a estabilidade

25 nas caixas (ou seja, sem alteragdes visiveis da populacgdo).
No dia do estudo 3, foi iniciada a alimentacdo didria dos
grupos de tratamento. Foram acrescentadas as guantidades

indicadas de todos os componentes do tratamento em uma
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solucdo de 66% de aglcar. Todas as caixas foram entdo
monitoradas para verificar a sobrevida das abelhas por até
mais 21 dias.

As caixas foram entdo alocadas
aleatoriamente e igualmente para cada grupo de tratamento.

As abelhas nas caixas foram
alimentadas com um xarope de sacarose via tubo capilar
selado na extremidade gsuperior, evitando assim que
escorresse e possibilitando o fornecimento de alimento
conforme a demanda. Um tubo capilar de alimentagdo foi
colocado em cada caixa.

Aclimatac3o e critérios de incluséo

As capilaridades de alimentagdo

foramcheias com 1,5 mililitroda seolucdo de 66% de-sacarose ——

(w/v) e colocadas nas caixas (uma em cada caixa). As abelhas
foram ent3o deixadas em um periodo de aclimatagdo por 2
dias. Durante o periodo de aclimatagdo - gquaisquer abelhas
mortas no processo de coleta inicial foram substituidas por
abelhas novas. No final dos 2 dias, apenas as caixas nas
quais as abelhas meliferas consumiram a solucdo de sacarose
foram incluidas no experimento.
Grupos de Tratamento

Infectadas nao tratadas
(controle): Alimentadas com solugdo de 66% w/v de sacarose,
ent3do infectadas com Nosema Cerana norte-americana (>100.000
por abelha), no dia do estudo 5. As abelhas foram
subsequentemente alimentadas com 50 microlitros por abelha

de solucdo de 66% de sacarose por mais 12-14 dias.
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Grupo de Tratamento (todas as
quatro sequéncias de dsRNA de transportador de ATP/ADP) :
Alimentadas com solucdo regular de 66% w/v de sacarose,
entdo infectadas com Nosema Cerana norte-americana (>100.000
por abelha), 10 dias ou 3 dias apds a aclimatagdao. As
abelhas foram subsequentemente alimentadas com 50
microlitros por abelha de solugdo de 66% de sacarose por
mais 12-14 dias, contendo 20ug/ml de cada um dos 4 dsRNA de
sequéncia do transportador de ATP/ADP de Nosema
(complementares Aas sequéncias definidas em SEQ ID NOs. 55-
58)

Métodos de avaliagdo
Inspecdo Visual - Taxa de Sobrevivénecia no final do
experimento e —

Apds a administragdo das
solugdes de tratamento nas caixas de abelhas no dia do
estudo 3, todos os dias as abelhas em cada caixa forem
inspecionadas visualmente e contado o nimero de abelhas
mortas em cada caixa.

Niveis de Apetite- Resposta de Extensdo de Proboscideo

As abelhas infectadas com
Nosema mostraram maior nivel de apetite que é tipificado por
uma maior resposta ao aglcar. Especificamente, as abelhas
infectadas com Nosema mostraram nivel limite menor de
resposta ao aglUcar em um ensaio de Reflexo de Extensdo de
Proboscideo.

No final do sistema de

alimentacdo nas caixas ou minicolmeias, as abelhas foram
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colocadas por 5 minutos em um freezer, capturadas
individualmente e colocadas individualmente em um tubo de
vidro e resfriadas em gelo até que ficassem imdéveis. Entéo
foram amarradas em um canudo pléstico com 4,5 cm de
5 comprimento com uma pequena tira de fita no tdrax. O teste
comecou 45 minutos apds a UGltima abelha ser amarrada para
que as abelhas se aclimatassem e 24 abelhas foram testadas
de cada vez. A antena da abelha amarrada foili tocada com uma
gota de sacarose e a resposta de extensao de proboscideo
10 [resposta & extensdo completa de proboscideo - uma Resposta
de Extensio de Proboscideo (PER)] - registrada. Cada abelha
é testada para PER com uma gérie de concentracdo de 0,1%,
0,3%, 1%, 3%, 10%, e 30% de solugdo de sacarose por peso.
- pntre cada duas concentracdes sucessivas, as antenas foram
15 tocadas com &gua para controlar a possivel sensibilizagdo
causada pela estimulagdo repetida.
Nimeros de esporos de Nosema
Todogs og dias, todas as abelhas
mortas eram retiradas de cada caixa, agrupadas de acordo com
20 o tratamento e a contagem de esporos totais de nosema foi
feita com 100 microlitros de &gua por abelha esmagada. AS
contagens de nosema foram realizadas essencialmente conforme
descrito anteriormente por Cantwell et al: Em resumo, oOsS
abdomens das abelhas foram triturados em um pilao de wvidro,
25 misturados vigorosamente com 1,5-2,0 ml de agua e amostrados
(10 ul) em um hemacitdmetro para contagem. O ntGmero total
de Nosema no microscépico foi contado para 16 pequenos

quadrados (ou um quadrado grande). O nimero médio de esporos
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de Nosema por abelha foi calculado conforme segue: (nGmero
total de esporos contados) (4.000.000)/ndimero de guadrados
contados = numero de esporos por abelha.

Preparacdo de dsRNA:

As gsequéncias de Nosema
correspondentes a proteinas mitossdmicas e nao mitossdémicas
associadas ao metabolismo de energia e transporte de ATP/ADP
(SEQ ID NOs: 27, 44, 45, 46 e 47) foram clonadas em um
plasmideo entre dois promotores T7 opostos. Em seguida a
propagagdo do DNA de plasmideo, os fragmentos virais,
incluindo os promotores T7, foram extirpados, purificados em
gel e colocados como modelos para transcrigdo 1in vitro
direcionada para T7.

