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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um parasita que infesta bovinos
causando grandes perdas na pecuaria. O método convencional para o controle é
através do uso de produtos quimicos. Esses produtos causam a selecdo de
carrapatos resistentes a acaricidas e a poluicdo do meio-ambiente. Uma
abordagem alternativa tem sido testada, o qual inclui o uso de vacinas.
Entretanto, o sucesso dessa estratégia € dependente da caracterizagdo de
antigenos do carrapato. A Glicogénio Sintase Quinase-33 (GSK-3B) € uma
serina\treonina quinase que esta envolvida no metabolismo do glicogénio, durante
a embriogénese do carrapato. O estudo da embriogénese do carrapato é
fundamental no desenvolvimento de novas metodologias propostas para o
controle desses vetores. A interferéncia na embriogénese pode resultar em um
decréscimo na viabilidade dos ovos ou até em uma letalidade precoce. Nesse
trabalho, a regido codificadora da GSK-33 do carrapato foi obtida através do
5’RACE, 3'RACE. A transcrigdo relativa do gene da GSK-33 em ovario de
carrapato foi maior quando comparado com intestino e corpo gorduroso,
sugerindo que a GSK-3B esta envolvida no desenvolvimento de odcitos. Na
embriogénese a transcricao relativa do gene da GSK-38 comegou no 1° dia de
postura com um aumento gradual até 15° dia. No 18° dia ocorre um declineo e
depois a transcricdo relativa do gene aumentou novamente, indicando que a
GSK-3B teria alguma funcado relacionada com o final de embriogénese. A
transcricdo relativa do gene da GSK-3B em células embrionarias do carrapato
(BME26) aumentou com o tratamento de insulina. Quando tratadas com tirfostin
(inibidor do receptor de insulina), SB216763 (inibidor especifico da GSK-3), e
wortimanina (inibidor da PI3K) a transcri¢ao relativa do gene foi semelhante ao
controle. O alsterpaullone (inibidor especifico da GSK-3) inibiu o desenvolvimento
dos embrides tanto em fémeas injetadas com o inibidor como em fémeas
alimentadas artificialmente, sugerindo que a GSK-33 seria crucial para o

desenvolvimento embrionario.
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ABSTRACT

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is a parasite that infests bovines
causing losses in cattle production. The conventional method for control is the use
of synthetic chemical products. These products cause the selection of acaricide-
resistant ticks and pollution of the environment. A range of alternative approaches
have been taken, which include the use of vaccine. However, the success of this
strategy is dependent on the characterization of the tick antigens. The Glycogen
Synthase Kinase (GSK-3B) is a serine/threonine kinase that is involved in
glycogen metabolism during tick embryogenesis. The tick embryogenesis studies
have played a fundamental role in designing new methodologies proposed for the
control of these vectors. Interference on embryogenesis can result in the decrease
of the egg’s viability or even in early lethality. In this work, the full length cDNA
encoding the GSK-3[3 protein of the tick has been obtained by 5-RACE and 3'-
RACE. The relative transcription of GSK-3B gene in ovaries was higher when
compared with gut and fat body, suggesting that GSK-3B was involved in the
oocytes development. In the embryogenesis the relative transcription of the GSK-
3B gene started on 1st day with gradual increase until a peak at 15th day post
oviposition. In 18th day occured a decline and after the relative transcription
increase again. Probably the GSK-3B has some function related with final
embryogenesis. The relative transcription of GSK-33 gene in cells BME26 when
treated with insulin increased. When treated with tyrphostin, wortimanin and
SB216763 did not increase. The alsterpaullone, GSK-3[8 specific inhibitor, blocks
the embryo development of females ticks injected with the inhibitor and with
artificial capillary feeding method, suggesting that GSK-3B3 could have a crucial

function in the embryo development.
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1. INTRODUGAO

1.1. 0O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e o ciclo de vida

Em 2003, o Boophilus microplus foi reclassificado, com base em analises
moleculares e morfoldégicas, como pertencente ao género Rhipicephalus,
subgénero Boophilus, com a nomenclatura de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (MURREL & BARKER, 2003), sendo a nova nomenclatura utilizada
neste texto.

O carrapato Rhipicephalus microplus €é um ectoparasita hematéfago
pertencente a familia Ixodidae, que tem como principal hospedeiro os bovinos,
podendo eventualmente infestar bufalos, ovelhas e cavalos. Sua distribuicao
ocorre entre os paralelos 32°N e 32°S, nas regibes da América, Asia, Africa e
Oceania (GONZALES, 1975).

O ciclo biolégico do carrapato compreende duas fases de vida, uma
parasitaria e uma livre. A fase parasitaria dura aproximadamente 21 dias, na qual
o carrapato diferencia-se nos estagios de larva, ninfa e adulto. Nessa fase o
carrapato alimenta-se do sangue do hospedeiro até completar o seu
ingurgitamento, onde caira no solo (GONZALES, 1975).

A fase de vida livre inicia com a queda da fémea ingurgitada (teledgina) onde
ela realizara a postura dos ovos até aproximadamente o 21° dia. As larvas recém
eclodidas migram para as pontas da vegetagcao, onde localizam o hospedeiro pelo
odor, vibragbes, sombreamento e estimulo visual (WALADDE & RICE, 1982). As
larvas que encontram hospedeiro se fixam em regides corporais mais propicias

para seu desenvolvimento e se alimentam de linfa. Em aproximadamente sete
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dias, mudam para o estagio de ninfa e estas se diferenciam em adulto, periodo em
que ocorre o dimorfismo sexual. Nesse estagio, ocorre a cépula e a fémea
comecga a ingerir sangue até seu ingurgitamento total, que propicia sua queda ao
solo. O macho permanece no hospedeiro a procura de novas fémeas,

sobrevivendo até duas vezes mais que elas (ROBERTS, 1968).

FASE DE VIDA PARASITARIA

N I

NINFA  METANINFA

o N

)

LARVA INFESTANTE«—— OVOS/ECLOSAO «———— POSTURA
FASE DE VIDA LIVRE

Figura 1 - Representagcdo esquematica do ciclo de vida do carrapato R. microplus (Fonte:

GONZALES, 1975).

1.2. Importancia econémica

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de carne bovina do mundo, e possui
um rebanho bovino de aproximadamente 207 milhdes de cabecas, produzindo 9
milhdes de toneladas de carne e 25 bilhdes de leite por ano (CNPC, 2007). O
carrapato Rhipicephalus microplus é o mais importante ectoparasita dos rebanhos
bovinos do Brasil, causando diversos danos no couro devido a reagao inflamatéria

no local de fixacao do carrapato e
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qgueda na producao de leite e carne, principal fonte de proteina consumida no pais
(GONZALES, 1975).

Além disso, o carrapato € principal vetor de protozoarios do género Babesia
e rickétsia do género Anaplasma, agentes da tristeza parasitaria bovina (TPB)
(YOUNG & MORZARIA, 1986; McCOSKER, 1981). Os prejuizos causados pelo
parasitismo podem ultrapassar um bilhdo de ddlares anuais no Brasil, devido aos

danos no gado, couro e leite (EMBRAPA, 2006).

1.3. Métodos de Controle

O principal método de controle utilizado no combate ao carrapato é o
controle quimico, através do uso de acaricidas. Porém, outras alternativas estao

sendo desenvolvidas, como o controle bioldgico e o controle imunoldgico.

1.3.1 Controle Quimico

Os principais compostos utilizados nos acaricidas sdo as formamidas,
organofosforados ou piretréides sintéticos (BARRE et al., 2008). Contudo esses
compostos causam muitos prejuizos, como por exemplo, a presenga de residuos
na carne e no leite, a contaminagao do ambiente com residuos deixados no solo e
na agua, além de selecionar populagdes de carrapatos resistentes com continuo
uso de acaricidas (PRUETT, 1999; NOLAN, 1985).

O Amitraz € um dos principais acaricidas utilizados no controle do
carrapato, porém esses parasitas tém mostrado resisténcia desde 2001.
ROSADO-AGUILAR et al. (2008) demonstraram que carrapatos apresentaram
resisténcia ao amitraz apos 15 tratamentos em campo, o0 que corresponde
aproximadamente 5 geracgoes.

Outro problema encontrado € o surgimento de populagbes de carrapatos
resistentes a mais de um acaricida, como por exemplo, no sul do México, onde
populagdes de R. microplus apresentaram resisténcia a piretroides,

organofosforados e amitraz. A alternativa possivel para uso de acaricidas é a
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rotacdo no uso dos compostos, que podera permitir uma redu¢édo no numero de
carrapatos resistentes aos acaricidas (THULLNER et al., 2007).

Outra alternativa seria o uso de novos acaricidas, como os inibidores de
desenvolvimento, fluazuron e fipronil, que tém sido utilizados na tentativa de
controlar carrapatos resistentes a outros principios ativos (GEORGE et al., 2004;
SABATINI et al., 2001).

1.3.2 Controle Biologico

O controle biolégico pode ser um método alternativo, o qual ira depender do
tipo de vegetacao e das condi¢des climaticas e tem como predadores naturais
bactérias e fungos, bem como insetos e aves.

Os carrapatos estdo sujeitos a muitos predadores, dentre os quais deve-se
salientar a gargca-vaqueira (Egretta ibis) que segue os rebanhos bovinos e
alimenta-se de fases imaturas retiradas do corpo dos bovinos ou de teledginas
que caem ao solo, sendo capazes, em certas circunstancias, de reduzir em até
66% o0 numero de teledginas que realizam postura (ALVES-BRANCO et al.,
1983). O passaro ‘"vira-bosta" (Molotrus bonariensis), o quero-quero
(Vanellus chilensis) e formigas carnivoras também se alimentam das teledginas
que caem ao solo (GONZALES, 1975).

Bactérias, como Escherichia coli, Cedecea lapagei e
Enterobacter agglomerans sédo naturalmente encontradas no aparelho reprodutor
feminino do carrapato. Existem relatos de uma diminuicdo de até 47% na postura
quando teledginas de R. microplus foram submersas em suspensao de C. lapagei
(BRUM, 1988). Outros organismos parasitas, tais como nematddeos, tem sido
também avaliados como ferramentas no controle bioldgico de carrapatos, ja que
tém se mostrados eficientes no controle de insetos (SAMISH & GLAZER, 2001).

O uso de fungos entomopatogénicos no controle do carrapato tem sido muito
estudado, principalmente se esses organismos penetrarem na cuticula e que
sejam capazes de afetar todos os estagios de desenvolvimento (FERNANDES &
BITTENCOURT, 2008).
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Um estudo demonstra que o fungo Metarhizium anisopliae, da linhagem
Ma34 teve alto grau de viruléncia contra o carrapato, principalmente com os ovos
e adultos do R. microplus (OJEDA, 2007). Essa mesma linhagem foi utilizada em
carrapatos de campo e foi constatado um alto grau de viruléncia (ALONSO-DIAZ
et al., 2007).

Outro sistema estudado é o uso de ferormbnios e fungos, onde os
carrapatos do campo s&o atraidos para locais onde est&o localizados os fungos a
fim de reduzir a populagao desses parasitas (MARANGA et al., 2006).

