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1 INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasita hematéfago que
causa importantes perdas econdmicas produtivas na bovinocultura extensiva (DE LA
FUENTE et al., 2007). Devido a acdo espoliativa, ocorre diminui¢cdo no ganho de peso e na
producéo de leite dos animais parasitados, além de danos ao couro, implicando em um menor
valor agregado ao produto (PETER et al., 2005). Além de causar perda direta na producédo, o
R. microplus € vetor dos agentes da tristeza parasitaria bovina, uma enfermidade que cursa
com um quadro de anemia hemolitica e é causada pelos protozoarios Babesia bovis e B.
bigemina e a riquétsia Anaplasma marginale (SUAREZ; NOH, 2011). Com isso estima-se um
prejuizo mundial de 10 bilhGes de dolares ao ano com as perdas decorrentes do parasitismo
causada pelo R. microplus (GRISI et al.,, 2002). Usualmente o controle preventivo ou
terapéutico deste carrapato € realizado através do uso dos acaricidas, produtos quimicos que
embora apresentem eficacia contribuem para a selecdo de carrapatos resistentes, alem de
poderem causar danos a satde animal e humana (GUERRERO et al., 2006; ROSARIO-CRUZ
et al., 2009). Essas moléculas acumulam-se como residuos na carne e no leite dos animais
tratados, assim como no meio-ambiente, quando os acaricidas ndo sdo adequadamente
utilizados (GRAF et al., 2004). Sendo assim, ha a necessidade econémica, social e ambiental
de esforcos direcionados ao estudo da fisiologia do R. microplus objetivando criar alternativas
para o0 desenvolvimento de novos métodos de controle do parasita (MEHLHORN et al.,
2011). Dentre os metodos propostos estdo 0 manejo rotatorio de pastagens, o controle
bioldgico através de inimigos naturais, a selecdo de linhagens bovinas mais resistentes a
infestacdo e o controle imunoldgico através do uso de vacinas contra o parasita (PRUETT,

1999). O controle imunoldgico caracteriza-se como um método de controle promissor por ser
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uma tecnologia ndo contaminante do ambiente e dos produtos de origem animal (IMAMURA
et al., 2008; WILLADSEN, 2004). A eficacia e viabilidade do uso de vacinas contra o R.
microplus foi mostrada em diversos paises, principalmente Cuba e Australia, sendo a
imunizacdo capaz de diminuir a capacidade reprodutiva da fémea, levando a reducdo do
ndmero de parasitas através da diminui¢do da infestacdo larval no campo ao longo das
geracOes (DE LA FUENTE et al., 2007; DE LA FUENTE et al., 1998; WILLADSEN, 1997).
Através de manejo integrado entre 0 uso de vacinas e a rotatividade de acaricidas com
diferentes principios ativos torna-se possivel reduzir a niveis economicamente aceitaveis a
populacdo de carrapatos nas pastagens, reduzindo a selecdo de carrapatos resistentes aos
agentes quimicos. Uma estratégia para a selecdo de proteinas alvo para o desenvolvimento de
vacinas anti-R. microplus € a identificacdo e caracterizacdo de moléculas envolvidas no
metabolismo do carrapato em suas diferentes fases de vida (DA SILVA VAZ et al., 1998;
LEAL et al., 2006; PARIZI; MASUDA; DA SILVA VAZ, 2007; PARIZI et al., 2011,
SEIXAS et al., 2008). Um exemplo € o estudo de moléculas envolvidas nas rotas metabdlicas
de obtencdo de energia para o desenvolvimento do embrido, que ja permitiu identificar
potenciais alvos para o controle imunolégico (SEIXAS et al., 2010).

A embriogénese nos organismos oviparos ocorre na auséncia de nutrientes exdgenos
sendo dependente das reservas maternas estocadas nos oécitos, principalmente como granulos
de vitelo (FAGOTTO, 1990; SONG; WONG; WESSEL, 2006). Durante a ovogénese de um
organismo oviparo ha um aumento no tamanho do ovario caracterizado pelo acimulo de
RNAs, carboidratos, lipideos e proteinas nos o0citos que servem como substratos energéticos
para as vias metabdlicas durante a embriogénese (CHERRY, 1973). Sendo assim, o estudo da

formacéo do embrido com o objetivo de identificar alvos para vacinacdo pode ser focado em
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moléculas responsaveis pela reserva, mobilizagdo e sintese de metabolitos energéticos
(SEIXAS et al., 2010).