BPCR em tempo real : ; . _

Preparacdo de amostras:

Foram coletadas apenas as
abelhas vivas e colocadas em um tubo de coleta de 15 ml. Os
tubos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
transferidos para -70c. Foram geradas curvas padrdo para
cada reacdo e curvas especificas para cada gene. As curvas
padrdo se basearam em concentracdes conhecidas de suspensdes
de plasmideos, clonadas com fragmentos amplificados para
cada primer especifico do gene testado. As curvas padrdo
permitem o célculo do nimero arbitrario relativo de cépias
de mRNA de cada gene testado.

Og niveis de expressdo relativa
para cada gene foram calculados como O nimero de cdpias

arbitradrias do gene testado em cada amostra dividido pelo



10

61/75

nimero de cépia arbitrdria de mRNA arbitrédrio de um gene
constitutivo de Nosema ceranae (por exemplo, tubulina ou
actina). Valores de erro médio e padrdo foram calculados
para cada amostra e conjuntos de repetig8es, de acordo com O
projeto experimental.

Os valores de cada tratamento
foram caracterizados como a expressdo relativa do tratamento
de controle no dia do estudo 0 e receberam o nivel de
expressdo de 100%. Valores de erro médio e padrdo foram
calculados para cada amostra e conjuntos de repetigdes, de
acordo com o projeto experimental e analise estatistica
padrdo. Os fragmentos desejados foram transcritos de maneira

inversa e amplificados a partir de RNA isolado de abelhas

. _infectadas por Nosema. Os plasmideos pLUG foram gerados
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usando o kit de vetor de clonagem pLUG(R)-Multi TA da iNTRON
Biotechnology (Gyeonggi-do, Coreia), de acordo com ©
protocolo do fabricante. Os fragmentos amplificados de RT
foram ligados a ©plasmideos e ©s plasmideos ligados
transformados em células competentes de E. coli Top 10,
usando transformacdo por chogue térmico. As células
competentes Topl0 foram incubadas em placas de &gar LB
contendo 200ug/ml de Ampicilina e reagente de selecgdo
azul /branco. As colbdnias que cresceram e tiveram resultado
positivo no teste de presenga do inserto usando amplificagdo
de PCR com o primer adiante do inserto desejado e primer
para tras do plasmideo pLUG. Coldnias com resultado positivo
foram cultivadas em meio LB suplementado com 200ug/ml de

ampicilina. Os plasmideos pLUG foram purificados das células
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topl0 E.Coli usando o mini conjunto de plasmideo de alta
velocidade IBI (IBI Scientific, IOWA, EUA), de acordo com O
protocolo do fabricante.

Protocolo de PCR em tempo real

S 1. Extragdo de RNA do estbdmago de pelo menos 3
abelhas wusando peqgGOLD Trifast, (Peglab, Delaware,
EUA)

2. 8ul da amostra de RNA foram removidog e diluidos em um
volume total de 10ul, para tratamento DNAse I, 30 min

10 a 37°C. (o restante foi guardado a -70°c para uso
futuro) .

3. 2ul do RNA para tratamento DNAse foram diluidos em 1:5
e utilizados como modelo para reagdo RT PCR.
4. Foi utilizado o KIT AB_HIGH CAPACITY cDNA RT 200RXN + 2

15 x RNAse INHIBITOR (Applied Biosystems, California, EUA,
cat:4374966) . O cDNA foi diluido em 1:5 até um volume
final de 100ml usando o Nuclease Free ddH20 e guardado
até ousoa -20°C.

5. Durante a reagdo gPCR foi utilizado AB POWER SYBR GREEN
20 PCR MIX 5ML (Applied Biosystems, California, EUA

cat: 4367659) de acordo com o seguinte  pro-

tocolo:

x1

Componente Conc.Final Volume (pl)

Power SYBR Green PCR Master Mix (2X) 1x 7.5

Primer Adiante (10uM) 500nm 0.5

Primer Para Tras (10uM) 500nm 0.5

Modelo 1-100ng 2

Agua 45

Total 15

Primers
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. N Sequéncia
NOME Alvo Crientagao (SEQ ID NO)
. . AGGAATGGAAGCTTGCGGTA
890111 Actina da Abelha Adiante (SEQ ID NO: 11)
. , AATTTTCATGGTGGATGGTGC
B90121 Actina da Abelha Para fras (SEQ D NO: 12)
, . AGAACCAGGAACGATGGAGA
Ntub7025 Tubulina do Nosema C. | Adiante (SEQID NO: 13)
, . TCCTTGCAAACAATCTGCAC
Ntub7026 Tubulina do Nosema C. | Para tras (SEQ D NO: 14)
NA70011 Nc006 F Adiante CACCTGAAAACAACTTACCTAC (SEQ ID NO: 15)
. GTATCTTGCCTTACCATCAC
NA70021 Nc006 R Para tras (SEQID NO: 16)
NA70031a Nc123 F Adiante GGaAAAGAtGAGAATATGGAAGAAG (SEQ ID NO: 17)
NA70041b Nc123 R Para tras CCAGTTACCCTTGTTTGTGTAGG (SEQID NO: 18)
Todas as reagdes foram

realizadas de acordo com um protocolo térmico gque consiste
de 5 minutos a 95°C, entdoc 40 ciclos do protocolo de quatro
etapas consistindo de 94 °C 20 segundos, 60°C 30 segundos,
72°C 1 minuto e 78°C 20 segundos. A fluorescéncia foi

monitorada repetidas vezes durante a etapa de 78°C, a fim de

10
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reduzir a fluorescéncia dos artefatos de primer.
EXPERIMENTOS EM MINICOLMETA

As abelhas foram introduzidas
em minicolmeias (300 abelhas em cada colmeia) no dia do
estudo 0.

As abelhas enfermeiras foram
recolhidas de dentro da coldénia de abelhas que foi
anteriormente verificada e constatado nado ter N.cerana. As
abelhas foram transferidas para cada minicolmeia contendo uma
rainha em uma gaiola, aproximadamente 300 abelhas em cada minicolmeia,
5 gramas de bolo de proteina e 5 gramas de bala.

As abelhas foram observadas
durante os 2 primeiros dias para determinar a estabilidade
nas minicolmeias (ou seja, sem alteragdes drasticas na

populagdo). No dia 3 do estudo, foi iniciada a alimentacdo
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didria com xarope de sacarose de acordo com 0Os grupos de

tratamento.

