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RESUMO 

 

Neste trabalho se estudaram as correlações existentes entre a via de sinalização 
pela insulina/TOR com o desenvolvimento embrionário do carrapato Rhipicephalus 
microplus. Através de sequenciamentos foi demonstrada a conservação dos alvos 
RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1, ainda não descritos na literatura. Posteriormente, foi 
analisado que a insulina exógena pode estimular a transcrição de RmAKT e RmTOR 
em células embrionárias BME26, o que ressalta o papel conservado da via de 
sinalização insulina/AKT/TOR neste carrapato. Além disso, foi demonstrado que o 
tratamento com o inibidor químico da TOR, a rapamicina, causa a diminuição da 
viabilidade das células e a perda da integridade da membrana, resultados 
semelhantes ao efeito da inibição química da AKT nesta mesma linhagem celular. O 
tratamento com rapamicina promoveu a regulação negativa da transcrição de 
RmS6K e Rm4E-BP1, alvos a jusante da via de sinalização TOR. Em contraste, o 
tratamento de células BME26 com inibidores químicos de AKT ou GSK-3 não afetou 
a transcrição de RmS6K e Rm4E-BP1, indicando que a TOR é especificamente 
necessária para ativar seus alvos. Com o objetivo de estudar o papel desta via na 
reprodução de carrapatos, estudos in vivo foram realizados. A análise da transcrição 
relativa durante diferentes estágios do desenvolvimento embrionário de carrapatos 
mostrou diferentes níveis de transcrição para RmTOR, similares a RmGSK-3β, que 
sugerem que os alvos são de origem materna e transcritos também pelo embrião em 
desenvolvimento. Observou-se também uma possível deposição materna de 
transcritos para os alvos RmS6K e Rm4E-BP1, em um perfil similar a RmAKT 
descrito anteriormente pelo grupo de pesquisa. A injeção de RNA de interferência 
para TOR em fêmeas parcialmente alimentadas levou a um leve atraso no 
desenvolvimento ovariano, morfologia externa do ovo atípica, diminuição do 
conteúdo de vitelina e proteína total nos ovos e à diminuição da eclosão. Os 
resultados demonstram que a via de sinalização insulina/AKT/TOR é importante 
para a reprodução de carrapatos, e que os alvos funcionam como um sistema 
regulador na embriogênese do R. microplus. 
 
Palavras chave: Insulina, TOR, embriogênese, Rhipicephalus microplus.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

In this work, the correlations between the insulin/TOR signaling pathway and the 
embryonic development of the tick Rhipicephalus microplus were studied. 
Sequencing has demonstrated the conservation of RmTOR, RmS6K and Rm4E-BP1 
targets, not yet described in the literature. Subsequently, it was analyzed that the 
exogenous insulin can stimulate the transcription of RmAKT and RmTOR in BME26 
embryonic cells, which highlights the conserved role of the insulin/AKT/TOR signaling 
pathway in this tick. In addition, treatment with the chemical inhibitor of TOR, 
rapamycin, has been shown to cause decreased cell viability and loss of membrane 
integrity, results similar to the effect of chemical inhibition of AKT in this same cell 
line. Treatment with rapamycin promoted the downregulation of RmS6K and Rm4E-
BP1 transcripts, targets downstream of the TOR signaling pathway. In contrast, 
treatment of BME26 cells with chemical inhibitors of AKT or GSK-3 did not affect the 
transcription of RmS6K and Rm4E-BP1, indicating that TOR is specifically required to 
activate their targets. In order to study the role of this pathway in tick reproduction, in 
vivo studies were performed. Analysis of relative transcription during different stages 
of embryonic development of ticks showed different levels of transcription for 
RmTOR, similar to RmGSK-3β, which suggest that the targets are of maternal origin 
and transcribed by the developing embryo. A possible maternal deposition of 
transcripts for RmS6K and Rm4E-BP1 targets was also observed in a profile similar 
to RmAKT previously described by the research group. Injection of RNA of 
interference to TOR in partially fed females led to a slight delay in ovarian 
development, external morphology of the atypical egg, decreased egg yolk and total 
protein content in eggs, and decreased hatchability. The results demonstrate that the 
insulin/AKT/TOR signaling pathway is important for tick reproduction, and that the 
targets function as a regulatory system for R. microplus embryogenesis. 
 
Keywords: Insulin, TOR, embryogenesis, Rhipicephalus microplus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Várias estratégias têm sido criadas para o controle do carrapato bovino 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, bem como das doenças transmitidas por ele ao 

redor do mundo. No entanto, estas estratégias variam por causa da legislação local, 

das condições ambientais, da geografia e do custo (TABOR et al., 2017). A 

aplicação de acaricidas é o componente mais comum das estratégias de controle, 

porém o uso destes pesticidas sintéticos impõe numerosas limitações, que incluem a 

pressão seletiva para o desenvolvimento de carrapatos mais resistentes, a 

contaminação ambiental e a presença de resíduos em produtos alimentícios, entre 

outras problemáticas (WILLADSEN, 2004; ABBAS et al., 2014; TABOR et al., 2017). 

Por outro lado, as vacinas contra o carrapato têm sido uma alternativa muito 

promissora em comparação ao uso de acaricidas. No entanto, são insuficientes para 

conferir proteção contra as várias espécies de carrapatos que existem em diferentes 

regiões geográficas (DE LA FUENTE; CONTRERAS, 2015; DE LA FUENTE et al., 

2016; SCHETTERS et al., 2016; TABOR et al., 2017).  

Especificamente nosso grupo de pesquisa tem centrado seus esforços para 

obter conhecimento da biologia deste importante artrópode vetor, com a proposta de 

reduzir a densidade vetorial a partir do estudo de aspectos relacionados com o 

metabolismo energético na fase de embriogênese. Desta forma, acredita-se que o 

estudo das moléculas envolvidas nas vias metabólicas, especificamente dos alvos 

envolvidos no metabolismo de carboidratos, pode revelar redes regulatórias 

fundamentais nesta fase de desenvolvimento e que sua inibição, ou silenciamento, 

podem chegar a ser importantes estratégias para o controle deste organismo 

(FABRES et al., 2010; MARTINS et al., 2015, 2018). De posse dos resultados 

obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, e de grupos colaboradores, atualmente existe 

um conhecimento mais amplo sobre o processo de embriogênese deste carrapato 

(CAMPOS et al., 2006; MORAES et al., 2007; LOGULLO et al., 2009; VITAL et al., 

2010; SEIXAS et al., 2012, 2018; DE ABREU et al., 2013; SANTOS et al., 2013; 

MARTINS et al., 2018). 

No caso, a via de sinalização pela insulina desempenha um papel importante 

no controle metabólico na embriogênese do carrapato R. microplus (DE ABREU et 

al., 2009, 2013; LOGULLO et al., 2009; FABRES et al., 2010). De Abreu e 
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colaboradores (2009) demostraram que a linhagem de células embrionárias BME26 

do carrapato R. microplus possui um mecanismo responsivo à insulina. Assim 

mesmo neste trabalho e em De Abreu e colaboradores (2013) foram verificadas as 

funções das proteínas fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), a proteína quinase B (PKB 

ou AKT) e a glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3), que em conjunto integram o 

metabolismo do glicogênio e a sobrevivência celular. Também estudos 

desenvolvidos in vivo demonstraram que a GSK-3 participa dos processos de 

viabilidade celular, oviposição e taxa de eclosão do carrapato bovino (FABRES et 

al., 2010; DE ABREU et al., 2013). No entanto, as funções de outros alvos biológicos 

e moleculares relacionados a esta via ainda permanecem desconhecidas. Por 

exemplo, a via de sinalização TOR (do nome em inglês Target of rapamycin) pode 

ser regulada pela via de sinalização da insulina (HAY; SONENBERG, 2004; 

WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006; HASSAN et al., 2013; HATEM et al., 

2015; YOON, 2017). A via TOR atua controlando o metabolismo energético a partir 

do monitoramento do estado nutricional das células eucarióticas e desempenha um 

papel fundamental na síntese de proteínas, transcrição, crescimento celular, 

proliferação, envelhecimento e autofagia, desde leveduras até mamíferos 

(WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006; GUERTIN; SABATINI, 2007; JUNG et 

al., 2010; KATEWA; KAPAHI, 2011; KIM; GUAN, 2011; BEAUCHAMP; PLATANIAS, 

2013). No entanto, seu papel na embriogênese do carrapato ainda é desconhecido. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A via de sinalização por insulina 

 

 O principal papel da insulina em vertebrados é regular a homeostase de 

glicose (HATTING et al., 2018). Não obstante, a via de sinalização por insulina tem 

sido descrita por ser extremamente conservada em organismos tão distantes 

filogeneticamente como Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster e 

Caenorhabditis elegans (LEEVERS, 2001; PORTE; BASKIN; SCHWARTZ, 2005; 

DAS; ARUR, 2017). A via de sinalização por insulina participa na regulação de 

diversos processos celulares como o crescimento e a proliferação, e em diferentes 

processos fisiológicos, como reprodução e envelhecimento (EBBERINK; SMIT; 

MINNEN, 1989; DICKSON, 2003; PAN; FINKEL, 2017).  