1.3.3 Controle Imunolégico

O controle imunolégico surgiu como uma tecnologia adicional no controle
desse parasita (PRUETT, 1999; NOLAN, 1985). Entretanto, o sucesso dessa
estratégia é dependente da clonagem de genes e caracterizagado de antigenos do
carrapato. Testes de imunizagdo com diferentes antigenos do parasita fornecem
evidéncias de que o controle do carrapato pode ser realizado através da
vacinacdo. E necessario também, além da identificacdo de proteinas capazes de
induzir uma resposta imune protetora, o conhecimento dos mecanismos de
resposta imunologica dos hospedeiros (WIKEL, 1996).

A busca de proteinas com possivel potencial imunogénico pode ser baseada
na categoria de antigenos naturalmente expostos ao sistema imune do hospedeiro
durante a fase parasitaria, como proteinas presentes na saliva, e os antigenos
ocultos, aqueles que n&o entram em contato com o hospedeiro. E por ndo serem
expostos naturalmente ao hospedeiro possam causar uma maior protecao.
(WILLADSEN & KEMP, 1988).

Duas vacinas, baseadas no antigeno recombinante Bm86 (WILLADSEN et
al., 1995; DE LA FUENTE et al., 1999), ja foram desenvolvidas contra o carrapato
R. microplus, sendo possivel verificar redu¢do no numero, peso e capacidade de
reprodugdo das fémeas (WILLADSEN, 2006). Na Australia, por exemplo, a
vacinagao contra carrapatos bovinos levou a uma redugéo de 56% no numero de
carrapatos e 72% de reducao da eficacia de reprodugao (JONSSON et al., 2000a).

Em Cuba o uso da vacina reduziu o nimero de tratamentos com acaricidas, como
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também a incidéncia de anaplasmose e babesiose, sendo capaz de controlar
populacdes de carrapatos resistentes a carrapaticidas (DE LA FUENTE et al.,
1999).

Duas proteinas do carrapato tém sido descritas e ja foram testadas em
ensaios de imunizagcdo de animais e conferiram algum grau de imunoprotec¢ao ou
induziram a producdo de anticorpos, interferindo no sucesso reprodutivo do
carrapato, como é o caso da glicoproteina BYC (Boophilus Yolk Cathepsin)
(LOGULLO et al.,, 1998; DA SILVA VAZ JR. et al., 1998), e de inibidores de
tripsina (BmTls) (ANDREOTTI et al., 2002).

Outras proteinas envolvidas em diferentes funcdes fisioldgicas do carrapato
tém sido caracterizadas por diversos grupos de pesquisa, como a THAP (Tick
Heme-binding Aspartic proteinase) (SORGINE et al.,, 2000), a Glutationa S-
transferase (GST) (DA SILVA VAZ JR. et al., 2004; ROSA DE LIMA et al., 2002), a
VTDCE (SEIXAS et al., 2003) a BmCL1 (RENARD et al., 2000) e a calreticulina
(FERREIRA et al., 2002).

O efeito imunoprotetor da BYC recombinante (rBYC) expressa em E. coli foi
avaliado (LEAL et al.,, 2006). O soro dos bovinos imunizados com rBYC
reconheceu a proteina nativa com titulo entre 125 e 4000 (ELISA). Os bovinos
imunizados quando desafiados com 20.000 larvas de R. microplus apresentaram
uma protecao de 25% que € similar a alcangada com a proteina nativa, o qual
teve uma protecéo de 36%, considerando o peso dos carrapatos, oviposi¢ao e
eclosao (DA SILVA VAZ JR. et al., 1998).

Diferentemente da Bm86, o primeiro antigeno usado em vacina contra
carrapato (WILLADSEN, 1995), os anticorpos gerados apds a imunizagdo com
BYC interferiram no aparelho reprodutivo, afetando principalmente a ecloséo das
larvas, efeito que é consistente com o papel proposto para esta enzima na
degradacéao de vitelo durante a embriogénese (LOGULLO et al., 1998).

No entanto, mesmo com todas estas demonstracbes de que a imunizacio
pode ser um método eficiente no controle de carrapato, vacinas contra carrapato
devem ser empregadas dentro de um contexto de controle integrado, isto €, em
conjunto com acaricidas, ja que as vacinas atualmente ndo conferem imunidade
total (REDONDO et al., 1999).
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1.4. Embriogénese do carrapato

O estudo da embriogénese e do metabolismo energético do R. microplus tem
um papel fundamental no desenvolvimento de novas metodologias para o controle
desses vetores. E estudar essa fase de vida do carrapato possibilita entender
como os embrides sdo capazes de coordenar todo o processo de obtencido de
energia encapsulados nos ovos, para manter o controle da mobilizagao e sintese
das principais reservas desses embrides.

O embriao necessita de uma alta demanda de energia, que é suprimida pelo
catabolismo de biomoléculas, tais como, carboidratos e lipideos, os quais
participardo de outras vias biossintéticas, para garantir o sucesso do
desenvolvimento embrionario (THOMPSON & STEWART, 1997).

Na embriogénese de oviparos ocorre uma auséncia de nutrientes exogenos
durante o desenvolvimento, sendo dependente dos nutrientes maternos
estocados nos odécitos, como os carboidratos que s&o estocados como glicogénio
(SONG et al., 2006; SAPPINGTON & RAIKHEL, 1998). Depois da maturagao, os
oocitos aumentam e acumulam RNA, carboidratos, lipideos e proteinas que
servem como substratos para vias metabdlicas funcionais do desenvolvimento
embrionario (DE OLIVEIRA et al., 2006). A fase inicial, antes da formac&o do
blastoderme celular, & caracterizada pelo consumo de glicogénio materno e
ocorre uma segunda fase caracterizada pela intensa degradagao de aminoacidos
que promovem a acumulagdo de glicogénio de glicose nesse estagio (SONG et
al., 2006; MORAES et al., 2007).

Figura 2: Etapas do desenvolvimento do carrapato R. microplus. A- 1 dia, B- 3 dias
(blastoderma sincicial), C- 5 dias (blastoderma celular), D- 7 dias (embrido segmentado), E- 12
dias (Campos et. al., 2006).
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Por isso, o estudo da embriogénese do carrapato R. microplus é importante,
pois pode fornecer bases cientificas para o desenvolvimento de novas
metodologias de controle, que podem resultar em um decréscimo da viabilidade
dos ovos ou uma letalidade precoce das fémeas em postura (ROSA DE LIMA et
al., 2002).

Uma maneira de aprofundar os estudos sobre a embriogénese do
carrapato é através do uso de células embrionarias do carrapato. ESTEVES et al.
(2008) caracterizou as células embrionarias do R. microplus, denominada BME26.
A cultura primaria foi desenvolvida em 1981, a partir de uma massa de ovos de 17
dias. Como as células foram obtidas a partir de uma massa de tecido de ovos,
ainda ndo se conhece a origem do tecido e a diferenciacdo dessas células, sendo
uma linhagem heterogénea (ESTEVES et al., 2008).

1.5. Glicogénio Sintase Quinase -3 (GSK-3 B3)

A Glicogénio Sintase Quinase (GSK-3) € uma serina/treonina quinase,
que, em mamiferos, apresenta duas isoformas a GSK-3 e GSK-3a. O gene da
GSK-3 é muito conservado entre os organismos e sua fungdo tem sido
relacionada com diversos processos fisiologicos, como, sintese de glicogénio,
diferenciacao e determinacgao celular fetal, proliferagao celular e motilidade celular
(ALl et al., 2001).

A inibicdo da GSK-3 por fosforilagdo ocorre através da ligagdo da insulina
ao seu receptor, que dispara uma cascata de sinalizacdo mediada por substratos
receptores de insulina (IRS), PI-3 quinase e PKB (Akt). Como resultado, os
residuos da glicogénio sintase e do fator de iniciacdo eucariético (elF2B) sofrem
desfosforilagdo aumentando suas atividades e assim estimulam respectivamente
a sintese de glicogénio e proteinas (FRAME & COHEN, 2001).
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Figura 3: Esquema representativo da ativagdo e desativagdo da GSK-3 via cascata da
insulina (Frame & Cohen, 2001).

Glicogénio Sintase
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De acordo com ACEVEDO et al. (2007), um tratamento com elevados
niveis de insulina influencia o desenvolvimento embrionario de camundongos,
indicando que os odcitos possuem uma via de insulina funcional e que a GSK-3f3
também altera a sua fosforilacdo com a presencga da insulina. Em outro trabalho
de BUTTRICK et al. (2008) verificou que a AKT é essencial para a fosforilagao da
Zw3, proteina homodloga a GSK-3B, no desenvolvimento embrionario em
Drosophila.

A GSK-3 também ¢é descrita como uma quinase essencial na especificagcao
do destino de células em embrides, através da via Wnt, mostrado em estudos
conduzidos em Drosophila e Xenopus. Um sinal extracelular libera B-catenina pela
dissociagdo de um complexo GSK-3, APC (adenomatous poliposis coli) e Axina
(Axin). A B-catenina liberada se dirige para o nucleo onde ativa fatores de
transcricdo, ativando os genes de padronizagao de segmentos. A via Wnt é
altamente conservada entre Drosophila, Xenopus e vertebrados (FERKEY &
KIMELMAN, 2000).

A GSK-38 também estd envolvida na fosforilacdo e inativacdo da
Glicogénio Sintase no metabolismo do glicogénio (FRAME & COHEN, 2001;
HEDGEPETH et al., 1999), atuando durante a embriogénese do carrapato. Assim,
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a via gliconeogénica seria ativada durante o desenvolvimento do carrapato a partir
do blastoderma celular aumentando a concentragdo de glicose nos ovos, onde
parte desta seria utilizada no metabolismo do embrido e o restante seria estocado
como glicogénio. Dessa forma, no inicio do desenvolvimento (1° ao 6° dia) ha uma
diminuicao dos niveis de glicogénio concomitante ao aumento da atividade da
GSK-3p, que atinge o seu maximo no 12° dia. Apds esse momento, a re-sintese

de glicogénio parece ser retomada e a atividade da GSK-3p volta a diminuir
(MORAES et al., 2007).

1.6. Inibidores da GSK-33

Devido a importancia da GSK-3B em diversos processos fisiolégicos, a
procura de inibidores de GSK-33 que possam ter utilidade clinica e/ou cientifico-
tecnolégicas é um campo de pesquisa bastante prolifero (MEDINA & CASTRO,
2008).

Um dos principais inibidores da GSK-3p ja descritos € o litio. A inibicdo por
litio é do tipo competitiva com Mg™* e ndo competitiva pelo substrato (RYVES &
HORWOOD, 2001). Contudo, o litio ndo € um inibidor seletivo da GSK-38,
inibindo também outras enzimas, incluindo polifosfato-1 fosfatase, inositol
monofosfato, caseina kinase I, proteina kinase -2 ativada por MAP (MAPKAP-K2)
e quinase ativada e fosforilada por p38 (BERRIGDE et al., 1989 e DAVIES et al.,
2000). Em Drosophila estudos indicam que o tratamento com litio inibe a GSK-3f3
diminuindo a toxicidade de duas proteinas, a poliglutamina e polialanina,
impedindo que ocorram mutag¢des (BERGER et al., 2005).