1. Infectadas ndo tratadas: As abelhas foram alimentadas
com 15 ml por colmeia (50ul por abelha) por dia com
solucdo de 66% de sacarose.

2. Grupo de tratamento. As abelhas foram alimentadas com
15 ml por colmeia (50ul por abelha) por dia com solugdo
de 66% de sgacarose suplementada com dsRNA mitossdmico
e/ou nidoc mitossdmico de Nosema.

Todas as minicolmeias foram
monitoradas até que tivesse inicio a colocagdo de ovos pela
rainha. Apenas as colmeias gue acelitaram a nova rainha,

fizeram os tratamentos com xarope e nas quals a rainha havia
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iniciado a postura de ovos foram incluidas no experimento.

As caixas de minicolmeias sao
colocadas em uma sala mantida a uma temperatura constante de
30°C e em escuriddo constante. O xarope de sacarose com ou
sem tratamento é alimentado via prato Petri colocado no
fundo da minicolmeia.

Apbs a administragédo das
solugbes de tratamento nas minicolmeias de abelhas no dia do
estudo 3, todos os dias as abelhas em cada caixa foram
inspecionadas visualmente para assegurar a estabilidade do
sistema. Em todas as minicolmeias, as rainhas colocaram ovos
conforme necessdrio para os critérios de inclusdo. No dia
10, quando as abelhas foram infectadas com Nosema cerana
(aproximadamente 100.000 esporos por abelha), uma vez ao dia

foram tiradas fotografias para registrar a sobrevida em
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ambos os lados de cada favo. O numero de abelhas em cada
minicolmeia foi calculado contando as abelhas na tela de
ambos os lados do favo simples na minicolmeia.

Efeito Diferencial de sequéncias de dsRNA do transportador
de ATP/ADP nos niveis de transcrigdo génica de PCR em tempo
real

Verificou-se que as abelhas
enfermeiras coletadas de uma colmeia nao apresentavam N.
cerana. Configuracdo conforme descrito acima.

Foram definidos cinco grupos de
tratamento, trés colmeias de 30 abelhas por grupo, num total
de 90 abelhas por grupo. -Foi incluido wum total de 15
minicolmeias. A alocacdo para os grupos de tratamento foi

feita arbitrariamente no dia 0. A alimentagdo didria foi com
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50 microlitros por abelha de solugdo de 66% w/v de sacarose
com 1 micrograma por abelha cada dsRNA de transportadores de
ATP/ADP. A infecc3o com Nosema foil iniciada no dia 3. Os

cinco grupos de tratamento eram:

1. Controle, N3o tratadas, Infectadas

2. Infectadas+ NC006 dsRNA (complementar & SEQ ID NO:55)
somente

3. Infectadas+NC123 dsRNA (complementar & SEQ ID NO: 56)
somente

4. Infectadas+NC006 dsRNA +NC123 dsRNA (complementar a SEQ

ID NO: e complementar & SEQ ID NO: 56)
5. Infectadas + dsRNA de cada um dos quatro
transportadores de N.C. de ATP/ADP (complementar a cada SEQ

ID NOs: 55-58)
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As caixas pléasticas foram
colocadas em uma sala mantida a uma temperatura constante de
25°C, 70% de Umidade Relativa e ciclo de 12 horas de
luz/escuriddo. A alimentacdo foi conforme descrito para o

5 protocolo da Caixa de Abelhas acima.

As abelhas vivas foram
coletadas no dia 0 e no dia 13 apds a infecgdo. De cada
caixa, as abelhas foram reunidas em grupos de 3 abelhas
(grupos de 3x3 por colmeia, num total de 9 amostras de cada

10 tratamento) e RNA foi extraido separadamente para cada
grupo, conforme descrito acima.
Exemplo 1: Hombdlogos do genoma do Nosema ceranae das
proteinas do transportador de ATP/ADP encontradas no

— — — _Encephalitozoon cuniculi

15 0 genoma N. cerana foi
publicado. A Figura 1 mostra um alinhamento de sequéncia
entre as proteinas mitossdmicas e ndo mitossdmicas de
transportador de ATP encontradas no Encephalitozoon cuniculi
e quatro homdlogos identificados no N. cerana;

20 Exemplo 2: dsRNA visando homélogos de transportador de
ATP/ADP mitossdmicos e ndo mitossdmicos do Nosema reduz as
contagens de esporos de Nosema e a mortalidade causada por
infecqgdo.

Congiderando gue ol Nosema

25 raramente reduz a expectativa de vida das abelhas
enfermeiras em experimentos na caixa devido & alimentagao
dag abelhas ad-libitum (ndo mostrada), osg indicadores de

expectativa de vida reduzida s3o obtidos melhor em um
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ambiente de colmeia. Em nossos experimentos na caixa, ndo
foi observada diferenca na expectativa de vida das
forrageiras dentro do periodo de tempo do experimento.
Quando a expectativa de vida das abelhas foi avaliada no
ambiente de minicolmeia mais natural (figura 2), ficou
claramente evidente que as abelhas em colmeias ndo tratadas
sucumbem mais cedo & infecc3o por Nosema em relagdo as
abelhas de colmeias alimentadas com dsRNA visando 4
homélogos de transportador de ATP/ADP mitossdmicos e nao
mitossébmicos de Nosema (NC123, NC006, NCO1l4 e NCO017).