No caso, a insulina é um hormônio peptídico pertencente à superfamília de 

peptídeos similares à insulina (com o nome inglês insulin-like peptides ou ILPs), que 

compreende também às relaxinas e os fatores de crescimento similares à insulina 

(com o nome inglês insulin-like growth factors ou IGFs) (WU; BROWN, 2006; 

NÄSSEL; BROECK, 2016; ALTINDIS et al., 2018). Os ILPs, de modo geral, são 

expressos a partir de moléculas precursoras, denominadas pré-propeptídeos, que 

por sucessivos processamentos proteolíticos perdem um peptídio sinal e um 

fragmento conector (peptídio C), exceto pelos IGFs que após das clivagens ainda 

conservam este peptídeo (RIEHLE et al., 2006). Os peptídeos A e B (cada um com 

20 a 30 aminoácidos) se unem por 3 ligações de dissulfeto, uma ligação 

intramolecular na cadeia A e duas intermoleculares entre as cadeias A e B, que 

configuram a forma bioativa da insulina e dos peptídeos relacionados (WU; BROWN, 

2006; MIYAZAKI et al., 2017). Estes peptídeos podem ser armazenados ou 

libertados de grânulos de secreção na superfície celular em resposta a estímulos 

celulares ou moleculares. Uma vez liberados, os peptídeos podem se difundir para 

células-alvo locais ou ser transportados para células distantes, onde atuam através 

de diferentes receptores e vias de sinalização para regular uma grande variedade de 

processos (WU; BROWN, 2006). 

A sinalização intracelular da insulina (Figura 1) é estimulada pela ligação 

deste hormônio a um receptor específico de membrana, denominado receptor de 
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insulina (ou IR pelo nome em inglês insulin receptor). O IR é uma proteína 

heterotetramérica com atividade quinase composta por duas subunidades α e duas 

subunidades β.  A ligação da insulina ao receptor ocorre nas subunidades α, que 

permitem que as subunidades β adquiram atividade quinase levando a alteração 

conformacional e autofosforilação, promovendo um aumento da atividade quinase do 

receptor (PATTI; KAHN, 1998). Uma vez ativado o receptor de insulina fosforila 

vários substratos protéicos em tirosina, alguns deles pertencentes à família dos 

substratos do receptor de insulina, chamados proteínas IRS pela abreviação do 

inglês Insulin Receptor Substrate (WHITE; YENUSH, 1998; CARVALHEIRA, J.B., 

ZECCHIN, H.G., SAAD et al., 2002). A fosforilação em tirosina das proteínas IRS 

cria sítios de reconhecimento para moléculas contendo domínios com homologia 

Src2 (SH2), resultando na ativação de vias de sinalização intracelular como a via da 

PI3K, a cascata de sinalização das proteínas-quinases ativadas por mitógenos 

(nome proveniente do inglês Mitogen Activated Protein Kinases - MAPK) e a 

ativação de TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a síntese 

de glicogênio, lipídeos e proteínas, coordenando e integrando o metabolismo 

intermediário (CARVALHEIRA, J.B., ZECCHIN, H.G., SAAD et al., 2002). 
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Figura 1. Representação esquemática da via de sinalização por insulina em mamíferos. 

Modificada de Elmadhun et al. (2013). 

 

 Dentre as proteínas que se destacam da via de sinalização, encontra-se a 

PI3K, composta de uma subunidade catalítica (p110) e uma subunidade regulatória 

(p85), importante na regulação da mitogênese, diferenciação celular e transporte de 

glicose (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1992, 1993; SHEPHERD; NAVÉ; SIDDLE, 

1995). A proteína PI3K catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do 

anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (LIETZKE et al., 2000), e assim as suas principais 

proteínas alvo são a proteína quinase B (PKB, também conhecida como AKT) e as 

isoformas atípicas da aPKC (ζ e λ) (KOHN et al., 1996; BANDYOPADHYAY et al., 

1997; KITAMURA et al., 1998; KOTANI et al., 1998).  

Por sua parte, a proteína quinase B é a principal molécula efetora da via de 

sinalização por insulina. Em humanos, têm sido descritas três isoformas, ativadas 

mediante a sinalização por insulina, mas com papéis fisiológicos não redundantes. A 

AKT1 é necessária no desenvolvimento e crescimento normais, e indispensável na 

manutenção da glicemia (CHO et al., 2001a). A isoforma AKT2 demonstrou-se 

essencial para uma glicemia normal, a partir de experimentos feitos em 
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camundongos com knockout para este gene (CHO et al., 2001b). Estudos com a 

isoforma AKT3 demonstram que ela é pouco necessária na manutenção da glicemia, 

mas possui um papel fundamental para o desenvolvimento pós-natal do cérebro de 

camundongos (EASTON et al., 2005; TSCHOPP et al., 2005). Um substrato da AKT 

é a proteína glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3) (CROSS et al., 1995). Esta 

proteína é uma serina/treonina quinase que, a partir da fosforilação de resíduos 

específicos de sua estrutura, deixa de inibir a ação da enzima glicogênio sintase 

(GS) e outros substratos. Quando a GSK-3 está ativa um número de vias de 

sinalização intracelular centrais ativam-se também, por exemplo, em mamíferos a 

GSK-3 está envolvida nos processos de proliferação celular, migração, inflamação e 

resposta imunológica, regulação da glicose e apoptose (WOODGETT, 1994; ALI; 

HOEFLICH; WOODGETT, 2001; FRAME; COHEN, 2001). 

 

2.1.1 A via de sinalização pela insulina no carrapato R. microplus 

 

Estudos anteriores realizados pelo grupo têm demonstrado que a via de 

sinalização pela insulina e seus componentes, PI3K, AKT e GSK-3β, foram capazes 

de desempenhar papéis importantes no controle metabólico do carrapato R. 

microplus (Figura 2). Em primeiro lugar, foi demonstrado que a linhagem de células 

embrionárias BME26 de R. microplus tem um mecanismo responsivo à insulina 

exógena e que o eixo PI3K/AKT/GSK-3 está diretamente relacionado ao 

metabolismo de glicogênio (DE ABREU et al., 2009, 2013). Além disso, Abreu e 

colaboradores (2013) demonstraram que os alvos AKT e GSK-3β também estão 

envolvidos na sobrevivência celular (DE ABREU et al., 2013). 

 

 

 

 

 



24 

 

 
 

 

Figura 2. Modelo esquemático do papel conservado da via de sinalização por insulina 
no carrapato R. microplus. 

Adaptada de De Abreu et al (2009, 2013). 

 

Quando estudadas as funções da GSK-3β na embriogênese do carrapato, foi 

observado que tanto a inibição como o silenciamento deste alvo diminui 

significativamente a oviposição e a eclosão de larvas (FABRES et al., 2010). Desta 

forma, as evidencias sugerem que a via de sinalização pela insulina e os 

componentes reconhecidos até agora cumprem funções fundamentais na fisiologia e 

desenvolvimento do carrapato R. microplus. 

 

2.2 A via de sinalização insulina/TOR 

 

A via de sinalização TOR, chamada assim pelas abreviaturas em inglês 

Target of Rapamycin e em português Alvo da Rapamicina, é regulada pela via de 

sinalização pela insulina em várias espécies animais (Figura 3) (HAY; 

SONENBERG, 2004; JIA; CHEN; RIDDLE, 2004; WULLSCHLEGER; LOEWITH; 

HALL, 2006; HASSAN et al., 2013; HATEM et al., 2015; YOON, 2017). Em conjunto, 

esta via atua controlando o metabolismo energético e monitorando o estado 
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nutricional das células eucarióticas, desempenhando um papel fundamental na 

síntese de proteínas, transcrição, crescimento celular, proliferação, metabolismo, 

envelhecimento e autofagia, de leveduras a mamíferos (WULLSCHLEGER; 

LOEWITH; HALL, 2006; GUERTIN; SABATINI, 2007; JUNG et al., 2010; KATEWA; 

KAPAHI, 2011; KIM; GUAN, 2011; BEAUCHAMP; PLATANIAS, 2013; DOBRENEL 

et al., 2016). 

 

 

Figura 3. Modelo esquemático da via de sinalização da insulina/TOR. 

Adaptada de Cell Signaling (2019).  

 

A principal proteína desta via, a TOR, é uma serina/treonina quinase que 

compõe a subunidade catalítica de dois complexos descritos em mamíferos 

denominados mTORC1 e mTORC2 (HAY; SONENBERG, 2004). Um domínio 

associado ao complexo regulatório de mTOR conhecido como Raptor (pelas 

abreviaturas em inglês Regulatory-associated protein of mTOR), e um domínio 

insensível à rapamicina chamado Rictor (pelas abreviaturas em inglês Rapamycin-

insensitive companion of mTOR) definem a mTORC1 e mTORC2, respectivamente. 