O desenvolvimento embrionédrio do R. microplus em condi¢Ges controladas de
temperatura (28 ° C) e umidade (80 %) ocorre em 21 dias desde a postura até a eclosdo dos
ovos (CORSON; TEEL; GRANT, 2004). H& uma correlagdo entre as mudancas morfoldgicas
ocorridas no embrido durante a embriogénese e a mobilizacdo dos componentes energéticos
(CAMPOS et al., 2006). No inicio da embriogénese o embrido é unicelular e apds intensas
divisbes mitdticas torna-se unicelular polinucleado caracterizando a etapa de blastoderma
sincicial (ABREU et al.,, 2004; SONG; WONG; WESSEL, 2006). As transformacoes
ocorridas no zigoto até o quarto dia de desenvolvimento utilizam como fonte energética o
glicogénio materno caracterizando assim a primeira fase de consumo energetico pelo embrido
(MORAES et al., 2006). Entre o0 quarto e o sexto dia ocorre a formacdo do blastoderma
celular caracterizado pela proliferacdo de células embrionarias. Apds a formacdo do
blastoderma celular o embrido sintetiza varios componentes atraves da ativacdo da expressao
zigotica, que resulta no aumento do conteddo de RNA total (CAMPOS et al., 2006). No
sétimo dia o embrido apresenta-se segmentado e tem inicio a segunda fase energetica
(MORAES et al., 2006) caracterizada por intensa gliconeogénese, decorrente do catabolismo
dos aminoacidos estocados no vitelo, que resulta em acumulo de glicose, guanina (um dos
produtos de excrecdo de nitrogénio em aracnideos (RAO; GOPALAKRISHNAREDDY,
1962)) e glicogénio. A diminuicdo do peso seco dos ovos, assim como 0 aumento no consumo
de oxigénio durante a segmentacdo e a celularizacdo do R. microplus indicam um intenso

metabolismo durante essas etapas de vida do carrapato (CAMPOS et al., 2006).
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2 BALANCO ENERGETICO DURANTE A EMBRIOGENESE DO CARRAPATO

RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS

2.1 Metabolismo de glicose e glicogénio

O metabolismo dos compostos glicidicos é importante na fisiologia e desenvolvimento
de todos os organismos. Portanto, o estudo dos substratos e enzimas pertencentes as vias que
garantem um balanco energético positivo é essencial para uma melhor compreensdo da etapa
de desenvolvimento embrionério.

No R. microplus o embrido utiliza a glicose materna armazenada sob forma de
glicogénio nos o0citos para a obtencdo de energia durante a fase inicial da embriogénese. Os
carboidratos séo a principal fonte de energia utilizada na segmentacdo do embrido (CAMPOS
et al., 2006). Nos organismos aerdbios a glicose estocada como glicogénio é inicialmente
metabolizada através da glicélise. A hexoquinase (HK), a primeira enzima da via glicolitica,
catalisa a formacdo de glicose-6-fosfato (G6P) a partir de glicose. No R. microplus essa
enzima tem maior atividade até o terceiro dia da embriogénese seguida de declinio continuo
até o nono e retornando a aumentar progressivamente até o vigésimo dia (MORAES et al.,
2006). Os niveis de atividade da HK coincidem com a diminuicdo na concentracdo de
glicogénio nos primeiros sete dias da embriogénese e também com o aumento na
concentracdo de glicogénio na segunda fase de desenvolvimento. Ao mesmo tempo ha um
aumento na concentracdo de glicose e de guanina. Estes resultados sugerem que a HK
inicialmente fosforila glicose originada do glicogénio materno e na segunda fase da
embriogénese utiliza a glicose proveniente da gliconeogénese no proprio embrido. A ultima
enzima utilizada na glicolise € a piruvato quinase (PK) que inicialmente tem uma menor

atividade até a formacdo das células embrionarias seguida de progressivo aumento até a
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eclosdo larval. O aumento nos niveis de HK e PK apds a formacg&o do blastoderma celular é
explicado pelos altos niveis de glicose presentes nesse momento da embriogénese.