A fim de determinar a
eficiénecia da alimentac3o de dsRNA na prevengdo de infecgdo

causada por Nosema, foram determinados niveis de parasita em

— — — — —abelhas mortas de amostras infectadas por Nosema. Em todos
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os experimentos com caixa e minicolmeia dos 7 dias pds-
infeccdo até 15 dias pés-infecg8o (as abelhas nas quais nao
foram detectados parasitas no microscépio foram excluidas),
a contagem de niveis de parasitas mostrou claramente que as
abelhas alimentadas com dsRNA  dos 4 homdélogos de
transportador de ATP/ADP de Nosema cerana tiveram uma
contagem tré&s vezes menor em comparagdo aos controles ndo
tratados (figura 3) (N=75 amostras p<0.0001).
Exemplo 3: dsRNA visando homélogos de transportador de
ATP/ADP mitossémicos e n3o mitossdmicos do Nosema reduz ©O
apetite (Resposta de Extensdo de Proboscideo) de abelhas
infectadas com Nosema cerana

Para determinar se a

alimentacdo com dsRNA especifico para ATP/ADP mitossbmico e
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ndo mitossdmico do N. cerana reduz o estresse energético em
abelhas apds infeccdo por N. cerana, o Reflexo de Extensado
de Proboscideo (PER), um indicador de apetite, foi testado
em abelhas tratadas e de controle.

O estresse metabdlico apds
infeccdo por N. cerana em abelhas se manifesta em maior
resposta a concentra¢des de sacarose muito baixas, com PER
em baixa (<1%) a sacarose sendo mensuravelmente aumentada
nas abelhas infectadas. A Figura 4 mostra que a alimentacgdo
com dsRNA especifico para ATP/ADP mitossdmicos e ndo
mitossdmicos de N. cerana aumenta o limite de resposta das
abelhag tratadas, em comparacdo ao das abelhas ndo tratadas.

Embora em concentracido de sacarose mais alta (10-30%) e em

oP

) a diferenca

discernivel nd3o fosse estatisticamente significativa, em
concentracdes menores (0,1-0,3%), a diferenga de resposta
foi significativa (p<0.03 N respostas=330), indicando menor
estresse metabdlico (por exemplo, apetite) nas abelhas
alimentadas com dsRNA especifico de ortdlogo de
transportador de ATP/ADP mitossdmico e ndo mitossbmico de N.
cerana. Embora n3o se deseje ficar limitado a uma dUnica
hipétese, uma explicagdo seria que o silenciamento dos
homélogos de transporte de ATP/ADP mitossdmicos e nao
mitossdmicos de N. cerana possuil um efeito direto sobre o
esgotamento de energia provocado pela infecgdo por N. cerana
(total de respostas=1000).

Além disso, gquando as contagens

de Nosema foram realizadas para abelhas tratadas e de
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controle que participaram do bioensaio (PER), ndo foi
distinguida diferenga significativa nos niveis de infestagdo
de abelhas por parasitas nos diferentes grupos (resultados
nio mostrados). Embora ndo se deseje ficar limitado a uma
Gnica hipdétese, uma explicagdo seria que o tratamento das
abelhas com dsRNA especifico de Nosema ndo s age para
eliminar a infestac¢3o por parasita, como enfraquece a
viruléncia e/ou carga metabdlica da infecgdo por parasita,
aumentando a sobrevida até mesmo entre as abelhas
infectadas. 1Isso também é confirmado pela observagdo de gue
nos experimentos em minicolmeia, controles nado tratados,
verificou-se que a populagdo de abelhas caiu em mais de um
terco apdés a infeccdo com Nosema e nenhuma das abelhas vivas

tinha Nosema aparente. Sem ficar limitado a uma explicagdo,

isso pode se dever & mortalidade mais radpida das abelhas
infectadas.
Exemplo 4: dsRNA visando homdlogos de transportador de
ATP/ADP mitossémicos e n3o mitossdmicos do Nosema reduz
eficientemente os niveis de transcrigdo dos homdélogos de
transportador de ATP/ADP visados

A fim de determinar se a
alimentagado das abelhas com  dsRNA de homdélogos de
transportador de ATP/ADP mitossSmicos e ndo mitossdmicos de
Nosema resulta em um efeito especifico sobre a expressdo dos
genes visados e nd3o em uma alteragdo generalizada do
metabolismo e/ou expressdo génica do Nosema, os niveis de
transcrigio de genes visados especificos em abelhas

infectadas foram avaliados por PCR em tempo Real e
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padronizados contra a expressao génica constituinte
(tubulina de Nosema) .

A Figura 5 ilustra o efeito da

alimentagdo de abelhas com dsRNA de homdlogos de

5 transportador de ATP/ADP mitossdmicos e nao mitossdmicos de

Nosema sobre os niveis de transcrigd@o das proteinas

mitossdmicas especificas de Nosema (Ncl23, SEQ ID NO: 19). A

alimentacdo com dsRNA de homdlogos de transportador de

ATP/ADP mitossdmicos de Nosema Nc006 (“tratamento NCO006”)

10 n3o reduziu a expressdo de homdlogo de transportador de

ATP/ADP mitossdmico e ndo mitossdmico Ncl23. Alimentar as

- abelhas com dsRNA de homélogo de transportador de ATP/ADP

mitossbmico de Nosema Ncl23 (complementar & sequéncia

——— — — -definida em SEQ ID NO: 6) isoladamente (“Tratamento

15 NC123”), ou em combinacgdo com um (Tratamento "NC6+NC123) ou
mais ("Tratamento R.N.") outros homdlogos de transportador de
ATP/ADP mitossbdmicos e ndo mitossbmicos de Nosema (Nc006
complementar & sequéncia definida em SEQ ID NO: 55, Nc014,
complementar & sequéncia definida em SEQ ID NO: 57 e NcO01l7,

20 complementar & sequéncia definida em SEQ ID NO: 58) resultou
consistentemente em silenciamento especifico de 60-70% da
expressdo génica Ncl123 de homdlogo de transportador de
ATP/ADP mitossémico de Nosema. Assim sendo, o)
silenciamento de genes de Nosema alimentando as

25 abelhas com dsRNA de proteinas mitossd8micas e nao
mitossbmicas de Nosema resulta em gsilenciamento
eficiente e especifico da transcrigdo da expressdo

génica de Nosema-alvo.
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Exemplo 5: Aumento sinérgico de
sobrevida apds infec¢d3o por Nosema alimentando com dsRNA
visando proteinas mitossdmicas e ndo mitossdmicas de Nosema

A fim de determinar o efeito do
silenciamento de homdlogos individuais mitossbmicos e nao
mitossdmicos de Nosema relacionados a energia com dsRNA
sobre a resisténcia da abelha a infecg¢do por Nosema, foi
monitorada a sobrevida das abelhas em minicolmeias depois de
alimentadas com wuma variedade de dsRNAs de homélogos
mitossémicos e n3o mitossbdmicos de Nosema relacionados a
energia.