Esses domínios funcionam como suportes para a montagem dos complexos e para 

ligar os substratos e os reguladores, configurando funções diferentes para cada um 
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(MARTIN; HALL, 2005; WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006; SOULARD; 

COHEN; HALL, 2009; ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011). O complexo mTORC2 

fosforila as proteínas AKT, SGK1 (abreviação do nome em inglês Serum 

glucocorticoid-induced protein kinase 1) e as proteínas quinases C α (PKC-α), que 

controlam, principalmente, a sobrevivência celular e a organização do citoesqueleto, 

além de outras funções. Por outro lado, mTORC1 estimula o crescimento e a 

proliferação celulares, aumentando a iniciação da tradução cap-dependente através 

de seus dois maiores alvos: as proteínas de ligação do fator 4E iniciador da tradução 

em eucariotos (4E-BP1) e as quinases da proteína ribossomal S6 (S6K) (Figura 3) 

(DOWLING et al., 2010; LAPLANTE; SABATINI, 2012; YOON, 2017).  

Avanços no reconhecimento das funções da via tem sido desenvolvidos 

através do mecanismo de ação da rapamicina, um inibidor especifico da TOR, 

isolado do fungo Streptomyces hygroscopicus, que apresenta diversas aplicações 

clínicas como droga anti-fúngica, imunossupressora e anticâncer (SHOR et al., 

2009; THOREEN et al., 2009; WU; HU, 2010; ZAYTSEVA et al., 2012). A rapamicina 

atua através de um mecanismo alostérico incomum que requer o seu receptor 

intracelular, FKBP12, para a inibição do seu alvo (Figura 3) (SABERS et al., 1995). A 

rapamicina pode inibir seletivamente mTORC1, que é muitas vezes referido como o 

complexo sensível ao inibidor (SABERS et al., 1995; THOMSON; TURNQUIST; 

RAIMONDI, 2009). Por outro lado, mTORC2 é considerada uma proteína insensível  

a rapamicina, embora em tratamentos prolongados com o fármaco a proteína 

mTORC2 também possa ser afetada (SHOR et al., 2009; THOREEN et al., 2009; 

WU; HU, 2010; ZAYTSEVA et al., 2012).  

A literatura descreve que a estimulação pela insulina leva à ativação da via 

PI3K/AKT e a fosforilação da AKT inibe a atividade dos complexos da esclerose 

tuberosa 1 e 2, denominados TSC1 (também conhecido como hamartina) e TSC2 

(também conhecido como tuberina). Estas duas proteínas agem juntas em um 

complexo molecular citosólico e quando inibidas causam o aumento de moléculas de 

guanosina trifosfato (GTP). O aumento de GTP acarreta um aumento na atividade 

da proteína GTPase RHEB (nome abreviado do inglês Ras homolog enriched in 

brain). Quando ativa, a RHEB se liga diretamente à proteína mTORC1, o que 

aumenta sua atividade quinase. Assim mesmo, a proteína RHEB atua como um 

suporte e media a ligação do mTORC1 aos seus substratos (Figura 3) (HAY; 
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SONENBERG, 2004; MARTIN; HALL, 2005; WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 

2006; TAKAHARA; MAEDA, 2013).  

  

2.2.1 A via de sinalização insulina/TOR em artrópodes 

 

 Em artrópodes, a via de sinalização insulina/TOR é descrita em organismos 

como Drosophila melanogaster, Tribolium castaneum, Bombyx mori, Aedes aegypti e 

Haemaphysalis longicornis. Estes dois últimos organismos considerados como 

artrópodes vetores de doenças de importância médica e veterinária. 

 A mosca da fruta D. melanogaster foi o primeiro organismo em que os 

componentes e os efeitos dependentes da via de sinalização por insulina/TOR foram 

descobertos. Estas vias sinalizadoras constituem os principais sistemas de detecção 

de nutrientes que associam o crescimento às condições nutricionais neste 

organismo (OLDHAM; HAFEN, 2003; SAUCEDO et al., 2003; GREWAL, 2009; IBAR 

et al., 2013). No caso, os componentes extracelulares da via consistem de oito ILPs 

que se ligam ao seu receptor especifico de membrana (TOIVONEN; PARTRIDGE, 

2009; KANNAN; FRIDELL, 2013; GRAZE et al., 2018). Este estímulo ativa a via de 

sinalização que cumprem importantes funções conservadas relacionadas ao 

metabolismo, regulação hormonal, reprodução, desenvolvimento e envelhecimento 

(BATEMAN; MCNEILL, 2004; BENMIMOUN et al., 2012; PRITCHETT; MCCALL, 

2012; GANCZ; GILBOA, 2013; GLATTER et al., 2014; MIRTH; SHINGLETON, 2014; 

KIM; CHOI, 2019). Dessa forma, novas funções da via têm sido relatadas como, por 

exemplo, seu papel na diferenciação neuronal (LÉOPOLD, 2004) e na montagem 

eficiente de filamentos de actomiosina, uma importante característica para o estudo 

da cicatrização de feridas diabéticas (KAKANJ et al., 2016). 

Adicionalmente, a via também tem sido estudada no besouro da farinha, T. 

castaneum, e foi demonstrado seu papel na vitelogênese e ovogênese deste 

organismo (PARTHASARATHY; PALLI, 2011). Estudos de genômica funcional 

utilizando RNA de interferência (RNAi) para genes envolvidos nas vias de 

sinalização pela insulina/TOR mostraram que a cascata desempenha papéis 

fundamentais na síntese de vitelogenina, que afeta diretamente a maturação do 

ovócito. Já no bicho-da-seda, o B. mori, foi demonstrado que o estímulo por insulina 

ativa a via de sinalização PI3K/AKT/TOR promovendo a síntese de DNA em células 



28 

 

 
 

endomitóticas da glândula da seda (KENNEDY et al., 2016). Assim mesmo, têm sido 

avaliadas as funções das proteínas S6K e 4E-BP1 com relação à atividade do 

hormônio protoracicotrópico (HPTT) (GU et al., 2012). Os resultados deste estudo 

demonstraram que a fosforilação da S6K e da 4E-BP1 é estimulada pela ação do 

hormônio, sugerindo que tanto a insulina como o HPTT estimulam o eixo 

PI3K/TOR/S6K/4E-BP1 neste organismo. 

No caso dos organismos vetores de doenças, estudos têm sido desenvolvidos 

no mosquito A. aegypti, transmissor da febre amarela, dengue, zyka e chikungunya 

(GULIA-NUSS et al., 2011; ROY; RAIKHEL, 2012; PÉREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; 

NORIEGA, 2013; SMYKAL; RAIKHEL, 2015) e no carrapato H. longicornis, vetor da 

doença de Lyme e da meningite cerebrospinal (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012a, 

2012b).  

Em mosquitos, sabe-se que a via de sinalização insulina/TOR é conservada e 

que regula processos que envolvem metabolismo, ação hormonal e reprodução. Em 

fêmeas estes alvos servem como pontos de controle regulatórios que garantem a 

suficiência de nutrientes para o desenvolvimento dos ovos (SMYKAL; RAIKHEL, 

2015). Outros estudos reportam a relação entre insulina/TOR e a ação hormonal no 

mosquito, pois a cascata de sinalização desempenha um importante papel na 

transdução da informação nutricional que regula a síntese de hormônio juvenil 

(PÉREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 2013). Também Roy e Raikhel (2012) 

demonstraram que o repressor translacional 4E-BP1 é crítico na modulação de 

eventos translacionais que são dependentes das condições nutricionais, de 

desenvolvimento e de estresse no mosquito A. aegypti.  

Os estudos referentes ao carrapato H. longicornis indicam que tanto a 

proteína AKT como a proteína TOR são essenciais para o metabolismo e a 

reprodução. Sendo assim, a ativação da AKT é fundamental para completar o 

processo de alimentação sanguínea, necessário para o crescimento de órgãos 

internos em carrapatos adultos (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012a) e que a 

proteína TOR controla a vitelogênese via ativação de S6K no corpo gorduroso 

(UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b). 

Atualmente, para o carrapato Rhipicephalus microplus não existem estudos 

que tenham identificado componentes da via de sinalização TOR, o que acredita-se 

reforça a proposta deste trabalho. 
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2.3 O modelo de estudo: O carrapato Rhipicephalus microplus  

 

O carrapato R. microplus é um artrópode hematófago obrigatório de 

vertebrados que representa uma séria ameaça para os produtores de gado leiteiro e 

bovino. Seu impacto negativo deve-se aos efeitos diretos da alimentação que 

causam a perda de peso e danos ao couro, e de efeitos indiretos como a 

transmissão de patógenos (TABOR et al., 2017). As doenças resultantes podem 

causar grandes perdas de produção na pecuária, o que reduz os rendimentos 

agrícolas, aumenta os custos para os consumidores e ameaça o comércio entre 

regiões e/ou mercados mundiais (TABOR et al., 2017). Estima-se que 

aproximadamente 80% da população de bovinos do mundo está em risco pela 

infestação deste carrapato e pelas doenças transmitidas por ele e calcula-se que as 

perdas econômicas por causa da prevenção e do tratamento atingem um valor 

aproximado de 22 a 30 bilhões de dólares por ano (LEW-TABOR; RODRIGUEZ 

VALLE, 2016; TABOR et al., 2017).  