A via das pentoses-fosfato € uma rota metabdlica alternativa para a oxidacdo de
glicose-6-fosfato e que se encontra ativa em altas concentragbes glicémicas. A principal
enzima dessa via é a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), que no embrido tem atividade
maxima no quinto dia da embriogénese diminuindo progressivamente a niveis basais ao longo
do desenvolvimento do embrido. A analise em conjunto das atividades da HK, PK e G6PDH
sugere que a G6P seja metabolizada em duas diferentes fases durante a embriogénese: uma
antes da formacao do blastoderma celular e outra ap6s. Na primeira fase a G6P seria dirigida
para a via das pentoses-fosfato gerando poder redutor (NADPH) para biossinteses redutivas e
unidades fundamentais para sintese de nucleotideos necessarias para a formacédo das células
embrionarias no sexto dia. Apos a formacédo do blastoderma celular acredita-se que o destino
da G6P seja preferencialmente a glicolise para obtencdo de energia na forma de ATP
(MORAES et al., 2006).

Apdbs o consumo da reserva de glicogénio materno nos ovos a energia necessaria para
que o embrido se desenvolva € obtida principalmente pela via metabdlica da gliconeogénese.
Nessa reacdo forma-se glicose através de compostos ndo-glicidicos, principalmente
aminoacidos, e ha acumulo de glicose, glicogénio e guanina. A fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), que catalisa a conversdo de oxalacetato a fosfoenolpiruvato, € uma
enzima chave da gliconeogénese, ndao havendo atividade enzimatica na primeira fase
metabolica da embriogénese (MORAES et al., 2006). Na segunda fase da embriogénese a
atividade da PEPCK aumenta a partir do décimo segundo dia da embriogénese havendo
também um aumento progressivo na concentracdo de guanina decorrente do catabolismo dos

aminoacidos.
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A triose fosfato isomerase (TIM) é uma enzima presente nas vias glicolitica e
gliconeogénica e catalisa a isomerizacdo reversivel de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) em
gliceraldeido 3-fosfato (G3-P). Apds a formagdo do blastoderma celular ha um aumento na
transcrigdo e na atividade da TIM coincidindo com o que ocorre com as outras enzimas da via

glicolitica, HK e PK (MORAES et al., 2011).

2.1.2 Sinalizag&o celular mediada pela cascata de insulina no R. microplus

Sugere-se que a via de sinaliza¢do por insulina regule os niveis de glicose no embrido
do R. microplus durante o seu desenvolvimento assim como em outros organismos, como por
exemplo a Drosophila (ABREU et al., 2009; MURILLO-MALDONADO et al., 2011). A
insulina participa do metabolismo dos carboidratos e na regulacdo da expressao génica da
PI3K (fosfatidil-inositol 3-OH quinase), p85 (subunidade reguladora da PI3K), e Akt
(proteina quinase B). A insulina aumenta o transporte da glicose, a sintese de glicogénio e
lipideos, impede a gliconeogénese e glicogendlise através da inibicdo da transcricdo da
PEPCK além de regular a expressdo de genes especificos (LOCHHEAD et al., 2001). A
insulina exdgena quando administrada em meio proprio para cultura de células de uma
linhagem embrionaria de R. microplus denominada BME26 (BELL-SAKYI et al., 2007;
ESTEVES et al., 2008) estimula o acumulo de glicogénio celular, sendo os inibidores de
PI3K capazes de bloquear esse efeito (ABREU et al., 2009). Sendo assim, sugere-se que a via
de sinalizacdo da insulina através de PI3K/AKkt seja responsavel pelo acimulo de glicogénio
na embriogénese do R.microplus e esta conservada em carrapatos, assim como em outros