A Figura 6 ilustra que a

alimentacdo dsRNA de alguns, porém nem todos os homdlogos

—— —— —  mitossbmicos e ndo mitossbmicos de Nosema relacionados a
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energia testados resultou em uma melhora significativa da
sobrevida das abelhas tratadas apds infecgdo com Nosema
[ver, por exemplo, “ncl4” (complementar & sequéncia definida
em SEQ ID NO: 57) e '"tom70"(complementar & sequéncia
definida em SEQ ID NO: 59) comparado a "ncl7” (complementar &
sequéncia definida em SEQ ID NO: 58) ou “‘ncl23" (complementar
3 sequéncia definida em SEQ ID NO: 56)]. Alimentar as
abelhas com dsRNA combinado de mais de um ortdlogo
relacionado a energia mitossbdmico e ndo mitossdmico de
Nosema também nem sempre foi igualmente eficiente - dsRNA de
homélogos de transportador de ATP/ADP mitossdmicos e ndo
mitossdbmicos de Nosema combinados e o ortdlogo TOM-70
mitossbmico ("REN+tom70") foi significativamente mais

eficiente em melhorar a sobrevida do que os hombélogos de
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transportador de ATP/ADP mitossdmicos e ndo mitossdmicos de
Nosema sozinhos ("REN”). A Figura 7 dilustra a maior
sobrevida de abelhas alimentadas com dsRNA de homdlogos de

transportador de ATP/ADP mitossémicos e nado mitossébmicos de

Nogema combinados e ortdlogo TOM-70 mitossdmico
("REN+tom70") foi significativa para a duragdo inteira do
estudo.

Alimentar as abelhas com uma
combinacdo de dsRNA de homdélogos de transportador de ATP/ADP
ndo mitossdmicos de Nosema nc0l4 e nc0l7 e o ortdlogo TOM-70
mitossbmico foi eficiente no aumento da sobrevida em
experimentos na minicolmeia (figura 8). Embora a populagédo

de abelhas alimentadas com sacarose apenas ("S.0.") tenha

— —— —  caido mais de um ter¢o no dia 20 apbs a infecgdo, a
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sobrevida das abelhas alimentadas com a combinagdo de dsRNA
para homdélogos de transportador de ATP/ADP de Nosema nc0l4 e
nc01l7 com dsRNA para Nosema TOM-70 ("TOM 70+NC14+NC17")
permaneceu alta ao longo de toda a duragdo do estudo.

As contagens de esporos de
abelhas vivas tratadas com dsRNA combinado para homdlogos de
transportador de ATP/ADP de Nosema nc0l4 e nc0l17 com dsRNA
para TOM-70 ("TOM 70+NC14+NC17") (figura 9) e abelhas de
controle vivas ("S.0.")( figura 10) levadas ao término do
estudo de minicolmeia (dia 20) indicam gquase auséncia de
infeccdo por Nosema nas abelhas de controle vivas, enguanto
altos niveis de infeccdo por Nosema ‘foranl detectados nas
abelhas vivas alimentadas com dsRNA. Embora ndo se gqueira

ficar limitado a uma Gnica hipdtese, isso pode ser explicado



10

73175

pelo fendmeno de alta suscetibilidade & mortalidade por
infecgd3o de Nosema nas abelhas ndo tratadas, deixando apenas
as abelhas nd3o infectadas vivas nas colmeias, enquanto nas
abelhas alimentadas com dsRNA de nosema melhorou a
resisténcia aos efeitos da infecc8o por parasita resultando
em menor wmortalidade e maior sobrevida entre as abelhas
infectadas.

A resisténcia das abelhas a
infeccdo por Nosema também foi testada alimentando com
dsRNAs de hombélogos mitossémicos e ndo mitossdmicos de
Nosema relacionados a energia antes da infecg¢do com parasita
e monitoramento da sgobrevida das abelhas no protocolo da

caixa (alimentacdo continua) apds a infecgdo. A Figura 11

———— —— —4lustra a sobrevida superior, mais de 2 semanas, das abelhas
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alimentadas com dsRNA de homdlogos de transportador de
ATP/ADP mitossdmicos e n3o mitossdmicos de Nosema combinados

(ncl23, nc006, nc0l4 e nc0l7) e o ortdlogo mitossbdmico TOM-

70 (REN+TOM 70, "Tratamento C"), comparadas as abelhas
infectadas ("Tratamento B") e, mesmo nas abelhas néao
infectadas ("Tratamento A"), as abelhas alimentadas com

sacarose somente.

Assim sendo, os resultados aqui
incluidos indicam claramente que o silenciamento génico ao
alimentar as abelhas com dsRNA de algumas, porém nem todas
as proteinas mitossdmicas e ndo mitossOmicas de Nosema
associadas ao metabolismo de energia, tal como transportador
de ATP/ADP e homdélogos de TOM-70, pode reduzir

eficientemente a infecgdo e a viruléncia por Nosema,
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aumentando a sobrevida geral e aumentando especificamente a
sobrevida das abelhas infectadas por Nosema. Embora a
invencdo tenha sido descrita em conjunto com modos de
realizacdo especificos da mesma, ¢é evidente que muitas
alternativas, modificacgdes e variagdes ficardo claras para
o8 técnicos no assunto. Consequentemente, pretende-ge
abranger todas essas alternativas, modificag¢des e variagdes
que se enquadram no espirito e amplo escopo das
reivindicag¢des anexas.