Por isso novas moléculas que inibem especificamente a GSK-3f3 tém sido
estudadas, entre elas, podemos citar o alsterpaullone, o 6-bromoindirubin-30-
oxime (BIO), o indirubin-3’-monoxime, o SB616763, etc (LEOST et al., 2000;
MEIJER et al, 2004).

O inibidor alsterpaullone atua por competicdo com ATP, ligando-se no sitio
catalitico da GSK-3[3, e dados in vivo mostram que o alsterpaullone inibe a
fosforilagao da proteina tau (substrato da GSK-3) (LEOST et al., 2000). Estudos

em camundongos demonstram que o tratamento com alsterpaullone e/ou litio

23



cometem anomalias em embrides, interferindo na mitose e diferenciacdo nuclear
(ACEVEDO et al., 2007).

Outro inibidor utilizado € o bromo-indirubin-oxime o qual inibe a fosforilagcdo
do residuo de tirosina, sitio ativo da GSK-3 e um estudo com células-tronco
embrionarias de camundongos tratados com 6-bromoindirubin-3-oxime (BIO)
demonstram que o inibidor € capaz de promover a proliferagdo de cardiomidcitos.
Tanto em camundongos neonatos, como em adultos a estimulagdo por BIO
promove o ciclo celular, aumentando o numero de mitoses (TSENG et al., 2006).

O indirubin-3-oxime também inibe a GSK por competicdo com ATP e
estudos indicam que a inibicdo da GSK-3p pelo IMI (indirubin-3’-oxime) resulta em
uma recuperacao da sistole e diastole do coragao depois de uma isquemia. Essa
inibicdo também aumenta a ac&do da insulina acentuando a producéo de glicose
(BARILLAS et al., 2007).

Esses trabalhos enfatizam a importancia de conhecer os efeitos que os
inibidores especificos e inespecificos da GSK-33 causam nos organismos. Por
isso seria importante conhecer os seus efeitos no desenvolvimento do embrido do
carrapato, e se a inibicdo da GSK-3B causaria algum efeito na postura ou
fertilidade dos ovos.

Por a GSK-3p estar envolvida no metabolismo energético do embrido do
carrapato R. microplus seria interessante estudar a sua funcionalidade na
embriogénese. Este conhecimento poderia servir de base para o desenvolvimento

de novos métodos de controle para carrapato.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

O objetivo do estudo foi caracterizar a Glicogénio Sintase Quinase 33 (GSK-

3B) do carrapato Rhipicephalus microplus.

2.2.0Objetivos Especificos

- Clonar e testar a expressao da regido codificadora da GSK-3[3 em sistema
procarioto (E. coli).

- Avaliar a transcricdo do gene GSK-33 em diferentes 6rgaos do carrapato,
em células embrionarias do carrapato R. microplus (BME26) e durante a
embriogénese por qPCR.

- Analisar o efeito da inoculagdo de inibidores da GSK-3f em fémeas
ingurgitadas.

- Analisar o efeito do inibidor especifico da GSK-33, o alsterpaullone,

através da técnica de alimentacgéo artificial por capilar.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Solugdes e Tampodes

3.1.1. Tampao para eletroforese e Western blot

- TAE 50X — 242 g de Tris-base, 57,1 mL de acido acético glacial, 100 mL de
EDTA 0,5 M (pH 8,0) e 4gua destilada q. s. p 1 litro.

- Tampao de amostra (para géis de agarose) - azul de bromofenol 0,25% e
sacarose 40%.

- Tampao de amostra para gel de poliacrilamida: Tris-HCI (pH 8,0) 62,5 mM ,
SDS 2%, glicerol 10%, beta-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,001%,
uréia 10 M;

Tampao para Western blot

- Tampéao de transferéncia: NaHCO3; 13 mM, Metanol 20%, pH 9,9;

- Tampao PBS 1X: NaCl 150mM, NaH,PO4 25 mM, pH 7,5;

- Tampéao de revelacéao fosfatase (TRF): Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM;

- Solucéo de bloqueio 5%: 5 g de leite em p6 desnatado (Molico) em 100 mL
de agua destilada;

-NBT: 0,05 gem 1 mL de DMF 70%

- BCIP: 0,05 g em DMF 100%

- Solugao de Ponceau: ponceau S 2%, TCA 30%, acido sulfossalicilico 30%

em agua destilada.

3.1.2. Solugdes para extragdo de DNA plasmidial

- Solugao I: Glicose 50 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM, EDTA (pH 8,0) 10 mM,;

- Solugao Il: NaOH 0,2 N e SDS 1%;

- Solugéo lll: 60 ml acetato de potassio 5 M, 11,5 mL de acido acético glacial,
agua destilada quantidade suficiente para 100 mL.

- Solugao de Tris-EDTA: Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM pH 8,0
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- Solucéo de fenol tamponado (pH 8,0): fenol tamponado com solugao de Tris-HCI
pH 8,0 e hidroxiquinolina 0,01% (v/w).
- Solugao de precipitagao: acetato de sédio 3 M, pH 5,2

3.1.3. Gel de agarose, gel de poliacrilamida e marcadores de massa molecular

- Gel de agarose 0,8%: 0,8 g de agarose dissolvida em 100 ml de TAE 1X com
brometo de etideo 5 pg/mL.

- Solugdo de poliaclilamida: acrilamida 30% e bisacrilamida 0,8% em agua
destilada.

- Gel de poliacrilamida 12%

Tabela 1: Concentragédo de cada regente para SDS-PAGE 12%

Gel Corrida Empilhamento

[ ]gel % 12 5

Acrilamida 4000 uL 1000 uL
Tris1MpH8,8 |3,733 uL pH6,8 0,780uL
SDS 10% 100 pL 60 uL

H,O 2,107 pL 4,124 uL

APS 10% 50 pL 30 pL

TEMED 10 yL 6 uL

Vol desejado 10 mL 6 mL

- Marcador de massa molecular DNA Lambda Hindlll: DNA de fago lambda gt118
hidrolisada com endonuclease de restricao Hindlll (Fermentas).
- Marcador pré-corado para SDS-PAGE: Page Ruler™ Prestained Protein Ladder

(Fermentas)

3.1.4. Meio de Cultura

Todos os componentes foram dissolvidos em agua destilada, autoclavados

a 121°C por 15 min e mantidos a temperatura ambiente até o uso.
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- LB liquido: NaCl 0,5%, extrato de levedura 0,5% e triptona 1%, pH 7,5;

- LB sdlido: LB liquido acrescido de 1,5% de agar bacterioldgico;

- SOC: triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%, KCI 2,5 mM, MgCl, 10
mM, glicose 20% na concentragéo final de 20 mM.

- Placas de cultura: LB sdlido foi fundido, o antibi6tico de interesse foi adicionado
e 0 meio foi distribuido em placas de Petri estéreis sob fluxo laminar. Apds a

solidificacdo do meio, as placas foram acondicionadas a 4 °C.

3.1.5. Antibidticos

TABELA 2: Concentragdes de antibioticos utilizados

Antibidtico Concentracao de uso

Ampicilina 100 pg/mL
Canamicina 50 pg/mL

Tetraciclina 12,5 ng/mL

3.1.6 Inibidores
- Inibidores de protease: SBTI, PMSF, molibidato de sddio, leupeptina.

- Inibidores da GSK-3p: alsterpaullone, bromo-indirubin-oxime 6 (BIO-6) e

indirubin-3’-oxime.

3.2.Linhagens de E. coli

- TOP 10 (linhagem de E. coli para clonagem de proteinas recombinantes)
- BL21 (DE3): Star, RIL, RP, C43, Roseta, pLyskE e pLysS (linhagens de E. coli

para expressao de proteinas recombinantes)
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Tabela 3: Linhagens e caracteristicas de E. coli BL21

Linhagem Marca

BL21 Star (DE3) Invitrogen
BL21(DE3) pLysE Invitrogen
BL21(DE3) pLysS Invitrogen
Rosseta (DE3) Novagen

BL21-CodonPlus (DE3)-RIL Stratagene
BL21-CodonPlus (DE3)-RP Stratagene
C43 (DE3) Avidis

- XL1Blue (linhagens de E. coli para a produgéo de proteinas recombinantes)

3.3.Enzimas

Enzimas de restricao
Todas as enzimas de restricdo utilizadas nos experimentos foram
conduzidas de acordo com as especificacbes do fabricante, sempre mantendo a
propor¢cdo maxima de 10% do volume da enzima nas reag¢des. Todas as enzimas
foram estocadas a -20°C.
- EcoRI: 5 U/uL
- Ndel: 5 U/uL
- BamHI: 10 U/puL
- Ncol: 5 U/uL
Enzimas
- Taq polimerase: 1 U/uL
- Elongase: 1 U/uL
- Ligase: 2 U/pyL
- SuperScript: 1U/uL
- CIAP: 1 U/uL
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3.4.Vetores para clonagem e expressao

- pGEM-Teasy: plasmideo utilizado na clonagem do 5'RACE, 3'RACE e na
clonagem da ORF da GSK-3f de R. microplus.

- pET 14B: Invitrogen

- pET32B: Invitrogen

- pAE: vetor ndo comercial baseado no pET-3 (RAMOS et al., 2004).

3.5. Primers para a clonagem e qPCR

3.5.1. Primers para 5’RACE e 3’'RACE

Primers degenerados para amplificar a sequéncia parcial do cDNA da GSK-3/3
- 5-GTIGCIATHAARAARGTIYTICARGAY-3’
- 5-YTTRWRYTCIRTRTARTTIGGRTTCAT-3’

Primer forward: 5'-gctcgcgctactaccgggccccagaact-3'

Nested Primer 1: 5-GACGTGTGGTCGGCGGGTTGTGTGCTGG-3'

Nested Primer 2: 5-CCAGGGAGTGGATGTAGGCCAGGCTCCG-3'

Nested Primer 3: 5-TGGACTTGCTGTAGTGGCGCGCCACGCG-3'

Nested Primer 4: 5-GCCCATGCGAGTCATGATGCGCATGCTG-3’

3.5.2. Primers para clonar a ORF da GSK-33

Primer forward: 5’-ATGAGTGGACGGCCGAGGACG-3’
Primer reverso: 5-CACGGGGCCGCTGTTTGAGG-3’

3.5.3. Primers para clonagem no vetor de expressao

- Primers vetor pET14B
Primer forward: 5-TTTTTCATATGAGTGGACGGCCGAGGACG-%
Primer reverso: 5-AAAAAGGATCCTTACACGGGGCCGCTGTTTGAGG-3’

- Primers vetor pET32B

Primer forward: 5’- TTTTTCCATGGATGAGTGGACGGCCGAGGACG-3’
Primer reverso: 5’- AAAAAGAATTCTTACACGGGGCCGCTGTTTGAGG-3
- Primers vetor pAE

Primer forward: 5’- TTTTTGGATCCATGAGTGGACGGCCGAGGACG-3’
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Primer reverso: 5'- AAAAAGAATTCTTACACGGGGCCGCTGTTTGAGG-3

3.5.4. Primers para o qPCR

- Primer GSK-3f3

Primer forward: 5-CGAGGTGTACCTGAACCTGGT-3’
Primer reverso: 5-CGATGGCAGATGCCCAGAGAC-3’
- Primer 40S

Primer forward: 5-GGACGACCGATGGCTACCT-3’
Primer reverso: 5-TGAGTTGATTGGCGCACTTCT-3’

3.6. Clonagem da regiao codificadora da GSK-3 de R. microplus

3.6.1. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

- Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido de ovos de 9 dias de postura com Trizol para
clonar a ORF da GSK-3[3 e para os experimentos da 5 RACE e 3’'RACE. Para a
sintese do cDNA total utilizou-se RNA total com oligo-(dT) e a enzima SuperScript
(transcriptase reversa). A reagao de transcrigao reversa foi de 65 °C por 5 min, 42
°C por 2 min, 42 °C por 50 min e 70 °C por 15 min.