organismos.
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A glicogénio sintase quinase (GSK-3) é uma enzima envolvida no metabolismo do
glicogénio do R. microplus (LOGULLO et al., 2009). Sabe-se que quando a concentracdo de
glicose no sangue dos organismos mamiferos encontra-se em niveis altos hd também a
presenca de insulina em grandes concentragdes. A sinalizacdo por insulina na linhagem
celular embrionaria BME26 de R. microplus resulta na ativagdo da Akt que fosforila e inibe a
GSK-3. Com a GSK-3 inibida ha a ativacao da glicogénio sintase que promove a formacao de
glicogénio. A GSK-3 apresenta duas isoformas: GSK-3a ¢ GSK-34. Apenas a isoforma
GSK-3RB esta presente no R. microplus, sendo o ovario aparentemente o principal sitio de
transcrigdo dessa proteina (LOGULLO et al., 2009). Durante a embriogénese do carrapato, 0
pico de atividade da GSK-3 ¢é coincidente com a menor concentracdo de glicogénio. Em
resposta a estimulacdo de células BME26 com insulina a atividade da GSK-3 ¢ inibida por
fosforilacdo através da via PI3K/Akt (ABREU et al., 2009). A administracdo do inibidor de
GSK-3B Austerpaullone em fémeas adultas ingurgitadas (teledgenas) e parcialmente
ingurgitadas (partendgenas) afeta o desenvolvimento do embrido através da diminuicdo da
oviposicdo e da eclosdo dos ovos (FABRES et al.,, 2010). A expressdo de GSK-3 foi
silenciada pela técnica de RNA de interferéncia em partendgenas resultando numa diminuigéo
da oviposicao e da eclosdo dos ovos, alem de alteragdes morfoldgicas no embrido (FABRES

et al., 2010), indicando um envolvimento da GSK-3 na embriogénese do carrapato.

2.2 Metabolismo proteico

A ovogénese nos animais oviparos inicia-se no ovario da fémea adulta durante o

periodo de alimentacdo. Na formacéo dos odcitos, metabolitos energéticos de origem materna

sdo estocados nessas estruturas, principalmente em forma de granulos de vitelo (FAGOTTO,
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1990). Para o desenvolvimento do embrido em artropodes grandes quantidades de proteinas
do vitelo sdo requeridas, sendo muitas delas sintetizadas fora dos odcitos. Corpo gorduroso,
ovarios e intestino sdo os principais 6rgdos envolvidos na sintese de proteinas do vitelo
(SEIXAS et al., 2003; SEIXAS et al., 2010). A vitelina é a principal proteina do vitelo e por
ser uma hemeproteina, confere aos ovos uma coloragdo amarronzada. O precursor da vitelina,
a vitelogenina, é sintetizada no corpo gorduroso, exportada para a hemolinfa materna,
endocitada pelos odcitos e depois estocada nos granulos de vitelo (ABREU et al., 2004)
Depois da fertilizacdo do o6cito uma das funcBes da vitelina € o fornecimento de aminoacidos
para o desenvolvimento embrionario (CAMPOS et al., 2006; CHO et al., 1999). Sabe-se que
o R. microplus nas fases embrionéria e também larval, além da fémea adulta ingurgitada, ndo
sintetiza o anel de protoporfirina, sendo dependente da hemoglobina obtida através da
digestdo do sangue do hospedeiro vertebrado para a sintese de suas hemeproteinas (BRAZ et
al., 1999; LOGULLO et al., 2002). Com isso os ovos devem conter todo o heme necessario
para a sintese de hemeproteinas requeridas para o desenvolvimento embrionario. A vitelina
atua também como um reservatorio de heme, ligando a sua estrutura o heme livre que excede
0 conteudo necessario para a sintese das hemeproteinas envolvidas na formacdo do embrido.
Cada vitelina pode ligar a sua estrutura mais de trinta moléculas de heme. (LOGULLO et al.,
2002; RYTER; TYRREL, 2000) . Tendo em vista que a molécula de heme livre € um potente
gerador de radicais livres (LARA et al.,, 2003) a vitelina atua como um antioxidante
(LOGULLO et al.,, 2002). A degradacdo da vitelina para fornecer aminoacidos durante a
embriogénese inicia logo apds a oviposicao e 40% de seu total € consumido pelo embrido em
formacéo até o momento da eclosao larval, sugerindo que sua metabolizacdo é um processo
lento e controlado (LOGULLO et al., 2002). A vitelina remanescente apds a embriogénese é

utilizada como fonte energética durante a fase larval até que o carrapato encontre o
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hospedeiro vertebrado e inicie a alimentacdo. E devido a fungdo da vitelina de ligante de
heme, o conteudo total de heme permanece constante durante a embriogénese independente
da taxa de degradacdo da vitelina. Sabe-se que embora a concentragdo de vitelina diminua
consideravelmente no inicio da embriogénese, o total proteico presente nos ovos do R.
microplus permanece constante na transicdo da oviposi¢cdo a eclosdo. Tais observacGes
indicam que aminoéacidos derivados da degradacdo da vitelina sdo utilizados na sintese de
outros componentes proteicos importantes para a formacgéo do blastoderma (CAMPOS et al.,
2006; LOGULLDO et al., 2002).