 

2.3.1 Classificação taxonômica, distribuição geográfica e métodos de 

controle 

 

Os carrapatos são organismos classificados taxonomicamente no filo 

Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe Arachnida, ordem Acarina, e encontram-se 

distribuídos nas famílias Argasídae, Ixodidae e Nuttalliellidae (KEIRANS, 1992; 

HORAK, I. G., CAMICAS, J., KEIRANS, 2002). No caso, o carrapato bovino 

Rhipicephalus microplus pertence à família dos Ixodídeos, caracterizada por 

apresentar uma carapaça ou escudo protetor endurecido. Murrell e Barker (2003), 

utilizando estudos de filogenética molecular, descreveram uma reclassificação desta 

espécie e, dessa forma, fazem parte do gênero Rhipicephalus, subgênero Boophilus. 

A espécie Rhipicephalus microplus é considerada como um complexo, no 

qual são reconhecidas diferenças geográficas entre 3 tipos de  carrapatos (A, B e C) 

distribuídos em clados que também incluem Rhipicephalus australis e Rhipicephalus 

annulatus (BURGER; SHAO; BARKER, 2014; LOW et al., 2015; TABOR et al., 

2017). Low e colaboradores (2015) concluíram que o complexo R. microplus 

consiste de pelo menos cinco táxons: R. australis, R. annulatus, R. microplus clado 
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A, clado B e clado C, respectivamente. Cada taxa transmite os patógenos 

responsáveis da anaplasmose e da babesiose e cada uma tem um ciclo de vida 

parasita em bovinos de aproximadamente 21 dias (TABOR et al., 2017).  

Sobre sua distribuição geográfica, sabe-se que este carrapato co-evoluiu 

originalmente com bovinos asiáticos, especificamente de raças zebuínas. No 

entanto, durante os séculos XVIII e XIX devido à migração global das raças 

europeias Bos taurus para produção leiteira, este carrapato espalhou-se por 

diversas regiões tropicais e subtropicais ao redor do mundo (TABOR et al., 2017). 

Encontra-se distribuído por todo o Brasil, considerando que sua maior ou menor 

incidência variam de acordo com as condições climáticas e os tipos raciais de 

bovinos explorados (GONZÁLES, 2003).  

Entre os métodos atuais de controle para este carrapato e para as doenças 

transmitidas por ele encontra-se o uso de acaricidas e vacinas. O uso de acaricidas 

químicos ainda é a estratégia mais utilizada. No entanto, seu uso intensificado tem 

levado ao desenvolvimento de resistência de várias espécies de carrapatos, 

principalmente, em países tropicais e subtropicais (BANUMATHI et al., 2017; 

RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Além disso, tem ocasionado 

contaminação ambiental, contaminação pela presença de resíduos em produtos 

para consumo humano e gerado altos custos de desenvolvimento e registro (DE LA 

FUENTE et al., 2008; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2011; PARIZI et al., 2012; 

BANUMATHI et al., 2017; TABOR et al., 2017). Em conjunto, estas situações têm 

promovido o desenvolvimento de outras abordagens químicas e não químicas para o 

controle do carrapato bovino.  

Assim, consideráveis recursos e esforços de pesquisadores foram investidos, 

nas últimas décadas, com a intenção de desenvolver uma vacina eficaz contra este 

carrapato que fosse de amplo espectro, levando em consideração os complexos 

mecanismos envolvidos na resposta imunológica. Vacinas como a TickGard e a 

Gavac têm sido disponibilizadas há mais de 20 anos e comercializadas no mundo 

inteiro, registrando alta eficácia contra os carrapatos Rhipicephalus annulatus, níveis 

de eficácia que variam entre carrapatos R. microplus que vivem em diversos locais e 

posições geográficas, e eficácia nula para carrapatos Amblyomma spp 

(RODRÍGUEZ et al., 1994; WILLADSEN et al., 1995; DE LA FUENTE et al., 2007; 

ALMAZAN et al., 2018). Vale a pena destacar que estas duas vacinas foram 
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desenvolvidas através do descobrimento da proteína Bm86, uma proteína de 

membrana do intestino do carrapato bovino. A versão recombinante da molécula foi 

desenvolvida como antígeno comercial para as vacinas TickGard e Gavac 

(WILLADSEN et al., 1995; ALMAZAN et al., 2018).  

Embora as vacinas sejam uma alternativa muito promissora em comparação 

ao uso de acaricidas, ainda são insuficientes para conferir proteção contra todas as 

espécies de carrapatos que infestam os bovinos e, especificamente, contra todos os 

tipos de carrapatos R. microplus que existem em diversas regiões geográficas (DE 

LA FUENTE; CONTRERAS, 2015; DE LA FUENTE et al., 2016; RODRÍGUEZ-

MALLON, 2016; SCHETTERS et al., 2016; TABOR et al., 2017). Esta condição tem 

estimulado a pesquisa de outros antígenos protetores contra o carrapato bovino e de 

outras alternativas de controle (PARIZI et al., 2012; RODRÍGUEZ-MALLON, 2016; 

BANUMATHI et al., 2017). 

Acredita-se que uma melhor compreensão da biologia deste carrapato pode 

contribuir na busca de novos alvos moleculares para o desenvolvimento de novas 

estratégias de controle para este importante artrópode vetor.  

 

2.3.2 O ciclo de vida 

 

O carrapato R. microplus é um parasita monoxênico, isto é, para se alimentar 

depende de apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida e esse hospedeiro é, 

preferencialmente, o boi (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). No entanto, 

outras espécies podem comportar-se como hospedeiras, entre as quais se 

encontram búfalos, jumentos, ovinos, caprinos, cães, gatos, porcos, veados, onças, 

preguiças, cangurus e coelhos (ARTHUR, 1960).  

O ciclo de vida deste carrapato apresenta duas etapas: uma fase de vida livre 

que ocorre no solo e que pode durar de dois a três meses (dependendo 

principalmente das condições climáticas existentes), e uma fase de vida parasitária 

que acontece sobre um único hospedeiro, em um período médio de 21 dias (Figura 

4) (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974; NICARETTA, 2018).  
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 Figura 4. O ciclo de vida do carrapato R. microplus. 

Modificada de Gonzales, Silva e Franco (1974). 

 

A fase de vida livre compreende os estágios de fêmea adulta, chamada de 

fêmea teleógina por encontrar-se totalmente alimentada, ovo e larva infestante. 

Neste período o carrapato não se alimenta e sobrevive exclusivamente das suas 

reservas energéticas (FARIAS, 1995). A fêmea adulta desprende-se do bovino com 

o objetivo de procurar um local no solo para efetuar a postura dos ovos. Em 

condições adequadas de temperatura (entre 26 a 28ºC) e umidade 

(aproximadamente de 80%) a postura se inicia no terceiro dia após a queda, e 

acontece por um período de 15 dias (NICARETTA, 2018).  

Após a oviposição a fêmea morre, sendo que o peso total dos ovos pode 

equivaler a 52% do peso vivo da teleógina. Cada fêmea pode colocar de 2000 a 

3000 ovos. No entanto, deste total somente 2% desta população de carrapato 

alcançam a fase adulta devido ao controle ambiental de predadores e patógenos 

como fungos, bactérias, aves e insetos. Além disso, alguns indivíduos morrem por 

não encontrarem o hospedeiro ou por não serem capazes de estabelecer a relação 

de parasitismo, devido à remoção mecânica ou resposta imunológica eficiente do 

hospedeiro (NICARETTA, 2018). 

Os ovos começam a eclodir 21 dias após a postura. Eles se desenvolvem na 

ausência de nutrientes exógenos e são os nutrientes maternos, principalmente, 

grânulos de vitelo, que mantém toda esta fase (CAMPOS et al., 2008). As larvas 
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emergentes podem sobreviver várias semanas antes de encontrar um hospedeiro, 

usando o vitelo restante como única fonte de energia (CAMPOS et al., 2008). As 

larvas passam por um período de maturação de, aproximadamente, uma semana 

para estarem aptas a fixarem-se no hospedeiro e continuarem seu desenvolvimento 

(GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). A larva está pronta para subir nas 

pastagens por geotropismo negativo, localizando o hospedeiro pelo odor, vibrações, 

sombreamento, estímulo visual e gradiente de concentração de CO2 (SONENSHINE, 

1991).  

Na fase parasitária, o carrapato apresenta três estágios morfológicos 

distintos: larva, ninfa e adulto. A larva alimenta-se e inicia o processo de 

desenvolvimento e crescimento tegumentário (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 

1974). A larva infectante, ao entrar em contato com o bovino, fixa-se em regiões do 

corpo do hospedeiro que favorecem seu desenvolvimento, tais como úbere, mamas, 

regiões perineal, perianal, vulvar e entrepernas. Essas regiões preferenciais de 

fixação são determinadas em função da espessura, vascularização e temperatura da 

pele (aproximadamente 31º a 38°C), bem como pela dificuldade de acesso às 

lambidas do hospedeiro (WAGLAND, 1978; DOUBE; KEMP, 1979; NICARETTA, 

2018).  

Em torno do sexto dia, a larva muda para ninfa adquirindo uma nova estrutura 

com mais um par de patas. Esta fase dura em média dois a quatro dias, até que ao 

final do processo surge o indivíduo adulto, sexualmente diferenciado (GONZALES, 

J., SILVA, N., FRANCO, 1974). Em torno do décimo sétimo dia os machos já estão 

aptos à cópula podendo fecundar as fêmeas (LONDT, J., ARTHUR, 1975). Após a 

fecundação ocorre um rápido ingurgitamento das fêmeas, em um período médio de 

três dias, onde passam de ser partenóginas (fêmeas parcialmente ingurgitadas) a 

teleóginas (fêmeas com ingurgitamento máximo) (Figura 5). 
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Figura 5. Fêmeas teleóginas da espécie R. microplus. 