Todas as publicagdes, patentes
e pedidos de patente mencionadas neste relatdério sdo aqui
incorporadas em sua integralidade por referéncia, como se

cada publicagdo, patente ou pedido de patente individual

~——————— fosse especifica e individualmente indicada para ser aqui
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incorporada por vreferéncia. Além disso, a mengdo ou
identificagdo de qualquer referéncia neste pedido ndo deve
ger interpretada como admissdo de que essa referéncia esté
disponivel como anterioridade &a presente invengdo. Quando
utilizados titulos em determinados trechos, os mesmos ndo
devem ser interpretados necegsariamente como limitacgdo.
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REIVINDICACOES

1. ™“AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, caracterizado por compreender uma sequéncia de que
desregula a expressao de um produto génico de um parasita
Nosema .

2. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado por
o referido dsRNA. ser “selecionado a partir de wum grupo
consistido de siRNA, shRNA e miRNA.

3. “CONSTRUCAOQ DE ACIDO
NUCLEICO”, caracterizada por compreender uma sequéncia de
acido nucleico que codifica o agente do 4&cido nucleico
isolado, de acordo com a reivindicagédo 1

4., “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
a referida sequéncia de &cido nucleico ter mais gque 15 pares
de base de comprimento.

5. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado por
a referida sequéncia de acido nucleico ter mais que 30 pares
de base de comprimento.

e = ... ___. 6. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com gualgquer uma das reivindicagdes 1-2
e 4-5, caracterizado por o referido parasita Nosema ser o N.
cerana ou N. apis.

7. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acorde com qualquer uma das reivindicagdes 1-2

e 4-6, caracterizado por o referido parasita Nosema ser o N.



20

25
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cerana e o referido polipeptideo Nosema ser uma proteina
mitossoma de Nosema.

8. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1-2
e 4-6, caracterizado por o referido parasita Nosema ser o N.
cerana e o referido polipeptideo Nosema ser uma proteina
transportadora de ATP/ADP de Nosema ou homélogo da mesma.

9. “ACIDO NUCLEICO ISOLADO”,
de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por a

referida proteina transportadora de ATP/ADP ou homdlogo da

mesma ser selecionado do grupo consistindo de proteinas

codificadas pelos N°s de ID de SEQ: 44, 45, 46 e 47.

10. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO
ISOLADO”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
o referido agente do &cido nucleico isolado compreender pelo
menos duas sequénciés ndo contiguas de a&cido nucleico de
dupla fita de RNA especifico para Nosema, pelo menos uma
proteina transportadora de ATP/ADP ou homdélogo da mesma e
pelo menos uma proteina mitossoma de Nosema.

11. “AGENTE DO ACIDO NUCLEICO

ISOLADO”, de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

"por as referidas sequéncias de &cido nucleico compreenderem

pelo menos uma sequéncia de &cido nucleico complementar a
sequéncia estabelecida no N° de ID de SEQ: 59 e pelo menos
uma sequéncia de 4cido nucleico complementar a sequéncia
estabelecida nos N° de ID de SEQ: 57 ou 58.

12. “ACIDO NUCLEICO ISOLADO”,

de acorde com a reivindicagdo 10, caracterizado por as
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sequéncias de é&cido nucleico compreenderem uma pluralidade
de sequéncias de &cido nucleico compreendendo pelo menos uma
sequéncia de éacido nucleico complementar & sequéncia

estabelecida em cada um dos N°s de ID de SEQ: 55-59.

13. “COMPOSICAO INGERIVEL
PELAS ABELHAS”, caracterizada por compreender o agente de
acido nucleico, de acordo com gualquer uma das

‘reivindicagdes 1; 2 e 4-12 e alimento das abelhas. - -

14. “METODO PARA REDUZIR A
SUSCEPTIBILIDADE DE UMA ABELHA A INFECCAO POR NOSEMA”,
caracterizado por compreender a alimentacdo das abelhas com
uma quantidade efetiva da composicdo ingerivel pelas
abelhas, de acordoc com qualguer uma das reivindicacgdes 1-13,
reduzindo assim a susceptibilidade das referidas abelhas a
referida infecgdo por Nosema.

15, “METODO PARA REDUZIR A
SUSCEPTIBILIDADE DE UMA ABELHA A INFECGCAO POR NOSEMA”, de
acordo com a reivindicacgdo 14, caracterizado por a referida
infecgdo ser uma infecgdo por Nosema cerana e a alimentacdo
com a referida quantidade efetiva da referida composicgéo