Os granulos de vitelo possuem um grupo de enzimas responsaveis pela
disponibilizacdo dos metabolitos ali estocados (CLARA et al., 2011; SEIXAS et al., 2010). A
degradacdo da vitelina durante da embriogénese é desencadeada pela acidificacdo dos
granulos de vitelo e tem sido associada com a atividade de diferentes proteases. A
acidificacdo dos granulos de vitelo inicia a partir do quarto dia de desenvolvimento
embrionario (ABREU et al., 2004) coincidindo com a formacdo do blastoderma sincicial.
Essa acidificacdo ocorre devido a um aumento na atividade da bomba H+ - ATPase, e ativa
diferentes endopeptidases envolvidas na hidrdlise do vitelo. Foram caracterizadas trés
proteinases responsaveis pela hidrdlise da vitelina nos ovos de R. microplus, sendo duas
dessas enzimas pertencentes a classe das aspartico proteinases (THAP e BYC) e uma a classe
das cisteino proteinases (VTDCE). A THAP (Tick Heme-binding Aspartic Protease) € uma
proteinase que tem a atividade regulada através de heme (SORGINE et al., 2000). Torna-se
ativa por autocatalise e hidrolisa vitelina em pH acido (POHL et al., 2008). A sintese da
THAP ocorre no corpo gorduroso, ovario e intestino sendo secretada para a hemolinfa
materna e concentrada nos oocitos apds sua endocitose pelo ovario. No ovario de teledgenas,

assim como nos ovos, essa enzima aparece como dois polipeptideos (proenzima e enzima
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ativa), sendo parte desses polipeptideos convertidos em sua forma ativa no inicio da
embriogénese enquanto que o0s polipeptideos remanescentes sdo proteoliticamente
processados durante o restante do desenvolvimento do embrido (POHL et al., 2008). A
regulacdo da atividade da THAP por heme sugere seu envolvimento em um mecanismo
controlado de degradacéo da vitelina. A taxa de degradacdo da vitelina pela THAP deve estar
de acordo com a utilizacdo de heme para a sintese de hemeproteinas, evitando assim, a
citotoxicidade celular gerada por essa molécula (SORGINE et al., 2000). A BYC (Boophilus
Yolk pro-Cathepsin) € um precursor de uma aspartico proteinase, tendo assim sua atividade
completamente inibida pela adicdo de um inibidor dessa classe de enzimas (LOGULLO et al.,
1998; NASCIMENTO-SILVA et al., 2008). A BYC esta envolvida na degradacdo das
proteinas do vitelo durante a embriogénese (LEAL et al., 2006; LOGULLO et al., 1998)
sendo que a acidificacdo dos granulos de vitelo é responsavel pela ativacdo da BYC através da
remocao do pro-peptideo por auto-protedlise (LOGULLO et al., 1998). A sintese dessa
proteinase ocorre no intestino e no corpo gorduroso de fémeas completamente ingurgitadas e
a proteina estd presente em ovos e na hemolinfa de teleégenas (LOGULLO et al., 1998). A
vitelina é seu substrato especifico embora também apresente uma menor atividade sobre a
hemoglobina bovina, sendo a hemoglobina um substrato classico para aspartico
endopeptidases (ABREU et al., 2004; NASCIMENTO-SILVA et al., 2008).
Interessantemente, demonstrou-se que a BYC, diferentemente de outras aspartico
endopeptidases, ndo tem o segundo residuo de acido aspartico no sitio catalitico. Devido a
participacao na disponibilizacdo de substratos energéticos para o desenvolvimento do embrido
foi testada como antigeno vacinal contra o R. microplus. Na vacinacédo de bovinos com BYC
nativa, dentre os parametros analisados, houve principalmente a diminuicdo na fertilidade e