Fonte: Entomological Society Of America (2019). 

 

Aos 22 dias, a maioria das fêmeas cai no solo e os machos podem 

permanecer no bovino por mais de 38 dias fecundando inúmeras fêmeas 

(GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). No final do processo parasitário, as 

fêmeas apresentam um tamanho cerca de 10 vezes superior ao dos machos, e 

podem aumentar o seu peso em até 200 vezes. Desta forma tornam-se prontas para 

a oviposição (KEMP, D., STONE, B., 1982). 

Sobre a dinâmica populacional (Figura 6), sabe-se que 5% dos carrapatos R. 

microplus encontram-se na fase parasitária, ou seja, nos bovinos no estado de 

larvas, ninfas e adultos. No entanto, 95% dos carrapatos encontram-se em vida livre 

na forma de fêmeas ingurgitadas, ovos e larvas infestantes.  

 

 

Figura 6. Esquema da dinâmica populacional do R. microplus. 

Baseada nas referências Murrell e Barker (2003) e Nicaretta (2018) 
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Desta forma, estudar aspectos relacionados à fase de vida livre podem ser 

uma estratégia importante para o controle deste organismo. 

 

2.3.3 Aspectos morfológicos e metabólicos da embriogênese do 

carrapato R. microplus 

 

Estudar a embriogênese de artrópodes vetores é um dos aspectos fisiológicos 

mais importantes para conseguir controlar a sua população, devido a ser uma fase 

em que os ovos não conseguem se dispersar (FONSECA, R; GOMES, H; ARAÚJO, 

2012). No caso do carrapato R. microplus, diversos estudos têm ajudado a 

compreender o processo da embriogênese ao nível morfológico e metabólico 

(CAMPOS et al., 2006; MORAES et al., 2007; SANTOS et al., 2013). Desta forma, 

Santos e colaboradores (2013) classificaram em estágios o desenvolvimento 

embrionário deste organismo, enquanto Campos e colaboradores (2006) e Moraes e 

colaboradores (2007) descreveram perfis metabólicos durante este mesmo 

processo. 

Assim, em um primeiro momento, durante o período em que acontece o 

desenvolvimento dos ovócitos nos ovários, os nutrientes maternos, tais como, 

carboidratos, lipídios e proteínas, principalmente na forma de grânulos de vitelo, e 

RNAs são empacotados dentro dos ovócitos para satisfazer as futuras necessidades 

regulatórias e metabólicas do embrião (CHERRY, 1973; CHIPPENDALE, 1978; 

CAMPOS et al., 2006). Após esta fase, quando a fêmea teleógina cai ao solo, 

começa a fase da oviposição e embriogênese que, em condições ambientais 

controladas, acontece em aproximadamente 21 dias (GONZALES, J., SILVA, N., 

FRANCO, 1974; NICARETTA, 2018). 

O Quadro 1 resume as fases do desenvolvimento embrionário do R. microplus 

em três momentos principais: uma fase inicial, uma fase intermediária e uma fase 

final, caracterizadas pelos eventos morfológicos e metabólicos que acontecem em 

cada uma. 
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Quadro 1. Principais fases do desenvolvimento embrionário do carrapato R. microplus. 

 

Baseado nas referências Campos et al. (2006), Moraes et al. (2007) e Santos et al. (2013). 

 

A fase inicial, correspondente aos primeiros três dias da embriogênese, é 

caracterizada pelo aumento do número de células e migração de um grupo delas 

para a periferia do ovo (SANTOS et al., 2013). Entre a fase inicial e a fase 

intermediária, importantes mudanças metabólicas acontecem, entre elas a 

diminuição acentuada no conteúdo de lipídeos totais (CAMPOS et al., 2006) e 

consumo de conteúdos de glicose e glicogênio (MORAES et al., 2007). Essas 

reservas de glicogênio são, preferencialmente, mobilizadas para apoiar o processo 

de consumo intensivo de energia, pois durante o quinto e sexto dia da embriogênese 

ocorre a formação de núcleos, onde é necessário o fornecimento da ribose-5-fosfato 

para síntese de nucleotídeos, e a disponibilidade da coenzima fosfato de 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina oxidase (NADPH) para a biossíntese de 

fosfolipídios necessários para a celularização (MORAES et al., 2007). 

Na fase intermediaria, entre o 6° e o 7° dia após a oviposição, observa-se o 

início da extensão da banda germinal, a geração de segmentos abdominais e a 

formação precoce dos quatro pares de patas (SANTOS et al., 2013). Nesta fase foi 

observado um aumento abrupto no consumo de oxigênio e redução no peso seco, 

que sugerem que o processo de respiração é ativado (CAMPOS et al., 2006). Assim 
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mesmo, foi observada uma grande redução no conteúdo de carboidratos, que 

sugerem que processos gliconeogênicos são necessários para manter o equilíbrio 

energético nesta fase e na fase final do desenvolvimento embrionário do carrapato 

(MORAES et al., 2007; LOGULLO et al., 2009; MARTINS et al., 2018). Por outro 

lado, o aumento de RNA total foi observado após a celularização, corroborando a 

substituição de processos materno-dirigidos por expressão zigótica no embrião 

(CAMPOS et al., 2006; MARTINS et al., 2018). 

 Durante a fase final, correspondente aos 15 e 18 dias após da oviposição, 

observa-se o fechamento dorsal do embrião com o posicionamento de quelíceras na 

cabeça (SANTOS et al., 2013). Adicionalmente, a degradação de proteínas sugere 

que em fases prévias acontece a intensificação da gliconeogênese para o 

refornecimento de glicose e glicogênio, moléculas necessárias para  suprir esta fase 

do desenvolvimento (MORAES et al., 2007). 

Diante deste panorama, pode-se dizer que a embriogênese do carrapato R. 

microplus acontece através de uma regulação dinâmica entre eventos morfológicos 

programados e o metabolismo energético. No entanto, a compreensão da 

participação de outros componentes e vias metabólicas neste processo ainda não 

estão completamente compreendidos. 

 

2.3.4 A linhagem de células embrionárias BME26 

 

O cultivo de células de carrapatos alcançou o estabelecimento da sua 

primeira linhagem há mais de três décadas (VARMA; PUDNEY; LEAKE, 1975) e nos 

últimos 30 anos aproximadamente 50 linhagens tem sido estabelecidas a partir de 

13 espécies de carrapatos Ixodídeos, além de outras linhagens estabelecidas para 

carrapatos Argasídeos (MATTILA et al., 2007). 

No caso, a linhagem de células BME26 foi derivada de embriões de diferentes 

dias de desenvolvimento de uma única fêmea ingurgitada, coletada direto de um boi 

na Ciudad Victoria (México) em 1981 (KURTTI et al., 1988; ESTEVES et al., 2008). 

Esteves e colaboradores (2008) confirmaram a origem da linhagem celular por meio 

de sequenciamento parcial do gene mitocondrial 16S. A sequência é 100% idêntica 

à sequência do gene de R. microplus, mostrando que essa linhagem realmente foi 

derivada dessa espécie. No entanto, como essa linhagem teve origem em 
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fragmentos de tecidos embrionários, a origem tecidual e o nível de diferenciação 

ainda são desconhecidos. 

Como características gerais, pode-se destacar que esta linhagem se adere ao 

substrato e é morfologicamente heterogênea. Cresce formando monocamadas e 

apresenta na sua cultura inicial (cultura pouco confluente) algumas células com 

aparência fusiforme (formas alongadas) (Figura 7A, células apontadas com setas 

brancas) e outras células com aparência mais arredondada (Figura 7A, células 

apontadas com setas vermelhas). A medida que aumenta a confluência, as células 

vão se tornando cada vez mais arredondadas. Bell-Sakyi e colaboradores (2007) 

confirmaram que, de forma geral, as linhagens celulares de carrapatos 

compreendem dois ou mais tipos de células, e que estas podem estar presentes em 

proporções variáveis tanto em diferentes momentos dentro de uma única cultura 

como em diferentes níveis de passagens. 

 

 

Figura 7. Caracterização das células embrionárias BME26. 

Fonte: Adaptada de Esteves, et. al (2008). 

 

Nas células BME26 pode ser observada a presença de grandes núcleos 

celulares que ocupam mais da metade do citoplasma (Figura 7A, núcleos marcados 

em azul pelo fluoróforo 4',6'-diamino-2-fenil-indol - DAPI), a presença de uma grande 

quantidade de mitocôndrias (Figura 7B, mitocôndrias marcadas em verde pelo 

fluoróforo rodamina-123) e grande quantidade de vesículas que ficam dispersas e 

que apresentam diferentes graus de acidificação (Figura 7C, vesículas marcadas em 

diferentes cores pelo fluoróforo laranja de acridina) (ESTEVES et al., 2008).  

Entre outras informações, cabe destacar que as células embrionárias BME26 

possuem um crescimento relativamente lento, com um tempo de duplicação de 5 a 

10 dias, fator que pode ser altamente influenciado pela temperatura de incubação, 
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suplementação do meio e histórico de passagens (MUNDERLOH; KURTTI, 1989). 