- Extragdo de RNA total para o qPCR

O RNA total foi extraido com Trizol (Invitrogen) a partir de ovos (diferentes
dias de postura), érgédos de fémeas partendginas e teledginas e células
embrionarias do carrapato BME26 tratadas sob diferentes condicdes. Para a
sintese do cDNA total utilizou-se RNA total, primers randdmicos e a enzima
MuitlScribe transcriptase reversa. A reacao de transcricao reversa foi de 25 °C por
10min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 segundos.
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3.6.2. 5RACE e 3'RACE

Primers degenerados, baseado em regides conservadas da GSK-3f3 foram
utilizados na reacao de PCR para amplificar a sequéncia parcial do cDNA da
GSK-3[3 de ovos de R. microplus. Condi¢des de amplificagcdo com Tag polimerase
foram: 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 45 °C por 1 min e 72 °C por
1 min, 72 °C por 10 min. O produto do PCR correspondeu a um fragmento de 600
pb, referente a sequtiéncia parcial do cDNA da GSK-3[ e foi purificado a partir de
banda de gel de agarose (Gene Clean DNA purification — BIO 101 Systems). O
fragmento foi clonado no vetor pGEM-TEasy em E. coli (linhagem DH5a). O
plasmideo recombinante foi extraido através do miniprep (Qiagen) e a sequéncia
de acidos nucléicos determinado por um sequenciador automatizado (Beckman
CEQ2000). A sequéncia predita da GSK-3B de R. microplus foi verificada por
analise comparativa com sequéncias da GSK-3[3 obtidas no GenBank.

Para clonar o cDNA completo da GSK-3 foi realizado o 5’RACE e 3'RACE
utilizando o fragmento de 600 bp. Para o 3’RACE foi utilizado o System for Rapid
Amplification of cDNA Ends Kit (invitrogen) e um primer adaptador contendo oligo-

(dT) de acordo com instru¢des do fabricante.

O cDNA foi sintetizado a partir de ovos do carrapato, o qual o primer
utilizado foi 5-CAATGCGGTCCACAAA-3' e a enzima transcriptase reversa (M-
MLV RT). O cDNA amplificado do PCR foi feito com primer ancorador (AUAP) e
um primer “nested” especifico. Um segundo primer nested especifico foi utilizado
para uma segunda reacdo de PCR. O produto do PCR foi clonado no vetor
pGEM-TEasy e sequenciado uma por¢cao do plasmideo. Novos primers foram
desenvolvidos para clonar o cDNA completo da regido codificadora da GSK-3 o
cDNA, correspondentes ao final 3’e 5’. O produto do PCR foi clonado também no
vetor pGEM-TEasy.

3.6.3 Clonagem da regi&o codificadora da GSK-3f do carrapato R. microplus

O cDNA proveniente do RNA total de ovos de 9 dias foi sintetizado e
utilizado na reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificar o cDNA

completo da proteina correspondente, utilizando primers especificos para regido
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codificadora. A reagao de PCR foi realizada com Taq polimerase com ciclos de:
94 °C por 5 min, 35 ciclos de, 94 °C por 30 seg, 63 °C por 30 seg, 72 °C por 90
seg e um ciclo final de 72 °C por 7 min. As concentragbes dos reagentes para o
PCR foram: primers forward e reverso: 10 pmol/uL; MgClz: 50 mM; dNTP’s: 10
mM; tampao da enzima: 10x e 1 U da enzima Taq polimerase.

O produto do PCR foi ligado no vetor pGEM-TEasy de acordo com o
fabricante: 1 yL do vetor pGEM-TEasy, 3 yL do produto do PCR, 5 uL do tampéao
de ligagao e 1 uL da enzima T4 DNA ligase por 18 horas a 4 °C.

3.6.4 Transformacao por eletroporacao e por choque térmico

Eletroporacéao

Apds a ligagao o produto da ligagcao foi utilizado para transformar por
eletroporacgao a linhagem de E. coli XI1Blue, segundo SAMBROOK et al. (1989).
Em uma cubeta de eletroporagcdo, foram misturados 40 pL de células
competentes (XL1Blue) e 2 pL da reacéo de ligacdo. Apds um pulso elétrico de 25
MF (2500 V), na cubeta foi adicionado 1 mL de meio SOC e este meio contendo
as bactérias transformadas foi distribuido em placas de meio de cultura LB sélido
contendo ampicilina, X-gal e IPTG. Apéds, a placa foi incubada a 37 °C por 16
horas, no escuro, para posterior selecdo das colOnias bacterianas transformantes
brancas, através da selec¢ao por 3-galactosidase.
Choque térmico

A transformacao de E. coli por choque térmico de acordo com SAMBROOK
et al. (1989). Ao DNA plasmidial foi adicionado a 100 pyL de células competentes
(E. coli Top 10) e incubados a 4 °C por 30 min. As células foram submetidas ao
choque térmico a 42 °C por 2 min, seguido pela adicao de 200 uL de LB liquido.
Apods incubagdo a 37 °C por 1 h, 100 yL da suspensao foram distribuidos em
placas de meio de cultura LB contendo ampicilina para selegcao das coldnias

bacterianas transformantes. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 h.

3.6.5 Extracao plasmidial por lise alcalina (mini-prep)
A técnica foi realizada segundo SAMBROOK & RUSSEL, (2001) com
modificagdes. As colbnias bacterianas brancas, contendo os plasmideos de

interesse, foram inoculadas em 3 mL de LB liquido, contendo o antibidtico
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ampicilina e incubadas a 37 °C sob agitagdo constante. As células foram
coletadas por centrifugacdo a 16.900 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi
removido e as células ressuspensas em 100 uL da Solugdo 1 (50 mM de glicose,
25 mM de Tris-HCL, 10 mM de EDTA) com agita¢des vigorosas, e mantidas por
10 min no gelo. Em seguida foi adicionado 200 uL da solugdo 2 (0,2 N NaOH,
SDS 1 %, e agua destilada) homogeneizando por inversao lenta e incubando por
1 minno gelo. Apds foi acrescentado 150 uL da solugdo 3 (acetato de potassio 5
M, acido acético e agua) e novamente homogeneizado por inversao lenta e
incubado por 20 min. O homogenato foi mantido por 20 min no gelo e a
preparagao foi centrifugada a 16.900 g por 20 min a 4 °C. A seguir, O
sobrenadante foi tratado uma vez com 1 volume de fenol, centrifugado a 15.000 g
por 5 min, a fase superior da solucéo foi removida para novos microtubos, tratada
com 1 volume de fenol/cloroférmio, seguida de nova centrifugagcéo a 15.000 g por
5 minutos. Novamente a fase superior foi removida, adicionado 1 volume de
cloroférmio e centrifugado a 15.000 g por 5 min. Ao sobrenadante foi adicionado
0,1 volume de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol 100% ou 1
volume de isopropanol e mantido por 2 horas a -20 °C. O homogeneizado foi
centrifugado a 20.400 g por 30 min a 4 °C e removido o sobrenadante. O
sedimento de DNA foi lavado (sem ressuspender) com 1 mL de etanol 70%,
mantido a temperatura ambiente até a secagem e dissolvido em 100 yL de agua
milli-Q. A solugédo de Ribonuclease a 200 ng/mL (Fermentas) foi adicionada a

mistura e mantida por 45 min a 37 °C para digestdo do RNA.

3.6.6 Analise quantitativa e qualitativa do DNA plasmidial

A concentragao e pureza do DNA obtido da extragao plasmidial dos clones
(GSK-3B/pGEM-TEasy), foi determinada por espectrofotometria pela relagao entre
as leituras nos comprimentos de onda 260 nm/280 nm. O DNA plasmidial foi
hidrolisado com a enzima de restricdo EcoRI| para liberacdo do inserto
correspondente a regido codificadora da GSK-3[3 e submetidos a eletroforese em

gel de agarose 0,8 % com tampao TAE 1X. O tamanho do fragmento gerado na
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reacao foi determinado pela comparacdo com o marcador de massa molecular
lambda/Hindlll.

3.6.7 Sequenciamento dos clones obtidos na extrac&o plasmidial

Os clones foram submetidos ao sequenciamento para a confirmacédo da
clonagem da regido codificadora da GSK-3B. Os primers utilizados foram o T7
promoter e o Sp6 terminator, cada um com uma concentracdo de 5 pmol/pL. As
amostras foram encaminhadas ao Centro de Biologia Genémica e Molecular da
PUCRS para sequenciamento no aparelho MegaBACE 1000 (ABI Prism 3100).
Para a analise das sequéncias de nucleotideos foi utilizado o programa BioEdit

versdo 7.0.

3.7. Subclonagem da regido codificadora da GSK-3f nos vetores de

expressao

Apds a confirmagcdo por sequenciamento da clonagem da regido
codificadora da GSK-3[3 no vetor de clonagem foi realizado um novo PCR com os
primers especificos para cada vetor de expressao (pAE, pET32-b e pET14b), ver
item 3.5.3.

A reacao de PCR foi realizada com o DNA plasmidial extraido do clone
GSK-3pB/pGEM-TEasy, com a enzima Elongase com ciclos de: 94 °C por 5 min, 35
ciclos de, 94 °C por 30 seg, 63 °C por 30 seg, 68 °C por 90 seg e um ciclo final de
68 °C por 7 min. As concentragdes dos reagentes para o PCR foram: primers
forward e reverso: 10 pmol/uL; tampdo A e B: 5x; dNTP’s: 10 mM; e 1 U da

enzima Elongase.

3.7.1 Purificagdo do DNA por extragao de banda de gel de agarose (GeneClean)

Tanto o produto do PCR para a subclonagem da regido codificadora da
GSK-3B como o DNA da extracéo plasmidial dos vetores de expressao selvagens
foram submetidos a purificagao através da extragao por banda de gel de agarose.

A banda correspondente ao DNA de interesse foi cortada e a ela foi

adicionada a solugcdo Nal, de acordo com o fabricante. Apds, a solugdo com a
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banda de gel cortada foi incubada a 65 °C até a banda dissolver na solugao. Apés
€ adicionado a resina para ligacao do DNA. A resina foi lavada com o tampao de
lavagem Wash buffer duas vezes e deixada secar. ApOs secar a resina o DNA é

ressuspendido em agua e quantificado de acordo com o item 3.6.6.

3.7.2 Hidrdlise do DNA purificado para subclonagem nos vetores de expressao

O DNA purificado de banda de gel foi hidrolisado com as enzimas de
restricdo correspondentes ao sitio de clonagem de cada vetor de expressao.
Os vetores de expressao selvagens purificados também foram hidrolisados

com as enzimas de restricao, para posterior reagédo de ligacao.