ingerivel pelas abelhas reduzir a mortalidade causada pela
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Nosema EEQS82057.1 (1) -MIERG-IMEKIKN--| LTEDEVEAEANSG-RGILSIFRIAKVERRMFWLMTILMF
Nosema EEQ82872.1 (1) MTKTKKFPEVKILLSLTF
Nosema EEQS82913.1 (1) MSVDNSKVLOQNNENSALPTEDREIEYEASNG-SGIYSLIRVAKVERKMEWIMAAMF
Nosema EEQR3030.1 (1) -MSVINET----PENNLPTEDEIDQLANSR-TGLLSYFRVAKVEMPKFFILGIMF
Enc, SEQL (1) -MNEVENNNHSFPREDIPTEDEIEEEANSR-QGIL RYFRVARAEYTKFALLGLMF
Enc. SEQ2 (1) -MSEIGSSVPVNENRPLLTEDEVEAUANSSTVWPLSRIRVARCEWKLWGSLALIF
Enc. SEQ3 (1) -MSTFQLSASSKDSYLFRTEEFLEEEVYGK-TGFFKHIRVARNEWPRVLYLSLLF
Enc. SEQ4 (1) -MSENREIDATDRRDKTFDEEKLRPHVYSS---VAGGMRSTSGDTEAVLLEFSLLF
56 110
Nosema EEQ82057.1 (51) SLISFIVSVGRVIKDAAVLSRQMPLSINCLKSFVILPVTLVCVGLIQKSTLSY St
Nosema EEQR82872.1 (19} LMACVINTLLEFYREIVIMTKQIPSSLY YIKLFFSLPUCLMMSYVQRALNVYSI
Nosema EEQR2013.1 (55} FISFIVSVARVI KDAAVIGKQLPASIFFLKFVIILPFSFISVGIIQRALDKYFF
Nosema EEQR3030.1 (50) GLINFVYSFLRIL KDLFVMVRQDONSIMEMKIFY VLPISFASVILIQWLMONKFY
Enc. SEQI (54) GIGFIY SFMRILKDMFVMVRQEPTTILFIKIFYILPVSMALVFLIQYMLGTKTV
Enc. SEQ2 (55) GASAYIYSFSRVMKDSFVLSRQLPIAISFLKTCFVLPISVIVIGIVQELLVIRTL
Enc. SEQ3 (54) GVITMVHTIMGNL REMVLAMGRQDPMSMFFIKSIFLPPCSLLFIWAIQLGLSLETP
Enc. SEQ4 (52) ALLSYIDAFLYVILGDMVMMNTQMPSSILFIKSVLVLPMTITFIVIVQKGLRYLSQ
111 165
Nosema EEQ82057.1 (106) TKIFDGAI LIFAFLYNLGLVLLPYSHLFQLDSYFFRDLFSDOKCVVRGYDALLS
Nosema EEQ82872.1 (74) LSIVNTIIFGFIGIFFLIGSLLIPFEYKIOKGSQWALDIFCDGKMSVESLMGLSP
Nosema EEQ82913,1 (110) TRITDVTLIVFAVAFTILGSLLLPFSDYIQIQPFWAKDIFADGKAVARSTDFL FS
Nosema EEQS83030.1 (105) SSIFNLFLIIFTAFFFGLGAIFL-FEEKVTPSSFLFRDIFADNKGALKGLNFIKY
Enc. SEQ1 (109) SRIFSIFCGGF ASLI FLCGAN FL-IEEQVSPSKFLFRDMFIDGK MSSRSINVEKS
Enc. SEQ2 (110) SKNTDYTLIAFSFLYLLIGM\VT I PFAEKIQPGLYFSRDIFADDKMAYRGEEILFA
Enc. SEQ3 (109) SKMFDITLILFSGCYILFGLY VWPLKGYIQKDEY WSRDIFGDGKMESLRIHFLYP
Enc. SEQ4 (107) PRMLEVILISSVFFLLFGFVIWPYCKRLOQPDFFWSRDIFSDGKMKTRHLDEFFP
166 220
Nosema EEQ82057.1 (161) LALVENEWTSSLVYIVSEMFONLVLSYFFLTFANSLTTPGQSARFIFLE Y VESNI
Nosema EEQ82872.1 (129) FLYMYSEWISTLCYILSELWSTLVVGFALYAT ANHACTEDEMKEIVENESTITAIL
Nosema EEQ82913.1 (165) IALVENEW TSSAIY VESEMFGSLILSYLEMTFANGLSTPGOSARFVPLEY VGSNL
Nosema EEQ83030.1 (139) FLITANEPVSTCIFITAEMWGSLLMAYLYMSFLNESCTIROFTRELPPE YIIANL
Enc. SEQI (163) MFLTLNEPLATIVFISAEMWGSLVLSYLFLSFLNESC TIRQFSRETPPLIITNY
Enc. SEQ2 (165) IFLIENEWTTSEVY VCAELFGSLVVOFMFLAFANEALTIRQSTRAMMPLEY VISNI
Enc. SEQ3 (164) VELVINEWTSSFLFLCSEMWGALVYSYFENIFANE VSTRRQSQRYISVYNISNAL
Enc. SEQ4 (162} IFLVFSEWASTMLYLVAELWGSLISFME FSRAIHOC TEAQVKKFLPTISLISAV
221 275
Nosema EEQ82057.1 (216) SLFLSSQVIELFTRYRSKL TFSEALFLYNG-FFVISUVL VIVIFLIKKYLERNY
Nosema EEQ82872.1 (184) SMISVAFIYIKDELANIL PAGLHDKIDGSSLEFFLILSFVITLIVEEKSYIPLKT
Nosema EEQ82913.1 (220) ALLLSGMINYFYSVSKSKMSYVAAERFENG--FFCLSGILCAVIVLLKKY LENNV
Nosema EEQ83030.1 (214) Al L VSGLASSSERELRKGFSYEQNQLLYSS--VEIAMGGICLILMYMKYY FENKI
Enc. SEQ! (218) SLFLSATVAGAFFKLREKL AFQQNQVLLSG--IFIFQGFL VVLVIFLKIYLERVT
Enc. SEQ2 (220) LLLLSSESTSFYSKKVREWDYVKKTCLITNS--FFAVFGAMIAVTYLVKKYAENTI
Enc. SEQ3 (219) SIFLSAVLTLVINKWRDGVAFETKELGFRI--LILVLGSTVIGILAL KEYMEREI
Enc. SEQ4 (217) VELSSGLLTKSINSRRDALPYHEKERLFSQ--VFIVTSAL TVMSAITSFFTDRAL

276 330
Nosema EEQ82057.1 (269) TNKPLFVVKS--VKKKGPKVEVGFAEGLKEMMASKLLINISLTVME YGISTNLIE
Nosema EEQ82872.1 (239) KEIKETINKE------+---- EDKTTSSFDLLOSKFLRNMCAAALTY AINAGEID

Nosema EEQ82913.1 (273) TSKPMEVRKT-FTRKEKKSKVEVGEFVDGLIEMSKSKLLLNMSLVVEFY AVSTNIE
Nosema EEQS3030.1 (267) MSVPIFIPSN--TIKKKQKEVSVGESEGISIMMKSKI LMSLCIVEEYNITENLIE