eclosédo dos ovos nos animais imunizados, atestando o envolvimento da proteina durante a
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embriogénese (DA SILVA VAZ et al., 1998). J& na vacina¢do com a BYC recombinante,
embora a protecdo total contra o R microplus tenha sido semelhante & obtida pela vacinagao
com a BYC nativa, a diminui¢do no nimero e do peso de teledgenas no grupo vacinado foi a
principal alteracdo encontrada (LEAL et al., 2006). Outra enzima envolvida na degradagédo da
vitelina é uma cisteino endopeptidase denominada VTDCE (Vitelin-Degrading Cysteine
Endopeptidase) que se apresenta ativa no estagio embrionario, larval e em ovéarios de
teledgenas (SEIXAS et al., 2003). Sugere-se que seja sintetizada fora do ovario como uma
pré-endopeptidase, sendo associada fortemente a vitelina nos granulos de vitelo e ativada por
acidificacdo do meio. Quando comparada com as outras duas enzimas envolvidas na
degradacdo da vitelina durante a embriogénese, THAP e BYC, a VTDCE mostra a maior
atividade na hidrolise da vitelina. Em um ensaio in vitro em pH acido a VTDCE foi capaz de
hidrolisar todos os peptideos relacionados a vitelina purificada de ovos de primeiro dia,
enquanto a THAP hidrolisou parcialmente os peptideos e a BYC ndo hidrolisou a vitelina
(SEIXAS et al., 2008). Em um teste de vacinacdo de bovinos com a VTDCE nativa houve
reducdo no numero e no peso das teledgenas assim como reducdo da postura e fertilidade dos
ovos sugerindo o potencial do uso da proteina para o controle do R. microplus (SEIXAS et al.,
2008).

Assim como a metabolizacdo de aminoacidos é importante para o desenvolvimento
embrionario, ela também o é para a sobrevivéncia do carrapato na etapa de vida larval até que
0 mesmo encontre o hospedeiro vertebrado e realize sua primeira alimentacdo. Peptideos
relacionados a vitelina foram identificados nas larvas de R. microplus (CANAL et al., 1995).
Sabe-se que a vitelina esta presente na larva em jejum e que ha diminuicdo da concentracao
celular da proteina com o passar dos dias, sugerindo sua metabolizacdo durante o

desenvolvimento larval (ESTRELA; SEIXAS; TERMIGNONI, 2007). H& também uma
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diminuicdo no conteudo total de proteina durante o desenvolvimento larval. Tendo em vista a
diminuicdo de ambos os conteudos de vitelina e proteina total ao longo da fase de vida larval
sugere-se que nessa etapa a vitelina seja utilizada em outras rotas metaboélicas que ndo as de
sintese de aminoacidos como ocorre na embriogénese. Para que a vitelina possa ser utilizada
como fonte de aminoacidos é fundamental que seja hidrolisada por enzimas com atividades
proteoliticas. Um aumento da atividade de cisteino endopeptidases durante o desenvolvimento
larval é associada com a degradacdo da vitelina. A RmLCE (R. microplus Larval Cysteine
Endopeptidase) é uma cisteino endopeptidase com atividade de hidrélise da vitelina em larvas
de R. microplus (ESTRELA, SEIXAS; TERMIGNONI, 2007). Diferentemente da VTDCE a
RmMLCE néo esta fortemente associada a vitelina. Ambas VTDCE e RmLCE tém a capacidade
de degradar a vitelina presente nos ovos, porém a RmLCE € significantemente mais ativa
sobre a vitelina larval quando comparada com a atividade da VTDCE sob o mesmo substrato
(ESTRELA et al., 2010). As vitelinas do ovo e da larva apresentam diferencas de composi¢éo
em suas subunidades. A RmLCE é responsavel pela degradacdo dos polipeptideos da vitelina
que ndo foram metabolizados durante a embriogénese pela VTDCE. Além de degradar
vitelina a RmLCE também é capaz de hidrolisar hemoglobina sugerindo o papel da enzima
na metabolizacdo dessa molécula no inicio da alimentagdo larval. Assim, quando
administrado um inibidor de cisteino proteinases em larvas e em intestino de partendgenas a
degradacéo respectivamente de vitelina e hemoglobina € inibida.