3.7.3 Desfosforilagao dos vetores de expressao

Os vetores de expressado foram desfosforilados com a enzima CIAP para
impedir a re-ligagdo do vetor selvagem e aumentar a eficiéncia da ligagdo com o
inserto. Ao DNA extraido, purificado e hidrolisado foi adicionado 1 U da enzima
CIAP e o seu tampao correspondente, e incubado por 5 min a 50 °C. A reacao de

desfosforilacio foi inativada por 15 min a 65 °C com 10 mM de EDTA.

3.7.4 Reacéo de ligacéo

O DNA referente a regido codificadora da GSK-33 e aos vetores de
expressado foram quantificados por eletroforese em gel de agarose 0,8% (item
3.6.6) para realizacao do calculo de relagéo vetor/inserto 1:3.

A reacdo foi adicionada 2 U da enzima T4 DNA ligase e seu tampao
correspondente, de acordo com o fabricante e mantida por 18 h a 16 °C.

Apods a ligagao, foi realizado uma transformagao por eletroporacédo em
XIM1Blue (item 3.2). Os clones transformantes foram extraidos por lise alcalina
(item 3.6.5) e quantificados (item 3.6.6), para posterior transformacao por choque
térmico em linhagens de E. coli BL21 (DE3) para expressdao de proteinas

recombinantes (item 3.2).

3.8. Teste de expressao da rGSK-33 em pequena escala

Uma colénia de cada linhagem de E.coli BL21 (DE3) transformada com o
plasmideo GSK-33-PAE, GSK-3B-PET32b e GSK-3B-PET14b foi inoculada em 3
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mL de LB liquido contendo ampicilina e crescida por 16 h a 37 °C sob agitagao
constante. A suspensao de células foi centrifugada a 5.000 g por 5 min e o
precipitado de células foi ressuspendido em 10 mL de meio fresco, incubados a
37 °C sob agitacdo, até atingirem DOggy entre 0,6 e 0,8. Para inducédo, foi
adicionado IPTG numa concentracao final de 1 mM ou 0,5 mM e a cultura foi
incubada a 37 °C ou 25 °C por 2h, 4h ou 18h. A cultura de células foi centrifugada
e o precipitado foi ressuspendido em agua. Para a lise das células a suspensé&o
foi congelada e descongelada 2 vezes e sonicada 3 vezes a 30 volts. O lisado de
células foi centrifugado a 10,000 g por 15 min e o sobrenadante foi separado do

pellet para realizacdo do SDS-PAGE.

3.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Os testes de expressdo das construgdes da subclonagem da regido
codificadora da GSK-3B foram avaliados por SDS-PAGE. Amostras do
sobrenadante e pellet dos lisados de células foram analisadas por SDS-PAGE
12%. As fragdes de interesse foram misturadas a 25% do volume de tampéao de
amostra para SDS-PAGE (item 3.1.3), fervidas por 5 min e aplicadas no gel.
Como controle foi utilizado um marcador de massa molecular pré-corado (item
3.1.3). O gel foi submetido a eletroforese em tampao de corrida com corrente de
100 volts e posteriormente corado com Comassie Blue G-250.

- Coomassie-blue G-250: comassie G-250 0,1%, metanol 25%, acido acético 5%.

3.8.2 Western blot

Os lisados de células com tampao de amostra foram submetidas a SDS-
PAGE 12% e eletro-transferido para uma membrana de nitrocelulose em tampao
de transferéncia (item 3.1.1) a 70 volts por 60 min. A transferéncia foi monitorada
corando-se a membrana com vermelho de Ponceau 0,5% (p/v) em PBS 1X por 10
minutos. Posteriormente, a membrana foi descorada por lavagem com PBS 1X. A
membrana foi entdo bloqueada com solugao de bloqueio (item 3.1.1) por 60 min a
temperatura ambiente. Em seguida, foi incubada com anticorpo anti-cauda de
histidina ndo marcado (dilugao 1:1000) ou anti-GSK3p (Sigma) na diluicado 1:1000
em solucdo de bloto por 60 min. Apds a incubagdo com o anticorpo primario a
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membrana foi incubada com anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com
fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:5000 em bloto, para a membrana que foi
incubada com anti-GSK3@ e com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado
com fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:5000 em bloto para a membrana
incubada com anti-cauda de histidina. A membrana foi entdo lavada 3 vezes por
10 min com PBS 1X e revelada com uma solugao de NBT 0,03 % (p/v) e BCIP
0,015 % (p/v) em tampéao de revelagao fosfatase (item 3.1.1).

3.9. Avaliagao da transcricao relativa da GSK3p por PCR quantitativo
O RNA total utilizado e o cDNA para a realizacdo do PCR quantitativo

estao descritos no item 3.6.2. Para a reacdo do qPCR foram utilizados primers
para regides especificas do gene de referéncia 40S e para GSK-3[3. A reagao foi
realizada com Master SYBR Green, usando o programa de amplificagao
LightCycler® DX 400, de acordo com o fabricante (Roche).

Diluigcdes seriadas do cDNA foram usadas para a confeccdo da curva de
calibragao. Além disso, As reagdes de eficiéncia ficaram entre 85 — 100% e foram
determinadas pelas curvas de calibracdo de cada par de primer utilizados para
gPCR.

A reacao do gPCR para a GSK-3p é de 95 °C por 10min, 40 ciclos com 95
°C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 72 °C por 5 seg com uma concentragao de 3
pmol/uL dos primers. O gene do 40S foi utilizado como gene controle. A reagao
do gqPCR para o 40S foi de 95 °C por 10min, 40 ciclos com 95 °C por 10 seg, 47
°C por 5 seg e 72 °C por 5 seg com uma concentragdo de 3 pmol/uL dos primers.

Os dados foram analisados pelo programa LightCycler 4.05 e pelo modelo
matematico REST (Relative Expression Software Tool) (PFAFFL et al., 2002).

3.9.1 Tratamento das células embrionarias BME26 para analise por qPCR

As células BME26 (1 x 10° células por poco) foram tratadas com meio L15
enriquecido com aminodacidos e vitaminas, além do soro fetal bovino por 24 horas
até a adesao das células nos pocos. Apds as células foram tratadas com meio
L15 sem soro fetal bovino adicionando 100 nM de insulina, 133 nM de SB216763,
40 nM de wortimanina ou 23-100 uM de tirfostin. As células foram mantidas a 34
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°C por 2 h. Ap6s o periodo de incubacéo foi retirado o meio sem soro e as células

foram descoladas com Trizol para a extracdo de RNA (item 3.6.2).

3.10. Inoculagao dos inibidores especificos da GSK-3 em teledginas

As teledginas foram separadas em grupos de 20 teledginas, com peso total
de aproximadamente 5 g, e a injegao foi aplicada na regido dorsal das fémeas,
com uma seringa Halminton de 10 pL, com um volume de 10 pL. No grupo
controle foi inoculado DMSO 1% (solvente dos inibidores). Os grupos dos
tratamentos foram inoculados com alsterpaullone, bromo-indirubin-oxime 6 (BIO-
6) ou indirubin-3’-oxime. Todos os grupos foram mantidos a 28 °C com 80% de
umidade na estufa. Os ovos de cada grupo foram coletados e mantidos nas
mesmas condi¢cdes. Os parametros analisados foram: peso dos carrapatos, peso
dos ovos, peso das larvas, reducdo na postura e reducdo da eclosdo. Foram

realizados 4 experimentos independentes.

3.11. Alimentacao artificial por capilar

As partendginas (10 fémeas por grupo) foram coletadas diretamente do
bovino para os testes de alimentagdo artificial. O sangue de um bovino nao
infestado com carrapato foi coletado para ser administrado nas partendginas. O
sangue foi coletado com sistema de coleta a vacuo, com o anticoagulante
heparina.

As fémeas foram fixadas em bandejas, separadas pelos grupos controle,
alimentadas somente com sangue ou sangue e DMSO 1% e pelo grupo
tratamento alimentados com sangue e o inibidor alsterpaullone.

A cada trés horas o capilar era trocado e as fémeas permaneciam
alimentando-se por 28 h na estufa, a 28 °C, com 80% de umidade relativa.

Os ovos de cada grupo foram coletados e mantidos nas mesmas condigées. Os
parametros analisados foram: peso dos carrapatos, peso dos ovos, peso das
larvas, redugdo na postura e redugdao da eclosdo. Foram realizados 3

experimentos independentes.
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4. RESULTADOS

4.1.Clonagem da regido codificadora da GSK-3 do carrapato Rhipicephalus

microplus

A clonagem da regido codificadora da GSK-33 no vetor pGEM-TEasy foi
analisada por hidrolise do plasmideo com a enzima EcoRl, liberando o inserto de
tamanho esperado (1230 pb). Além da hidrdlise, a clonagem foi analisada por
PCR utilizando os primers especificos para clonar a GSK-3[ de carrapato e uma
regidao dos clones foram sequenciados confirmando a presenga do inserto
correspondente a regido codificadora da GSK-3 (Figura 4).

Para expressar a proteina recombinante, foi realizada uma sub-clonagem
da regiao codificadora da GSK-3p em trés vetores de expressao (pAE , pET-32b e
pET-14b). Todas as construgbes possuem a sequéncia codificadora para cauda
de histidina (6 residuos de histidina), a fim de facilitar a purificagcdo da proteina
recombinante, por cromatografia de afinidade.

As clonagens nos vetores de expressdao (pAE, pET-32b e pET-14b)
também foram analisadas por hidrélise com as enzimas referentes ao sitios de
clonagem de cada vetor, pelo amplicon gerado no PCR com os primers

especificos e confirmada por seqlienciamento.
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Figura 4: Analise de eletroforese em gel de agarose 0,8% da extracao plasmidial
das construgdes nos vetores de expressao e GSK-3[3 e dos produtos de PCR de
cada clonagem. Linha 1: Marcador Lambda/Hindlll; linha 2: construgcdo GSK-
3B/pAE; linha 3: produto do PCR gerado a partir do produto da extragdo plasmidial
do clone GSK-3B/pAE; linha 4: construcdo GSK-3B/pET32b; linha 5: produto do
PCR gerado a partir do produto da extragéo plasmidial do clone GSK-33/pET32b;
linha 6: construcdo GSK-33/pET14b; linha 7: produto do PCR gerado a partir do
produto da extragao plasmidial do clone GSK-33/pET14b.



Pela analise da sequéncia deduzida de aminoacidos da GSK-3@ foi
possivel identificar que a regido codificadora da GSK-3B compreende 410
aminoacidos com uma proteina de 45 kDa de massa molecular predita e com pl
de 8,97. Pode-se também verificar a presenca de um dominio de proteina
quinase, entre os residuos 55 e 339, uma regidao de ligacdo-ATP de proteina
quinase, entre os aminoacidos 61 e 85, sendo importante ressaltar a presenga de
trés aminoacidos especificos na sequéncia do carrapato. Além desses foram
encontrados sitios ativos de proteina quinase serina/treonina, entre os
aminoacidos 176 e 188, possibilitando identificar a GSK-3B de carrapato como
pertencente a familia das serino/treonina quinases, semelhante com GSK-3 de
outros organismos (D. rerio, A. mellifera, M. musculus, B. taurus, X. laevis e D.
melanogaster). Foi também identificado os residuos regulatorios referente a
ativacao e inativacdo da enzima, o residuo de serina 9 e o residuo de tirosina 216.