Este fenômeno acontece também em outras linhagens de células de carrapatos 

(BELL-SAKYI et al., 2007).  

A linhagem celular BME26 pode ser mantida em altas densidades celulares 

(aproximadamente 106 ou 107 células/mL) e resiste naturalmente a um período de 

um pouco mais que uma semana sem troca de meio, refletindo a capacidade dos 

carrapatos Ixodídeos para suportar períodos extremamente longos entre as 

refeições de sangue na natureza (BELL-SAKYI et al. 2007).  

Desde o estabelecimento desta linhagem, diversos estudos têm sido 

desenvolvidos e têm ajudado a elucidar entre outros fenômenos as interações vetor-

patógeno (KURTTI et al., 1993; ESTEVES et al., 2009; ZIVKOVIC et al., 2010; 

BIFANO et al., 2014; KALIL et al., 2017), mecanismos de resistência a pesticidas 

(POHL et al., 2014) e novos compostos com atividade anti-acaricida (SARAMAGO et 

al., 2018; BRAZ et al., 2019). Também outros estudos têm contribuído na 

compreensão da função de diversos alvos em processos celulares como viabilidade 

e crescimento (SARAMAGO et al., 2012), ciclo celular (GOMES et al., 2013), 

metabolismo energético (DE ABREU et al., 2009, 2013; MARTINS et al., 2015), 

autofagia (MOURA-MARTINIANO et al., 2017), resposta imunológica (ROSA et al., 

2016) e estresse oxidativo (DELLA NOCE et al., 2019). Em conjunto, estes 

resultados têm permitido a descoberta de novas vias para o controle anti-carrapato.  

Vale a pena destacar que as células BME26 são altamente tolerantes a 

inúmeros tratamentos quando comparadas com outras linhagens celulares de 

mamíferos, um deles é a incubação com peróxido de hidrogênio (DELLA NOCE et 

al., 2019). Dados produzidos no grupo de pesquisa e ainda não publicados revelam 

que tratamentos como a exposição à radiação ultravioleta e ausência de soro fetal 

bovino não causaram morte celular expressiva na linhagem celular.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Evidenciar as correlações entre a via de sinalização insulina/TOR e o 

desenvolvimento embrionário no carrapato bovino Rhipicephalus microplus. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Reconhecer a conservação da via de sinalização insulina/TOR no carrapato 

bovino.  

 

2. Analisar os efeitos da inibição química da proteína TOR sobre a viabilidade de 

células embrionárias do carrapato bovino BME26. 

 

3. Estudar as possíveis regulações da via de sinalização insulina/TOR nas 

células embrionárias BME26. 

 

4. Analisar os perfis transcricionais dos alvos RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 

durante a embriogênese. 

 

5. Estudar os efeitos do silenciamento gênico de TOR no desenvolvimento 

ovariano, depósito de vitelina, oviposição, desenvolvimento embrionário e 

eclosão. 
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4.  JUSTIFICATIVA 

 

O carrapato bovino R. microplus é um artrópode hematófago obrigatório de 

vertebrados que representa uma séria ameaça para os produtores de gado leiteiro e 

bovino. Estudos descrevem que, aproximadamente, 80% da população de bovinos 

do mundo está em risco pela infestação deste carrapato. Seu impacto negativo 

deve-se aos efeitos diretos da alimentação que causam a perda de peso dos bois e 

danos ao couro e, de efeitos indiretos, como a transmissão de patógenos. Desta 

forma, calcula-se que as perdas econômicas por causa da prevenção e do 

tratamento contra este carrapato atingem um valor aproximado de dois bilhões de 

dólares por ano somente no Brasil.  

Entre os atuais métodos de controle para este carrapato e para as doenças 

transmitidas por ele encontra-se o uso de acaricidas e vacinas. O uso de acaricidas 

químicos é a estratégia mais utilizada. No entanto, seu uso intensificado tem levado 

ao desenvolvimento de resistência de várias espécies de carrapatos, além do 

elevado custo para desenvolvê-los e registrá-los e da crescente preocupação na 

saúde pública pelos resíduos químicos achados em produtos de origem animal e da 

poluição do ambiente. Além disso, algumas vacinas têm sido disponibilizadas há 

mais de 20 anos e comercializadas no mundo inteiro, Apesar de serem uma 

alternativa muito promissora em comparação ao uso de acaricidas, ainda são 

insuficientes para conferir proteção contra todos os tipos de carrapatos R. microplus 

que existem em diversas regiões geográficas no mundo. Diante deste panorama, 

novas estratégias para o controle deste carrapato centradas no maior entendimento 

sobre sua biologia são necessárias.  

Nosso grupo de pesquisa tem focado em estratégias para a seleção de 

moléculas–alvo a partir da caracterização bioquímica, molecular e funcional de 

proteínas envolvidas, direta ou indiretamente, na embriogênese do carrapato R. 

microplus como possíveis alvos para interferir na sua proliferação nesta fase de vida. 

O presente estudo busca caracterizar a via de sinalização Insulina/TOR neste 

processo. Acredita-se que os resultados deste estudo permitirão sugerir novas 

abordagens para o desenvolvimento de estratégias de controle e aumentar o 

conhecimento da fisiologia deste importante organismo.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Manutenção da cultura de células embrionárias BME26 do carrapato 

bovino R. microplus 

 

O cultivo de células embrionárias BME26 foi mantido como descreve Esteves 

e colaboradores (2008). Meio de cultura Leibovitz L15 (Sigma-Aldrich, USA) foi 

diluído em água ultra pura esterilizada (3:1) e suplementado com soro fetal bovino 

inativado (20%, Nutricell, Brasil), caldo de triptose fosfato (10%, Sigma-Aldrich, 

USA), 100 unidades ml-1 de penicilina (Gibco, USA) e 100 µg ml-1 de estreptomicina 

(Gibco, USA). Este meio completo fresco foi usado na manutenção da cultura 

celular.  

Células aderidas a garrafas de 25 cm2 foram ressuspendidas em 5 mL do 

meio descrito acima usando uma agulha de calibre 22 (0,7 x 25 mm) com a ponta 

dobrada montada em uma seringa de 5 mL de plástico. A quantidade de células da 

cultura foi determinada usando câmara de Neubauer (hemocitômetro) e a viabilidade 

celular foi determinada usando o método de exclusão de células mortas marcadas 

com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, USA). Alíquotas de 1x107 células foram 

transferidas a novas garrafas e o volume de 5 mL foi completado com meio completo 

fresco. As garrafas foram incubadas a 34°C durante duas semanas e o meio 

substituído semanalmente para promover a proliferação celular.  

Células mantidas nessas garrafas, com aproximadamente 4x106 células/mL, 

entre as passagens 35 e 55, foram usadas em experimentos posteriores deste 

estudo com o propósito de manter características homogêneas entre as células 

usadas. Cada uma destas garrafas é considerada como uma amostra biológica 

independente (n).  

 

5.2 Manutenção de fêmeas e de ovos do carrapato R. microplus 

 

Os carrapatos R. microplus (colônia Porto Alegre) foram coletados de bovinos 

alojados em baias individuais no estábulo localizado na Faculdade de Veterinária da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os carrapatos são livres de 

patógenos como Babesia spp. e Anaplasma spp. (RECK et al., 2009). Por uma 
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parte, fêmeas adultas totalmente ingurgitadas foram coletadas e incubadas a 28°C e 

80% de umidade relativa até a finalização da oviposição em placas de Petri. Os ovos 

foram coletados em dias diferentes após a oviposição para extração de RNA. 

Adicionalmente, fêmeas, parcialmente ingurgitadas, com peso entre 20 e 60 mg 

foram removidas manualmente dos bovinos e usadas para experimentos de RNA de 

interferência. Os ovos destas fêmeas foram coletados para determinação do 

conteúdo de vitelina ou observados até a eclosão das larvas.  

Vale a pena destacar que todos os experimentos foram conduzidos de acordo 

com as orientações éticas e metodológicas descritas nas Normas Nacionais e 

Internacionais do Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFRGS (processo 

número 14403). 

 

5.3 Extração de RNA e síntese de cDNA de células embrionárias BME26 

 

RNA total de células BME26 (5x105 células para cada tratamento) foi usado 

para extração de RNA usando Reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA) seguindo as 

recomendações do fabricante. A concentração de RNA foi determinada por 

espectrofotometria (Picodrop Ltd, USA) mesurada a 260 e 280 nm. Dois 

microgramas de RNA total foram ressuspensos em água tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC) e foi realizado o tratamento com DNase I (Invitrogen, CA, 

EUA). A reação de transcrição reversa foi realizada com o kit de transcrição reversa 

para cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, CA., EUA) seguindo o protocolo 

do fabricante. O cDNA sintetizado foi armazenado a −20°C.  

 

5.4 Clonagem e sequenciamento das Fases de Leitura Aberta que 

codificam as proteínas TOR, S6K e 4E-BP1 do carrapato bovino R. 

microplus 

 

Oligonucleotídeos específicos para clonar parcial ou completamente as Fases 

de Leitura Aberta (nome traduzido do inglês Open Reading Frames também 

conhecidas como ORF) que codificam as proteínas TOR, S6K e 4E-BP1 do 

carrapato R. microplus foram projetados tendo como base os resultados do banco 
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de dados do transcriptoma do R. microplus criado pelo grupo de pesquisa RmINCT-

EM, ainda não publicado.  