Enc. SEQI (271) MKRPLEIVSSG-SRREKAKANV SFSEGL EIMSOSKELLAMSLIVIFENISYNMVE

Enc. SEQ2 (273) LKKQLIIRTEGVAKKKGRKSS AGESESMKLMAQSKFLVAMYMNALFY YAGINLIE

FIG.1
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Ene. SEQ3 (272) LPAPVFLIREVEKTSTERR-KLKILDEARQTLSRSKLLIAISLNVLLYGVISTLVE
Enec. SEQ4 (270) AKDDPRHKGK—--KEHKVRKIGFAGSLKMMOKSRFLRAMTESVVAASVCSNIFE
331 385
Nosema EEQ82057.1 (322) STEKSGLVKGAEELNENTKSY SMGYNSFEQKIASITVIILLLSPFPKLIQTEGWI
Nosema EEQ82872.1 (283) MSLKNSLSTGSRINNMPPRDYSQRYLVTTSLTISAVSLFYNFVIRGNRIASR-TE
Nosema EEQ82913.1 (326) SAYKSALAVGANETGEAKSTY ASIY TSIEQSGVAVIVMILLLUTPFPRLIKTKGWI
Nosema EEQ83030.1 (320) SVYKAGIKAASKSLGLEVGEY SGKFNTIDQILVAV IVITLNLSAFSTLVESSGW]
Enc. SEQ1 (325) STFKVGVKVAAEYFNEEKGKY SGKENRIDOQYMISVVVICLNL SPESSYVETRGEL
Ene. SEQ2 (328) SSWKNGISVAADANNMEKRAYSASIVSGEQRVVGALVAILLTPISTLVQTHGWI
Enc. SEQ3 (326) ATFKSGIAAGARYTNNSKETFANFYNGLEQHIAISLLVVINTPYSALVKKGGWK
Enc. SEQ4 (321) AIVRGGIVLGAVQSSTSKSSYMNRINAMAQUTSIFELLVMFFKPATHLIERRGWE
386 440
Nosema EEQ82057.1 (377) FVAIACPLITLFAVVSVCGLAFYNYPATNNDTNFFLNSLCATPGRSFIKLENVLG
Nosema EEQ82872.1 (337) YLSIASPIAAIFFTALISGLSFYNLRTAP-—------—----SVLRINLENWCA
Nosema EEQ82913.1 (381) TIAILCPIITFFSAFGTFVLAYLNFPITNKEDNIFDIYRL PST-DSHKLENIV(:
Nosema EEQ83030.1 (375) TMGLLTPLFLLLGSITVMGASIYNSAIE--GLAFSWISVFFKKMSYTYTIENYSG
Enc¢. SEQ1 (380) LVGLITPIVILMAIVLFLGSAL YNTSME--ESGLGIVNGLFPGGKPLY VLENYFG
Enc. SEQ2 (383) TMAIVPPLVTLVSSLVIFGSAFFNYSNYPEGKTSVILSSLVKGYKPNFYLECNIG
Enc. SEQ3 (381) YLASLPIVIAMFSLFSVFLIAFYNVGAD--SGGNVLFGSLFKNRMPTFILENTLG
Enc. SEQ4 (376) PVAITAPIVAIITLVLFFPMVEFNNITEG-—---DLIASGEEYVGSFVLENY TG
441 495
Nosema EEQ82057.1 (432) CVAVALMKVAKYGSEDISKEAISMQIDSSLRARYKGIFDGVFGKLGKSLGSLEVW
Nosema EEQ82872.1 (378) TIGEATSKITKYVLFDLAKEMESMRVPVKYRYKFKSFYDGVCTKIGKSIISLYGT
Nosema EEQ82913.1 (435) VICVSLMEISKY AAFDITKEALSMQIDGSIRAKYK GIFDGVE GKILGKSFGSVY GF
Nosema EEQ83030.1 (428) MFFLAFIKVLKYSAFDICKEKMGMRIDPAHRARFKSVYDGIFNKLGKSIGSLYGL
Enc. SEQI (433) VIFMSLLKITKYSAFDICKEKLGMRINFTYRARFRSVYDGIF GKLGKSIGSIYGL
Enc. SEQ2 (438) IYCVSGMKIAKYAFYDISKEAISLOIDPLYRPRLEAVYDGLCGKLGKSIGSL Y AM
Enc. SEQ3 (434) LVINASMKIGKYLGADVSKEAISMOQIDPLYRAKYKAVYDGLCGKLGKSLGSIICT
Enc. SEQ4 (425) MFLTTHRISKYCFFDVAKEAASIRVSPVHRHSFRGIHDGLGINIGKTIGSVYCT
496 550
Nosema EEQ82057.1 (487) IMGY AFQTRDFRKLAPLCISVIVFFVIIWIYSVIYLNKEYKESVVSNLPIDVDLE
Nosema EEQ82872.1 (433) TLT-FIEIPDIRQVSYVSFIFLIFANFLWIRSVCYLSKKYNESIEQNSEIDVDEN
Nosema EEQ82913.1 (490) TITTLLOTRDVRRGAPISLCVLILFCLIWFY SVEYLNRKYKESVENNAPIDIDLE
Nosema EEQ83030.1 (483) AILVALDTDNVRKGSPITLTIAIILIYIWIRAHYLAGAYNVSIKNNTSVDIDLI
Enc. SEQI (488) LMFEALDTEDLRRKATPITAGHFIFIVMWVYKAITYLSRSYESAVQHNRDVIIDMT
Ene, SEQ2 (493) FWS-VMGYNDVRAAAPITLGMWLIISPIWIYSVIYINRKYNQSIQTSSPIDLDLE
Ene. SEQ3 (489) VMTGLWDITDIRRVSSVSGILIVIIAMWYFILKYLSROQFQAAVEANTYIELDEF
Ene. SEQ4 (480) LVTVVFDVRDVRNVVSVSTVEVGVECVIWIRSILHINKK Y KESIERNDFINVELA
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RESUMO
“AGENTE DO ACIDO  NUCLEICO
ISOLADO, CONSTRUGAQ DE ACIDO NUCLEICO, ACIDO NUCLEICO
ISOLADO, COMPOSICAO INGERIVEL PELAS ABELHAS, E METODO PARA
REDUZIR A SUSCEPTIBILIDADE DE UMA ABELHA A INFECGAO POR
NOSEMA”, composigdes e métodos para reduzir a

susceptibilidade e aumentar a tolerdncia a doenca de Nosema

(Nosemose) utilizando tecnologia de interferéncia em RNA, e
mais particularmente; a prevengdo e tratamento de infecgdbes
por Nosema em abelhas meliferas pela alimentacdo de dsRNA

especifico para Nosema.
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