Esses residuos estdo presentes na isoforma 3 da GSK-3. Na isorforma a o
residuo de serina esta presente na posi¢cao 21 e o de tirosina na posi¢cao 276, nao
sendo encontrados nessa sequéncia, onde na posi¢gdo 21encontra-se uma
substituicdo de uma serina por uma asparagina (Figura 5).

Ao comparar a seqiéncia de aminoacidos da GSK-3f de carrapato com
GSK-3B de outros organismos (D. rerio, A. mellifera, M. musculus, B. taurus, X.
laevis e D. melanogaster) pode-se observar identidade entre 62-76% (Figura 5).

O numero do acesso no GenBank das sequéncias da GSK-3 usadas na
analise filogenética sado: Drosophila melanogaster AAM52705, Xenopus laevis
AAC42224, Apis mellifera XP_392504, Mus musculus AAH60743, Danio rerio
NP_571456 and Bos taurus XP878051. A sequéncia da GSK-3p de R. microplus

foi depositada no GenBank e tem como numero de acesso: ABO61882.
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R.microplus
M._.musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

R.microplus
M_musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

R.microplus
M.musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

R.microplus
M.musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

R.microplus
M_musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A_mellifera
D.melanogaster

R_microplus
M.musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

R.microplus
M.musculus
B.taurus
D.rerio
X.laevis
A.mellifera
D.melanogaster

MSGRPRTTSFAEGNKQPQQPNFLAGVKITS-———-—————- KDGAKVTTVLATPGQGPDR
MSGRPRTTSFAESCKPVQQPSAFGSMKVSR--——-—=——-— DKDGSKVTTVVATPGQGPDR
MSGRPRTTSFAESCKPVQQPSAFGSMKVSR—————————— DKDGSKVTTVVATPGQGPDR
MSGRPRTTSFAESCKPVPQPSAFGSMKVSR--————=——--— DKDGSKVTTVVATPGQGPDR
MSGRPRTTSFAESCKPVQQPSSFGSMKVSR—————————- DKDGSKVTTVVATPGQGPDR
MSSRPRTTSFADCTNAPSNP-PLGGMRVSSHPAGGVTLKKDRDGNKVTTVVATPGAGPDR
MSGRPRTSSFAEGNKQ- SPSLVLGGVKTCS ——————————— RDGSKITTVVATPGQGTDR

** *xhkk - *** - - =k*k F=kkk-kkkk X X%k

PQEVSYCDTKV IGNGSFGVVYQARLLDSGOLVA I KKVLQDKRFKNRELQIMRRLDHCNIV
PQEVSYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRELQIMRKLDHCNIV
PQEVSYTDTKV IGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRELQIMRKLDHCN IV
PQEVSYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRELQIMRKLDHCNIV
QQEVTYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDTGELVAIKKVLQDKRFKNRELQ IMRKLDHCNIV
PQEISYTDTKVIGNGSFGVVYLAKLCDTEELVAIKKVLQDKRFKNRELQIMRRLEHCNIV
VQEVSYTDTKVIGNGSFGVVFQAKLCDTGELVAIKKVLQDRRFKNRELQIMRKLEHCNIV

FKh ==k FThEIAIAI AAAIAIAkAkAL - * * * -*-

KLKYFFYSSGDKKDEVYLNLVLEY IPETVYRVARHYSKSKQTIPISFIKLYMYQLFRSLA
RLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLA
RLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLA
RLRYFFYSSGDKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPMVYVKLYMYQLFRSLA
RLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQALP I I'YVKLYMYQLFRSLA
KLKYFFYSSGDKKDEVYLNLVLEY IPETVYKVARHYNKSKQTIPINFIKLYMYQLFRSLA
KLLYFFYSSGEKRDEVFLNLVLEY IPETVYKVARQYAKTKQTIPINFIRLYMYQLFRSLA

=k AEAkAXAAKk=Kk=khAkAkkhk=akAhkAhk-khekAkhkAhk-khkkxk=k ==kk==-%k= = = = kkAAAAAAAkA

YIHSLGICHRD IKPONLLLDPETGVLKLCDFGSAKLL IKGEPNVSY ICSRYYRAPELIFG
YIHSFGICHRD IKPQNLLLDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSY ICSRYYRAPEL IFG
YIHSFGICHRD IKPQNLLLDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSY ICSRYYRAPELIFG
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Figura 5: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da GSK-3@ de R.
microplus e outros organismos. A regido de ligagao-ATP de proteina
quinase € demonstrada pelas letras em negrito e sublinhado. O sitio ativo
de proteina quinase serina/treonina € demonstrado em italico com duplo
sublinhado. Dois sitios de fosforilagdo preditos (serina 9 e tirosina 216)

estdo indicados com a letra em negrito.

Apesar das clonagens nos vetores de expressao terem sido confirmadas n&o
foi possivel expressar a proteina recombinante nas diversas condi¢des testadas,
com temperaturas de indugao diferentes (37 °C e 25 °C), concentragdes de IPTG
(0.1 M e 0.05 M) e diversas linhagens de BL21 (DE3) (Star, RIL, RP, C43, C41,
Roseta, JM129). Além disso, a possivel expressao da proteina recombinante foi
analisada através de Western blot com os anticorpos anti-histidina e anti-GSK-3,
nao sendo reconhecida nenhuma banda correspondente a massa molecular
predita da GSK-3[3 de 45 kDa.

4.2.Andlise da transcricdo relativa por qPCR do gene da GSK-38 de
Rhipicephalus microplus

Orgéos de partendginas e teledginas

A transcricado relativa do gene da GSK-3f foi avaliada em ovario, intestino e
corpo gorduroso de partendginas e teledginas em comparagdo com a transcrigéo
relativa do gene do 40S. Ao analisar a transcricdo relativa do gene da GSK-3p
nos diferentes 6rgaos de partendginas e teledginas pode-se demonstrar que em
ovario a transcrigao foi maior, quando comparado ao intestino e corpo gorduroso

e em relacdo ao gene constitutivo 40S (Figura 6).
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Esses dados indicam que GSK-3B pode estar relacionada com o
desenvolvimento e formacao dos odcitos, pois a transcrigao relativa em ovario de

partenoginas foi maior em comparacgéo ao ovario de teledginas (Figura 6).
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Figura 6: Analise da transcrigao relativa do gene GSK-3p por qPCR em ovario,
intestino e corpo gorduroso de partendginas e teledginas em relagéo ao gene 40S

ribossomal. Experimento referente a trés ensaios representativos.

Embriogénese do carrapato

Os dias da embriogénese que foram analisados por gqPCR foram
1,3,6,9,12,15,18 e 21 dias apds o 1° dia de postura, em relagdo ao gene 40S
ribossomal.

A analise demonstrou que ocorre um aumento gradativo da transcrigao
relativa da GSK-3B a partir do 3° dia até o 12° dia com um pico no 15° dia,
seguido de um decréscimo no 18° dia e novamente um aumento no final da

embriogénese (Figura 7).
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Figura 7: Analise da transcricdo relativa do gene GSK-33 por gqPCR em ovos de
diferentes dias da embriogénese apdés o primeiro dia de postura de fémeas
ingurgitadas, em relacdo ao gene 40S ribossomal. Experimento referente a 5

ensaios representativos.

Células embrionarias do carrapato (BME26) tratadas sob diferentes condi¢bes

A fim de avaliar o envolvimento da GSK-3B durante o desenvolvimento
embrionario e na cascata de insulina, as células embrionarias do carrapato
(BME26) foram tratadas com inibidores de enzimas que atuam na via de insulina,
como por exemplo, a wortmanina, o qual inibe a PI3K, enzima que esta a
montante da GSK-3 e que quando inibida ativa a GSK-3p. Outro tratamento foi
com o inibidor tirfostin, inibidor do receptor de insulina, para inativar a cascata.
Além desses as células foram tratadas com um inibidor especifico da GSK-33, o
SB216763, com insulina, para ativar a cascata e com o meio L15 na presenca ou
auséncia de soro fetal bovino, o qual as células sem soro foram consideradas

como calibrador da reacédo de qPCR.
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As células embrionarias do carrapato (BME26) em cultura foram
submetidas aos tratamentos com insulina, wortmanina, tirfostin e SB216763,
separadamente por 2 h a 34 °C.

Quando as células foram tratadas com tirfostin, SB216763, soro e
wortmanina constatou-se que a transcrigao relativa do gene da GSK-3 manteve-
se semelhante as células incubadas sem soro. Apenas houve um aumento da

transcricao relativa em células tratadas com insulina.

Transcrigdo relativa do
gene GSK-3 beta
o

controle insulina wortimanina tirfostin SB216763 soro

Células embrionarias BME26 tratadas em diferentes condi¢cdes

Figura 8: Analise da transcricao relativa do gene GSK-3B por qPCR em células
embrionarias BME26 tratadas sob diferentes condi¢des, em relacdo ao gene 40S
ribossomal. As células (1 x 10° células por poco) foram tratadas com meio L15
com soro fetal bovino ou meio L15 sem soro fetal bovino, 100 nM de insulina, 133
nM de SB216763, 40 nM de wortmanina, 23-100 uM de tirfostin. As células foram

mantidas a 34 °C.
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4.3. Analise da inoculagao do inibidor alsterpaullone em teledginas

Para avaliar o papel da GSK-3p na embriogénese as fémeas ingurgitadas
(teledginas) foram inoculadas com inibidores especificos da GSK-33, com uma
concentragdo de acordo com o ICsp de cada inibidor por carrapato. O
alsterpaullone é um inibidor especifico e ATP competitivo, podendo também inibir
a fosforilagdo da proteina tau (substrato da GSK-3). Outro inibidor utilizado é o
bromo-indirubin-oxime o qual inibe a fosforilagdo do residuo de tirosina, sitio ativo
da GSK-3 e o ultimo inibidor analisado € o indirubin-3-oxime também inibe a GSK
por competicdo com ATP.

O grupo controle foi inoculado com DMSO 1%, solvente no qual o inibidor é
soluvel e concentragao no qual o DMSO foi aplicado em conjunto com o inibidor.
O grupo do tratamento foi inoculado com 4nnM de alsterpaullone por carrapato
em DMSO 1%. Os parametros analisados foram o peso dos ovos e larvas, e a
reducao de postura e eclosdo. Foram realizados 4 experimentos independentes e
a anadlise estatistica foi realizada a partir de média de cada experimento.

Apos 30 dias do 1° dia de postura, no primeiro experimento, foi possivel
verificar o efeito visual negativo do alsterpaullone na postura. Os ovos das fémeas
tratadas com DMSO 1% apresentaram uma aparéncia normal, podendo ser
visualizado larvas eclodidas. Ja os ovos das fémeas tratadas com alsterpaullone
apresentaram uma aparéncia diferente, onde nio visualizou-se a formacgao do
embrido. Mesmo apés 40 dias de postura ndo houve eclosdo de larvas desses
ovos, indicando que o desenvolvimento do embrido foi afetado (Figura 9).