Os oligonucleotídeos específicos para a clonagem da RmTOR e da RmS6K 

foram projetados para se anelar dentro e fora do ORF destes alvos (o 

oligonucleotídeo Forward se anela dentro do ORF enquanto o oligonucleotídeo 

Reverse se anela fora do ORF), pois as sequências não estão completas no 

transcriptoma. Já os oligonucleotídeos específicos para a clonagem da Rm4E-BP1 

foram projetados para se anelar fora do ORF, isto porque a sequência está completa 

no transcriptoma (Tabela 1). Neste ponto, vale a pena destacar que os 

sequenciamentos foram importantes para confirmar se as informações depositadas 

no transcriptoma estavam corretas.  

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos específicos utilizados na clonagem e sequenciamento dos alvos 
TOR, S6K e 4E-BP1 do carrapato R. microplus. 

ALVO SEQUÊNCIA DOS 
OLIGONUCLEOTÍDEOS (5’- 3’) 

TAMANHO DO 
FRAGMENTO (PARES DE 

BASES) 

RmTOR 

 

GTACCAGCGTTCCTTGAATGTCAAAG 

CCCTTTCTAGCACCTCTCAACAGGAC 

1456 

RmS6K 

 

AGGACCTCTGTCCTCATGACGTCC 

CTCGAAGTCTTGCTCATGATTTCCAC 

462 

Rm4E-BP1 TGGGCGCTCGTGGAGAACG 

CTGGTGGCACTCCGTACTGGAGC 

597 

Oligonucleotídeo  
universal T7 

TAATACGACTCACTATAGGG  

Oligonucleotídeo 
universal SP6 

ATTTAGGTGACACTATAG  

Fonte: O próprio autor.  

 

Reações em cadeia da polimerase (nome traduzido do inglês Polymerase 

Chain Reaction também conhecidas como PCR) foram preparadas com 

aproximadamente 0,6 µg de DNA complementar (cDNA) de células embrionárias 

BME26, usando a enzima Taq DNA Polimerase (Sinapse Inc., Brasil) e seguindo as 

instruções do fabricante. Os programas executados no termociclador (modelo Veriti, 

Applied Biosystems, Hitachi, USA) para cada alvo foram os seguintes:  
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 Para amplificação do número de copias do alvo RmTOR foi 

programado um ciclo de 94°C de 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por um minuto e 30 

segundos, seguidos de um ciclo de 72°C de 10 minutos.  

 Para amplificação do número de copias do alvo RmS6K foi programado 

um ciclo de 94°C de 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 

56°C por 30 segundos e 72°C por um minuto, seguidos de um ciclo de 

72°C de 10 minutos.  

 Para amplificação do número de copias do alvo Rm4E-BP1 foi 

programado um ciclo de 94°C de 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 61°C por 30 segundos e 72°C por um minuto, seguidos de 

um ciclo de 72°C de 10 minutos.  

 

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 

1,5% corado com brometo de etídeo (5 µg/mL) e cada fragmento foi cortado e 

purificado usando o kit de purificação PCR GFXTM Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare, IL, USA). Os fragmentos purificados foram ligados ao vector pGEM-T 

easy (Promega) de acordo com as instruções do fabricante e os plasmídeos foram 

transformados em células Escherichia coli TOP10 por choque térmico seguindo o 

protocolo de Sambrook e Russell (2001). O DNA plasmidial foi extraído utilizando 

Plasmid Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare, IL, USA) e o sequenciamento foi 

realizado utilizando oligonucleotídeos específicos do vector T7 e SP6, descritos na 

Tabela 1. Um total de 4 sequenciamentos foi desenvolvido para cada alvo, usando o 

equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Hitachi, USA). 

As sequências de cada alvo geradas a partir do sequenciamento foram 

analisadas e registradas no banco de dados GenBank com os seguintes códigos de 

acesso MK598842 para RmTOR, MK598841 para RmS6K e MK598840 para Rm4E-

BP1. Estas sequências também encontram-se no Anexo 1.  

Para as análises das sequências de nucleotídeos obtidas do sequenciamento 

foi utilizado o programa SeqMan 7.0.0 (DNASTAR, Madison, USA) e para a 

determinação das sequências deduzidas de aminoácidos foram usadas as 

ferramentas de tradução para proteína do programa BioEdit versão 7.2.6 (HALL, 

1999) e Expasy (http://web.expasy.org/translate/). Para analisar os domínios 

http://web.expasy.org/translate/
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conservados e a identidade das sequências deduzidas de aminoácidos de R. 

microplus com proteínas ortólogas foram usadas as ferramentas “Domínios 

Conservados” e “Blastp” do servidor da National Center for Biotechnology 

Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi e 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch

&LINK_LOC=blasthome). No caso da Rm4E-BP1 o peso da proteína foi calculado 

por médio do servidor ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

5.5 Síntese de RNA de interferência 

 

RNA de interferência ou RNAi (também conhecido como Doubled Stranded 

RNA ou dsRNA) baseado no ORF sequenciado para RmTOR foi desenvolvido neste 

trabalho. Oligonucleotídeos específicos, com e sem sequências promotoras T7, 

foram projetados para a síntese da dsRNA (Tabela 2). Para isto, apropriadas regiões 

do ORF e da sequência de RNA foram rastreadas utilizando Blast para determinar a 

especificidade da sequência. Assim mesmo, esta especificidade e possíveis alvos 

potenciais não específicos foram estimados a partir do software dsCheck (NAITO et 

al., 2005). Este é um software online (http://dsCheck.RNAi.jp/) baseado em dados 

depositados na web que estima os efeitos da dsRNA da seguinte forma: no processo 

bioquímico a dsRNA longo é clivada pela enzima Dicer em RNAs curtos, o software 

simula esse processo e investiga subconjuntos de 19 nucleotídeos enumerando uma 

lista de potenciais candidatos genéticos que podem ser afetados pela estratégia do 

silenciamento gênico. Desta forma, o algoritmo estima a eficiência e a sensibilidade 

da estratégia pela busca por homologia.  

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://web.expasy.org/compute_pi/
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Tabela 2. Oligonucleotídeos específicos utilizados para a síntese de dsRNA para silenciamento 
gênico. 

ALVO SEQUÊNCIA DOS 

OLIGONUCLEOTÍDEOS (5’- 3’)1 

 TAMANHO DO 
FRAGMENTO 

(PARES DE BASES) 

REFERENCIA 

TOR GAGGTGACTGGCATTGAG 

GCTTGTGGACGCATCTTC 

 521  

AKT TCAGCCTGGACAACTTTGAGTTCCT 

ATTTCATACATGACCACGCCCAGC 

 595 De Abreu et al. 
(2013) 

GSK3-β TTATGCGACGGCTAGAACACT 

GCTCTTGCTCTGTGAAGTTGAA 

 798 Fabres et al. 
(2010) 

GFP TCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATC 

ACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTC 

 600 Mulenga; 
Khumthong 

(2010) 

1 Para todos os oligonucleotídeos específicos descritos foram incluídas a sequência do promotor T7 
(taatacgactcactataggg) 

Fonte: O próprio autor.  

 

Reações de PCR foram preparadas com DNA plasmidial contendo o vetor 

com o inserto da TOR, usando os oligonucleotídeos específicos sem a sequência T7 

e a enzima Taq DNA Polimerase (Sinapse Inc., Brasil) seguindo as instruções do 

fabricante. O programa executado no termociclador (modelo Veriti, Applied 

Biosystems, Hitachi, USA) foi um ciclo de 94°C de 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 

30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, seguidos de um ciclo 

de 72°C de 10 minutos. O produto de PCR foi usado para uma nova reação, usando 

os oligonucleotídeos específicos com a sequência T7 e a enzima Taq DNA 

Polimerase. O programa executado no termociclador foi um ciclo de 94°C de 3 

minutos, 10 ciclos de 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos e 72°C por um 

minuto, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 

72°C por um minuto, seguidos de um ciclo final de 72°C de 10 minutos. O produto de 

PCR foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm e 280 nm (Picodrop Ltd, USA).   

O dsRNA foi transcrito in vitro a partir de 1 µg deste molde, utilizando o 

sistema de síntese de RNAi T7 RiboMAXTM Express (Promega) e produzido de 

acordo com as instruções do fabricante. O produto da síntese foi quantificado pela 

medição da absorbância a 260 nm e 280 nm (Picodrop Ltd, USA) e a qualidade 

confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de 

etídeo (5 µg/mL). O tamanho final do dsRNA foi de 521 pb (Tabela 2).  



48 

 

 
 

A síntese de dsRNA para AKT e GSK-3β foi realizada como descrito 

anteriormente por Abreu et. al (2013) e Fabres et. al (2010). Os oligonucleotídeos 

específicos para a síntese destes dsRNAs estão apresentados na Tabela 2. Cada 

RNA de interferência têm um tamanho de 595 e 798 pares de bases respetivamente. 