Apds a formacdo do blastoderma celular, evento que ocorre entre 0 quarto e 0 sexto
dia da embriogénese, inicia-se o catabolismo de aminoacidos para a sintese de glicose através
da gliconeogénese. De forma que ao final do desenvolvimento embrionario séo encontradas
grandes concentracfes de guanina nos ovos, provenientes da metabolizacdo dos aminoacidos

(MORAES et al., 2006). O aminoacido aspartato atraves da acdo da aspartato
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aminotransferase (AAT) é convertido em oxalacetato, metabdlito que sera dirigido para a via
da gliconeogénese. Com isso a AAT tem sua atividade aumentando progressivamente apos a
formacdo das células embrionarias @ medida que a via da gliconeogénese torna-se ativa. A
glutamato desidrogenase (GDH), responsavel pela desaminacdo oxidativa dos aminoéacidos,
segue padrdo de atividade semelhante a AAT estando de acordo com o indicativo de intensa

degradacdo de aminoéacidos logo apds a celularizagdo embrionaria.

2.3 Metabolismo lipidico

Em R. microplus os metabolitos lipidicos constituem a principal fonte energética para
a formacéo do blastoderma celular. Sendo assim, a concentracdo de lipideos totais nos ovos
sofre reducdo na passagem da primeira para a segunda fase energética da embriogénese [42,
(MORAES et al., 2006). O monitoramento nos ovos da concentracdo do acetoacetato,
metabolito originado da degradacdo dos acidos graxos, esta de acordo com a variacdo de
lipideos ocorrida na celularizacdo do embrido. Com isso ocorre um aumento da concentracao
desse corpo cetbnico na transicdo do embrido sincicial para o embrido segmentado [42].
Mesmo os lipideos sendo metabolizados para a formacéo do blastoderma celular, menos da
metade do total de lipideos presentes nos ovos € consumida até a eclosédo, sugerindo que esse
seja um substrato importante para a obtencdo de energia na etapa de vida larval do carrapato
até que o mesmo encontre seu hospedeiro e inicie a alimentacdo (CAMPOS et al., 2006).

Em insetos os lipideos correspondem a aproximadamente 30-40% do peso seco dos
ovos (BRIEGEL, 1990), sendo o principal recurso energético para o embrido em
desenvolvimento (BEENAKKERS; CHINO; LAW, 1988). O principal lipideo presente nos

odcitos de insetos € o triacilglicerol (TAG), havendo também uma pequena quantidade de
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fosfolipideos (utilizado pelo embrido para a formagdo de membranas) e colesterol. Os odcitos
de insetos sdo capazes de sintetizar TAG a partir de acidos graxos, porém a capacidade de
sintetizar &cidos graxos é limitada (ZIEGLER; VAN ANTWERPEN, 2006). Sendo assim, a
maior quantidade de lipideos metabolizados na embriogénese deve ser obtida através da
alimentacdo da fémea ou de estoques disponibilizados a partir do corpo gorduroso materno
(ZIEGLER; VAN ANTWERPEN, 2006). Em Rhodnius prolixus, diacilglicerol (DAG) e
acidos graxos livres (FFA) sdo transportados pela hemolinfa até os ovarios através da
lipoproteina lipoforina, e armazenados sob forma de TAG nos o6citos (SANTOS et al., 2011).
Interessantemente, em fémeas ndo fertilizadas de R. prolixus ndo ha o consumo de TAG,
mostrando que a fertilizacdo é importante para a degradacéo desse substrato (SANTOS et al.,
2008). Enzimas como as esterases e lipases sdo responsaveis por hidrolisar o TAG
armazenado nos oocitos de insetos, liberando DAG que por sua vez quando hidrolisado
origina acidos graxos que sdo oxidados gerando energia para as reacdes metabolicas para o

desenvolvimento do embrido (RYAN; VAN DER HORST, 2000).

3 DISCUSSAO

O estudo do metabolismo do R. microplus e caracterizagdo de moléculas vitais podera
permitir a identificacdo de antigenos com potencial de serem empregados no controle
imunologico. Em paises como Cuba e Austrdlia o uso de vacina anti-R. microplus ¢ uma
realidade que outros paises vém buscando atraves de esforcos de diversos grupos de pesquisa.
O estudo das rotas metabdlicas energéticas participantes do desenvolvimento do embrido é
uma das abordagens nessa busca por alvos vacinais e que vem demostrando resultados