Nos trés experimentos seguintes, apdés 30 dias do 1° dia de postura, os ovos
das fémeas tratadas com DMSO 1% mantiveram semelhante ao controle do
primeiro experimento, com eclosdo de larvas normal. Mas no grupo tratado com o
inibidor houve desenvolvimento de embrides, assim como eclosdo de algumas
larvas. Porem, essa eclosdo foi menor quando comprada ao controle, sendo

possivel verificar que em alguns ovos nao houve desenvolvimento do embrido.
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Figura 9: Efeito do inibidor alsterpaullone no desenvolvimento do embrido apds 21
dias de postura. 9A) Ovos de fémeas tratadas com 4 nM de alsterpaullone. 9B)

Ovos de fémeas tratadas com 1% de DMSO (controle).

De acordo com a tabela 2, o peso dos ovos ndo foi afetado com o
tratamento do inibidor, mantendo um padrdo gramas de ovos por carrapato
semelhante ao controle. Ja o peso das larvas, a reducido da postura e a reducéo
da eclosao foram afetadas significantemente, quando comparado ao controle.

A reducao da postura nos 4 experimentos variou entre 10-18% tendo uma
diferenca significativa ao controle. Ja no primeiro experimento a redugédo da
eclosdo foi de 100% e nos trés experimentos seguintes houve uma redugéo

significativa, porem nao tao evidente, em torno de 54- 61%.
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Tabela 2: Efeito do inibidor alsterpaullone em fémeas ingurgitadas, postura e

eclosao.
Grupos (20 carrapatos  Peso dos Peso dos Peso das Reducdo da Reducdo da
por grupo) carrapatos (g) ovos (g) larvas (g) postura (%)b eclosdo (%)°

Sem manipulacéo

Experimento 1 4,82 2,38 0,96 - -
Experimento 2 4,87 2,41 1,02 - -
Experimento 3 5,01 2,25 0,99 - -
Experimento 4 5,02 2,53 0,89 - -
Somente com lesdo da

agulha

Experimento 1 4,93 2,07 0,75 - -
Experimento 2 4,86 2,04 0,74 - -
Experimento 3 4,98 2,03 0,79 - -
Experimento 4 5,02 2,45 1,01 - -
PBS

Experimento 1 4,89 2,18 0,9 - -
Experimento 2 5,04 2,27 0,93 - -
Experimento 3 5,08 2,34 1,01 - -
Experimento 4 5,02 2,26 0,97 - -
Controle ®

Experimento 1 4,89 2,07 0,75 0 6,9*
Experimento 2 5,04 2,45 1,01 0 0
Experimento 3 5,08 24 0,87 0 6,85*
Experimento 4 5,02 2,67 0,71 0 31,67*
Alsterpaullone 4nM

em DMSO 1%

Experimento 1 5,09 1,8 0 18,01** 100**
Experimento 2 5,03 2,09 0,36 14,52** 58,21**
Experimento 3 5,02 2,38 0,33 0 61,74**
Experimento 4 5,01 2,39 0,29 10,32** 54,38**

* p > 0,05 (comparado ao controle- carrapato injetado com PBS)

** p < 0,05 (comparado ao controle- carrapato injetado com DSMO 1%)

0 grupo controle foi inoculado com DMSO 1% em PBS.

°A porcentagem na redugao de postura foi calculada pela comparagéo com a eficiéncia de postura

do tratamento em relagéo a eficiéncia da postura do controle.

50



° A porcentagem na redugdo de eclosdo foi calculada pela comparagdo com a eficiéncia de
postura do tratamento em relagéo a eficiéncia da postura do controle.
Anadlise estatistica referente a quatro experimentos, com a média de cada grupo com 20

teledginas.

Os outros dois inibidores especificos, o bromo-indirubin-oxime 6 (BIO-6) e
o indirubin-3-oxime foram inoculados com 5 nM e 22 nM (valores do 1c50) em
DMSO 1%, respectivamente. Nenhum dos inibidores afetou o desenvolvimento do
embridao e também nado afetaram a eclosao de larvas. Tanto a taxa de reducgao de
postura como a taxa de redugao de eclosdo nao tiveram diferenga significativa em
relagcdo com o controle (Tabela 3).
Tabela 3: Efeito dos inibidores BIO-6 e indirubin-3-oxime em fémeas ingurgitadas,

postura e ecloséo.

Grupos (18 Peso dos Peso dos Peso das Reducdo da Reducdo da

carrapatos por grupo) carrapatos (g) ovos () larvas (g) postura (%)° eclos&o (%) °

Sem manipulacdo
Experimento 1 4,82 2,38 0,96 - -
Somente com lesé&o

da agulha

Experimento 1 4,93 2,07 0,75 - -
PBS

Experimento 1 4,89 2,18 0,9 - -
DMSO 1% °

Experimento 1 5,01 2,2 0,71 0 0
BIO-6

Experimento 1 5,02 1,99 0,66 9,73 -2,77*
Indirubin-3-oxime

Experimento 1 5,03 1,97 0,67 10,81* -5,38*

* p 20,05 (comparado ao controle- carrapato injetado com DMSO 1%)

0 grupo controle foi inoculado com DMSO 1% em PBS.

°A porcentagem na redugao de postura foi calculada pela comparagéo com a eficiéncia de postura
do tratamento em relagéo a eficiéncia da postura do controle.

¢ A porcentagem na redugdo de eclosdo foi calculada pela comparagdo com a eficiéncia de
postura do tratamento em relagéo a eficiéncia da postura do controle.

Andlise estatistica referente a 1 experimento, com a média de cada grupo com 20 teledginas.
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4.4. Analise do inibidor alsterpaullone em partendoginas via alimentag&o
artificial por capilar

Em fungdo de o alsterpaullone ter ocasionado um efeito negativo no
desenvolvimento do embrido através do experimento com inoculagao, testou-se
se o inibidor teria algum efeito quando administrado por alimentagéo artificial
(Figura 10). Com esse experimento avaliamos se através da administragdo do
sangue em presencga do inibidor poderia ter efeito na embriogénese, causando

algum efeito deletério na formagéo e desenvolvimento do embrido.

Figura 10: Foto ilustrativa da técnica de alimentagao artificial por capilar.

Os grupos controle foram: 10 partendginas para cada grupo, administradas
somente com sangue e um grupo administrado com sangue e DMSO 1%, diluente
do inibidor. O grupo tratamento foi administrado com sangue e alsterpaullone com
uma concentracao final de 4 nM (ICso). Todos os grupos foram alimentados por
28 horas com quatro trocas de capilares (Figura 11).

Os parametros analisados foram: peso inicial e final de cada partendgina
alimentada, o ganho de peso apds a alimentagdo, o peso dos ovos e larvas, e a
reducao de postura e eclosao.

Tanto nos grupos controles como no grupo com alsterpaullone o ganho de
peso foi semelhante, indicando que o inibidor ndo interferiu negativamente na

alimentagao das partendginas.
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No grupo administrado com sangue na presencga de alsterpaullone pode-se
verificar que houve uma redugdo no peso das larvas, causando reducdo de
postura e, além disso, houve uma redugéo significativa (p<0,05) na eclosédo das
larvas, demonstrando que o inibidor também afetou o desenvolvimento do

embrido via alimentagao artificial (Tabela 4).

A B
Figura 11: Efeito do inibidor alsterpaullone em partendginas através da
alimentacgao artificial por capilar. 11A) partendginas alimentadas com sangue e

DMSO 1%. 11B) partendginas alimentadas com sangue e alsterpaullone (4 nM).
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Tabela 4: Efeito do inibidor alsterpaullone na postura e eclosdo de partendéginas,

alimentadas artificialmente por capilar.

Peso inicial Peso final  Ovos Larvas Ganho Reducdo da Reducéo da
(mg) (mg) (mg) (mg) de peso Postura (%)b ecloséo (%)°
(%)

Sangue
Experimento 1 33,2 65,3 16,1 12,9 107,9 - -
Experimento 2 32 85,6 22,1 11,8 177,3 - -
Experimento 3 52,2 93 32,5 18,4 80,1 - -
DMSO 1% *°
Experimento 1 28,6 56,9 15,8 9,8 100,9 0 22,59
Experimento 2 28,3 64,4 14,4 271 130,1 13,4 0
Experimento 3 65,9 112,8 45,1 19,6 80,9 0 23,24
Alsterpaullone
Experimento 1 31 68,1 9,7 3,2 128,4* 48,7 46,81**
Experimento 2 26,3 48,2 7,4 0 82,5* 31,3* 100**
Experimento 3 63,1 101,2 33,3 54 71,1* 17,7 62,69**

* p 20,05 (comparado ao controle — carrapato alimentado com sangue)

** p < 0,05 (comparado ao controle — carrapato alimentado com DMSO 1%)

%0 grupo controle foi alimentado com DMSO 1% e sangue.

°A porcentagem na reducgéo de postura foi calculada pela comparagéo com a eficiéncia de postura
do tratamento em relagao a eficiéncia da postura do controle.

° A porcentagem na redugdo de eclosdo foi calculada pela comparagdo com a eficiéncia de
postura do tratamento em relagéo a eficiéncia da postura do controle.

Analise representativa referente a trés experimentos, com 10 partenéginas em cada grupo.
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5. Discussao

A embriogénese do R. microplus tem sido muito estudada, a fim de
identificar e caracterizar proteinas envolvidas nessa fase e que possibilitem novas
metodologias de controle desses vetores (SEIXAS et al.,, 2008). Além disso,
caracterizar proteinas que estejam envolvidas no metabolismo energético do
embrido poderia permitir a identificacdo de possiveis alvos com potencial
imunogénico para o controle desse parasita.

Segundo MORAES et al., (2007) o conteudo de glicogénio estocado nos
oocitos, através de nutriente materno, € consumido nos primeiros 7 dias de
desenvolvimento do embrido, e apds esses dias ocorre uma re-sintese de
glicogénio para ser consumido até o final da embriogénese. Para entender esse
processo € essencial conhecer moléculas envolvidas nele, como por exemplo, a
glicogénio sintase quinase-3p (GSK-38).

A maioria das enzimas € encontrada em pequenas quantidades em suas
fontes naturais e a purificagdo dessas €, em geral, dificil e dispendiosa. Para isso
a producgao de proteinas recombinantes em sistemas heterdlogos pode auxiliar na
caracterizagao funcional e estrutural desses alvos, através da obtencao de grande
quantidade de proteina (MANZUR et al., 2006).

A clonagem da regiao codificadora da GSK-3, contendo um inserto de
1230 pb, tanto no vetor de clonagem (pGEM-TEasy), como nos trés vetores de
expressao foram confirmadas por sequenciamento. E os produtos dos
sequenciamentos de cada clone também foram utilizados em programas de
analises de sequéncias, como por exemplo, BLAST e em programas de
alinhamento de sequéncia, como o CLUSTAW, para avaliar a similaridade da
GSK-3p do carrapato com outros organismos.