promissores.
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No metabolismo dos agUcares diferentes enzimas das vias glicolitica, gliconeogénica e
glicogénica do R. microplus ja foram caracterizadas. Devido a importancia das vias para a
disponibilizagdo de glicose, a interferéncia em alguma dessas rotas metabdlicas pode ser letal
para o desenvolvimento do embrido. Ensaios demonstraram que a reserva materna de
glicogénio nos ovos € inicialmente metabolizada através da glicélise como fonte de energia
para a formagdo do embrido, e que apds esgotados os estoques de glicose esse metabdlito é
obtido por meio da gliconeogénese pelo proprio embrido. A GSK-3 é uma importante enzima
na regulacdo da sintese de glicogénio quando ha glicose presente na célula. Sua inibicdo na
embriogénese através de diferentes mecanismos interferiu no desenvolvimento do embrido
demonstrando seu potencial como alvo para o controle do carrapato.
Apos a formacéo do blastoderma celular e consumo do estoque de glicogénio materno,
a energia requerida para o desenvolvimento do embrido € suprida pela degradacdo das
proteinas do vitelo que séo estocadas nos ovos durante a ovogénese. A disponibilizacdo dos
aminoacidos nos oocitos de R. microplus ocorre através da atividade de diferentes proteinases.
A peptidase THAP degrada a vitelina dos ovos disponibilizando aminoacidos para as vias
metabolicas energéticas da embriogénese. Além disso, essa enzima é regulada pela molécula
de heme, degradando seu substrato proteico a medida que o heme é utilizado. Tal mecanismo
impede os efeitos deletérios da toxicidade gerada pelo heme livre. A interferéncia na atividade
da THAP poderia interferir na disponibilizacdo da vitelina, alterando o desenvolvimento do
embrido e também causar a morte do parasita por citotoxicidade induzida por heme. A
imunizacdo de bovinos com as formas nativa e recombinante da BYC, outra enzima envolvida
na disponibilizacdo da vitelina na embriogénese, mostrou uma protecéo parcial dos bovinos
contra a infestacdo pelo carrapato através da reducdo da eclosdo dos ovos e peso das

tele6genas apoOs a alimentacdo. Sendo assim, a BYC é um alvo vacinal com potencial de



19
compor uma vacina multiantigénica em que a protecdo parcial de diferentes antigenos se
somem, resultando assim em uma sinergia na prote¢éo contra o carrapato. Quando comparada
a THAP e BYC, a VTDCE apresentou maior atividade sobre a vitelina purificada de ovos de
primeiro dia ap6s a postura. Em experimentos de vacinacdo com a VTDCE nativa houve
reducdo no peso e nimero de teledgenas apds a alimentacdo em bovinos imunizados, além de
reducdo na fertilidade e ecloséo dos ovos. Esses dados sugerem que a VTDCE possa atuar em
diferentes etapas de vida do R. microplus, caracterizando-se como uma molécula relevante
para o desenvolvimento de métodos de controle do parasita. A RmLCE é uma protease ativa
na etapa de vida larval do carrapato, disponibilizando vitelina para a obtengdo de energia até
que a larva encontre o hospedeiro vertebrado e realize sua primeira alimentagdo. Assim como
a BYC, a RmLCE atua sobre a hemoglobina sugerindo um papel na degradacdo dessa
molécula no repasto sanguineo larval. Uma intervencdo na atividade da RmLCE além de
poder reduzir a sobrevivéncia larval pela escassez de substratos energéticos disponiveis para o
desenvolvimento do carrapato, poderia interferir na formacdo das hemeproteinas que
necessitam do heme obtido atraves da hidrdlise do sangue do hospedeiro para serem
sintetizadas.

Em insetos a literatura relata a importancia da metabolizacéo dos substratos lipidicos para a
formacéo do embrido. Estudos em R. microplus demostraram que 0s compostos aglicanos sdo
fundamentais para a formacéao do blastoderma celular durante a embriogénese, e que
possivelmente sejam um substrato para a obtencéo de energia também na etapa de vida larval.
Pouco se sabe acerca das enzimas envolvidas na hidrolise e transporte dos lipideos em
carrapatos. Estudos dirigidos para a identificacdo dessas lipases poderiam elucidar a

disponibilizacéo lipidica nas diferentes etapas de vida do R. microplus, auxiliando no



entendimento do metabolismo do parasita e no desenvolvimento de novos métodos de

controle do carrapato.
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