Com as andlises foi possivel observar uma similaridade de 76% com D.
rerio, 76% com A. mellifera, 75% com M. musculus, 75% com B. taurus, 75% com
X. laevis e de 62% com D. melanogaster. Com essa analise foi possivel identificar
regides conservadas também presente na sequéncia deduzida de aminoacidos da
GSK-3B de R. microplus, como por exemplo, as regides que caracterizam sitios

ativos das proteinas quinase serino/treonina. Também foi possivel verificar que a
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GSK-3B de R. microplus possui os provaveis sitios de fosforilagcdo presente em
todos os organismos analisados.

A regiéo codificadora da GSK-3 contem 410 aminoacidos com uma massa
molecular predita de 45kDa e um pl de 8,97. A sequéncia deduzida de
aminoacidos foi analisada com o auxilio do programa ScanProsite e foi
encontrado um dominio de proteina kinase entre os residuos 55 e 339. Também
foram identificados uma regido de ligagdo-ATP de proteina kinase e um sitio ativo
de proteina kinase serina/treonina. Além dessas regides foram identificados dois
possiveis residuos regulatorios nas posi¢cdes 9 (serina) e 215 (tirosina). Esses
aminoacidos estdo correlacionados com sitios de fosforilagdo, responsaveis por
inativagdo e ativagdo da enzima e somente sdo encontrados na isoforma 3 da
proteina (FRAME & COHEN, 2001).

Nesse trabalho os testes para a expressio da proteina recombinante foram
realizados em trés vetores de expressao (pAE, pET-32b e pET-14b), todos
possuindo regido que codifica para cauda de histidina no primer ou na por¢ao N-
terminal da proteina e com alta taxa de niveis de expressdo. A expressao foi
testada em onze linhagens de E. coli BI21 (DE3) diferentes, com duas
temperaturas de inducéo diferente (37 °C e 25 °C) e duas concentragdes de IPTG
(0.1 M e 0.05 M). Apesar de testadas varias linhagens de E. coli e varias
condicbes de expressdo nao foi possivel observar a expressdo da GSK-3f3
recombinante.

Existem varias hipoteses para possiveis problemas de expressdo de
proteinas recombinantes em sistema procarioto, entre elas estdo: a instabilidade
de plasmideos, devido a genes toxicos, a degradacao proteolitica dos produtos
protéico ou até o mRNA da GSK-3[3 ser instavel, impossibilitando a traducio da
proteina (MAKRIDES, 1996; BANEYX, 1999).

Como néao foi possivel expressar a GSK-33 recombinante em sistema
heterélogo, resolveu-se analisar outras estratégias para conhecer mais
especificamente a enzima do carrapato. Avaliou-se o padrao da transcricdo
relativa da proteina nativa durante e embriogénese e 6rgaos de fémeas adultas e
parcialmente alimentadas, além de avaliar o papel da enzima na oviposicao,

através de tratamento com inibidores especificos da GSK-3.
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Ao analisar o perfil da transcricdo relativa da GSK-3B em o6rgaos de
partenoginas e teledginas, observou-se um nivel maior de transcrito no ovario de
partenogina e teledgina.

O alto nivel de transcritos da GSK-33 em ovario pode indicar que a sintese
da proteina seja feita nesse 6rgao, e maior parte seja estocada nele, para auxiliar
no desenvolvimento e maturagao dos odcitos.

Algumas proteinas tém sua sintese em um 6rgdo, como por exemplo, o
corpo gorduroso, e depois sédo transportadas via hemolinfa para outros 6rgaos
(BIANCHI et al., 1985; CHINZEI & YANO, 1985). Uma dessas proteinas é a BYC,
que tem sua sintese no corpo gorduroso e depois € transportada para o ovario e
intestino (LOGULLO et al., 1998). Entretanto, o alto nivel de transcritos no ovario
e de proteina (dados ndo mostrados) indica que a GSK-3f é sintetizada no ovario
e estocada nesse 6rgao. Além disso, um estudo de analise morfolégica e
histolégica em ovario de R. microplus, observou a presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso nos odcitos, indicando que as proteinas dos ovos podem
ser sintetizadas dentro dos odcitos (SAITO et al., 2005).

Durante a embriogénese verificou-se que a transcri¢cao relativa da GSK-33
nao manteve um padrdao semelhante ao longo dos dias analisados, sendo baixo
no inicio e com um pico no final do desenvolvimento embrionario.

Segundo MORAES et al. (2007) no inicio da embriogénese, antes da
formagao do blastoderme celular do carrapato o embrido consome o glicogénio
maternal estocado nos odcitos e isso pode explicar o baixo nivel de transcritos do
MRNA da GSK-3[ nessa fase. Apds o periodo de blastoderme celular ocorre um
aumento gradativo de transcrito com um pico no final da embriogénese. Esse
aumento pode ser devido a importdncia da GSK-3B na diferenciagcdo e ciclo
celular, permitindo a formagao do embrido.

Segundo ACEVEDO et al. (2007), no inicio do desenvolvimento
embrionario de camundongos, a GSK-33 permanece fosforilada, mantendo a
proteina inativa. Ja apds o estagio de blastocisto a proteina torna-se ativa, tendo
o seu sitio desfosforilado. E ainda sua importancia na embriogénese também foi
constatada, pois ao injetar anticorpos anti-GSK-3 ou inibidores especificos em

embrides de camundongo verificou-se um comprometimento do desenvolvimento
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nuclear, resultando em uma segregacao da cromatina anormal (ACEVEDO et al.,
2007).

O padrao de transcricao da GSK-33 € diferente tanto do padrdo da
atividade enzimatica como do padrdo de expressao da proteina nativa, o qual
demonstrou que a proteina € encontrada ao longo de toda a embriogénese
(dados nao publicados). Esses dados podem indicar que além da regulagcédo da
atividade da proteina por desfosforilagdo, a mesma tenha outra via de regulacéo,
ja que a GSK-33 é uma proteina envolvida em muitos processos, como por
exemplo, diferenciacao e ciclo celular (FRAME & COHEN, 2001). A ativagao ou
desativacdo da GSK-3p pode estar ocorrendo de maneira semelhante a via Wnt,
o qual ocorre a formagao de um complexo entre a GSK-3[3, axina e B-catenina
(RUEL et al., 1999).

Dados recentes do nosso grupo demonstram que a cascata de insulina
esta envolvida na embriogénese do carrapato, pois enzimas que atuam nessa
cascata, além da GSK-3pB, ja foram identificadas, como a PI3 kinase e proteina
kinase B (Akt) (dados ndo publicados) e conhecer essa via de sinalizagéo durante
0 processo embrionario € uma etapa importante para saber como ocorre a sintese
e manutengao de glicogénio no embrido.

Dois trabalhos que imunolocalizaram uma insulina-like em singanglio e
ninfas Dermacentor variabilis e em Ornithodoros parkeri através de um anticorpo
anti-insulina bovina (DAVIS et al., 1994; ZHU et al., 1991)

Ainda ndao € conhecida como a insulina atua no embrido do carrapato,
porém dados indicam a presenca de peptideos insulina-like em embrides de
varios invertebrados. Em Drosophila melanogaster existe uma familia de genes
que codificam sete peptideos insulina-like (GAROFALO, 2002), em Bombyx mori
foi identificado um peptideo com caracteristicas semelhantes a insulina (Nakahara
et al., 2006), e em A. gambiae também foram identificados genes que codificam
peptideos insulina-like. Além desses, um trabalho de BROWN et al. (2008),
identificou um peptideo de insulina-like de Aedes aegypti e esse peptideo tem
uma importante fungao na maturagao dos odcitos.

No presente trabalho podemos ressaltar que o nivel de mRNA de GSK-3[3

aumentou apos tratar as células embrionarias com insulina, o que nao condiz com
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a literatura, pois a cascata ativa, inibe a enzima. Um trabalho realizado com
oocitos de camundongos demonstrou que os odcitos expostos a insulina por um
curto periodo de tempo nao interfere na expressao da GSK-3[3. Porém, quando os
oocitos sdo expostos a insulina por um longo periodo de tempo resultou na
fosforilagao (inativacdo) da GSK-3B, no residuo de serina 9, prejudicando o
remodelamento da cromatina e condensagao durante a meiose (ACEVEDO et al.,
2007).

Além disso, em um trabalho realizado pelo grupo mostra que o conteudo de
glicogénio nas células embrionarias aumenta com concentragdes progressivas de
insulina, podendo sugerir que realmente a insulina interfere na sintese de
glicogénio. Provavelmente esse aumento da transcricdo relativa da GSK-3p,
ocorra por outra via de regulacao, ja que a GSK-3[3 € uma enzima multifuncional e
participa de varios processos ou também porque possa ocorrer uma regulagao
poOs-transcricional da enzima.

Pode-se observar também que os inibidores utilizados para avaliar o
padrao de transcricido relativa da GSK-3 né&o interferiram na transcri¢cdo, que se
manteve semelhante ao padrao visto nas células tratadas com meio sem soro,
indicando que o inibidor ira atuar na ativagao ou inativagdo da proteina e nao na
transcricdo da mesma.

A fim de avaliar o possivel papel da GSK-383 na formagao dos odcitos € na
embriogénese do carrapato R. microplus, utilizou-se inibidores especificos da
proteina para inocular em teledginas e alimentar partendginas. Nos experimentos
de inoculagado o unico inibidor que teve um efeito negativo aparente na postura e
eclosao das larvas foi o inibidor alsterpaullone. Aparentemente a inibicdo da
GSK-3B, nas fémeas inoculadas, impossibilitou o desenvolvimento de alguns
embrides. O efeito negativo na formagado do embrido pode ser devido que a GSK-
3B inibida pode ter interferido em algum processo celular, como por exemplo, na
diferenciagdo, ciclo celular e na sintese de glicogénio, impedindo o
desenvolvimento de embrido. Esse resultado corrobora com o trabalho de
ACEVEDO et al. (2007) onde ao tratar a cultura de zigotos com alsterpaullone
pode-se verificar um dano no inicio da mitose, no desenvolvimento nuclear e na

citocinese, causando ma formacao do embrido. Outro trabalho de SWAIN et al.,
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(2007) também demonstrou que a inibicdo da GSK-38 com o alsterpaullone
prejudicou a condensagao da cromatina do odcitos de camundongos.

Os outros inibidores, apesar de serem especificos a GSK-3[3, ndo tiveram
um efeito aparente na inibicdo da proteina, pois o padrdo de postura e eclosao foi
semelhante as fémeas dos grupos controles.

Quando as fémeas foram alimentadas artificialmente por capilar na
presenca ou auséncia do inibidor alsterpaullone, pode-se verificar um efeito maior,
quando comprado as fémeas inoculadas. Esse dado indica que a inibicdo da
GSK-38 durante o processo de alimentacido e de formacao dos odcitos possa ter
um efeito mais drastico, impedindo ainda mais a postura e eclosdo das larvas.
Ainda pode-se demonstrar que o inibidor foi absorvido pela fémea e
posteriormente transportado para o ovario onde la atuaria na inativagdo da
proteina.

Esses resultados enfatizam a importancia da GSK-3p, pois € uma enzima
envolvida no metabolismo de glicogénio, no ciclo e diferenciagdo celular e
provavelmente é crucial para o desenvolvimento embrionario do carrapato R.

microplus, regulando outros mecanismos durante essa fase.
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