Também um dsRNA não relacionado de 600 pares de bases que codifica para uma 

proteína verde fluorescente (dsGFP) foi sintetizado para usar como controle (Tabela 

2) (MULENGA; KHUMTHONG, 2010). O molde foi gentilmente cedido pelo Dr. Albert 

Mulenga (Universidade Texas A&M, EUA). 

 

5.6 Análise da viabilidade celular através do ensaio de redução por MTT 

das células BME26 tratadas com inibição química para TOR 

 

 Após 48 horas de inibição química da TOR com rapamicina, as células 

BME26 foram preparadas para o ensaio de redução por MTT (ensaio de viabilidade 

celular) seguindo o protocolo definido por Abreu e colaboradores (2013). Em cada 

poço 50 μL de MTT (5 mg/mL preparado em meio L15 sem soro fetal bovino) foi 

adicionado. A placa com células foi incubada a 34°C e protegida da luz durante 2 

horas. Posteriormente, todos os meios foram completamente descartados e 1 mL de 

álcool isopropílico (0,15% HCl em álcool isopropílico) foi adicionado em cada poço 

para dissolver os cristais de formazan. A mistura foi transferida para tubos de 1,5 

mL, centrifugados a 6000×g por 15 min e o sobrenadante foi coletado em novos 

tubos para medir a absorbância a 570 nm, utilizando cubetas de quartzo em um 

espectrofotômetro UVmini-1240 UV-VIS (Shimadzu, Japão). Os valores de 

absorbância do tratamento controle foram usados para normalização (100% de 

viabilidade). Todas as amostras foram analisadas em três experimentos 

independentes realizados em triplicatas técnicas. 

 Neste ponto, vale a pena destacar que as análises de viabilidade celular, 

contagem celular e integridade de membrana com células tratadas com 10-DEBC e 

Alsterpaullone não foram feitas por já ter sido apresentadas em trabalhos anteriores 

(DE ABREU, 2009; DE ABREU et al., 2009, 2013). 
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5.7 Análise da contagem de células BME26 tratadas com inibição 

química para TOR 

 

A viabilidade das células BME26 foi determinada usando câmara de 

Neubauer (hemocitômetro) e o método de exclusão de células mortas marcadas 

com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, USA) da seguinte forma: após 48 horas de 

inibição química da TOR com rapamicina, poços com células foram cuidadosamente 

lavados com 0,5 mL de PBS pH 7,0 por poço e descoladas em 1 mL de solução de 

tripsina com azul de tripan. Esta solução foi preparada da seguinte forma: 3,5 mL de 

PBS pH 7,0, 1 mL de tripsina (2,5%, sem fenol red, Thermo Fisher Scientific, USA) e 

0,5 mL de azul de tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, USA). Tendo descolado e marcado as 

células, 10 μL da mistura foram adicionados em cada câmara do hemocitômetro.  

O procedimento experimental e o cálculo foram realizados de acordo com a 

metodologia padrão (LOUIS; SIEGEL, 2011) contando as células vivas das regiões 

de grade de 1×1mm de dimensão e usando a objetiva de 10x. Foram feitas imagens 

usando a câmera Axiocam 503 color acoplada no microscópio Axio Imager 2 (Zeiss, 

Alemanha). As células foram contadas com o software ImageJ, ferramenta plugin 

cell counter para a contagem manual (FERREIRA; RASBAND, 2012). Todas as 

amostras foram analisadas em três experimentos independentes desenvolvidos em 

triplicatas técnicas. 

 

5.8 Análises de integridade de membrana das células BME26 tratadas 

com inibição química para TOR 

 

Um total de 2x105 células foram plaqueadas em cada poço (diâmetro de 16,25 

mm e área de crescimento de 1,93 cm2) sobre lamínulas de vidro colocadas no 

fundo da placa de 24 poços, e o volume final de 500 μL foi completado com meio 

completo fresco. As placas com células foram incubadas a 34°C por um período de 

24 horas para permitir a adesão celular. Para a inibição química da TOR, diferentes 

concentrações de rapamicina (Sigma-Aldrich, USA) foram adicionadas nos poços, 

em concentrações finais que variam entre 0,2 µM a 2 µM. Posteriormente, as placas 

com células foram incubadas por 48 horas. Após esse tempo, as células BME26 

foram preparadas para analisar a integridade da membrana seguindo o protocolo de 
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Abreu e colaboradores (2013). Primeiramente, o meio de cultura foi removido 

lentamente e substituído por PBS 1x. Para marcação, 25 µL de Hoechst 33342 (1 

mg/mL) foram adicionados durante 5 min, seguido por um tratamento de 5 min com 

6 µL de iodeto de propidio (1 mg/mL). As incubações foram realizadas à temperatura 

ambiente e protegidas da luz. Posterior à incubação o conteúdo foi descartado, 

lamínulas foram lavadas com PBS 1x e montadas sobre lâminas de vidro contendo 5 

µL de glicerol. Células BME26 foram observadas em microscópio confocal (LSM 

780-NLO Zeiss Axio Observer Z.1, Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens foram 

obtidas com uma ampliação de 400x. 

 

5.9 Inibição química da TOR, AKT e GSK-3 nas células embrionárias 

BME26 

 

Um total de 5x105 células foram plaqueadas em poços (diâmetro de 16,25 mm 

e área de crescimento de 1,93 cm2) de placas com 24 poços, e o volume final de 500 

μL foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram 

incubadas a 34°C por um período de 24 horas para permitir a adesão celular. Após 

desse tempo, o meio de cultura dos poços foi substituído por meio completo fresco e 

foram adicionados os inibidores químicos para as proteínas TOR, AKT e a GSK-3 

conforme descrito abaixo: 

 Para a inibição química da TOR, diferentes concentrações de rapamicina 

(Sigma-Aldrich, USA) foram adicionadas nos poços, em concentrações finais que 

variam entre 0,12 µM e 8 µM. Posteriormente, as placas com células foram 

incubadas por períodos de 24 e 48 horas para diferentes experimentos. As células 

incubadas por 24 horas foram usadas para extração de RNA total e as incubadas 

por 48 horas foram usadas para os experimentos de viabilidade celular.  

Para a inibição química da AKT e da GSK-3, tomou-se como referência o 

desenho experimental proposto por Abreu e colaboradores (2013). Especificamente, 

o 10-DEBC é um inibidor da AKT e o Alsterpaullone é um inibidor da GSK-3β. 

Células BME26 foram tratadas com uma concentração de 12 μM de 10-DEBC 

(Tocris Bioscience, USA) e de 40, 400 e 4000 nM de Alsterpaullone (Sigma-Aldrich, 

USA). Posteriormente, as células foram incubadas por 24 horas a 34ºC e usadas 

para extração de RNA total. Para monitorar a ação do diluente do fármaco, células 
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BME26 foram tratadas com DMSO e este tratamento foi usado como controle. O 

experimento foi desenvolvido usando três amostras biológicas independentes e três 

replicatas técnicas. 

Cabe destacar que para esses experimentos, maiores concentrações de 10-

DEBC não foram testadas por afetar diretamente a viabilidade celular (DE ABREU et 

al., 2013). Além disso, as análises de viabilidade celular, integridade de membrana e 

morfologia celular com células tratadas com 10-DEBC e Alsterpaullone não foram 

feitas por já ter sido apresentadas em trabalhos anteriores (DE ABREU, 2009; DE 

ABREU et al., 2009, 2013). 

 

5.10 Silenciamento gênico da TOR, AKT e GSK-3β nas células 

embrionárias BME26 

 

Um total de 5x105 células foram plaqueadas em poços (diâmetro de 16,25 mm 

e área de crescimento de 1,93 cm2) de placas com 24 poços, e o volume final de 500 

μL foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram 

incubadas a 34°C por um período de 24 horas para permitir a adesão celular. Após 

24 horas de incubação, o meio de cultura foi substituído por 200 μL de meio fresco 

contendo 4 μg de dsRNA e a placa foi gentilmente misturada. Após 24 horas 

adicionais de incubação a 34°C, as células foram coletadas e processadas para 

extração de RNA. O RNA de células tratadas com dsGFP foi usado como controle. O 

experimento foi desenvolvido usando três amostras biológicas independentes e três 

replicatas técnicas.  

 

5.11 Tratamento das células embrionárias BME26 com insulina 

exógena 

 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com insulina exógena, como 

descrito anteriormente por Abreu e colaboradores (2009). As células BME26 foram 

ressuspendidas de garrafas em que a proliferação celular foi promovida. Em 

seguida, a quantidade de células foi determinada usando câmara de Neubauer 

(hemocitômetro) e a viabilidade celular foi determinada usando o método de 
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exclusão de células mortas marcadas com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, 

USA).  

Um total de 5x105 células foram plaqueadas em poços (diâmetro de 16,25 mm 

e área de crescimento de 1,93 cm2) de placas com 24 poços e o volume final de 500 

μL foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram 

incubadas a 34°C por um período de 24 horas para permitir a adesão celular. Após 

esse tempo, o meio completo foi substituído por meio sem soro fetal bovino ou com 

meio completo fresco durante 24 horas. Posteriormente, algumas células foram 

expostas a insulina bovina (concentração final de 1 µM, Sigma-Aldrich, USA). 

Novamente a placa foi incubada a 34°C durante 30 minutos. Finalmente, todas as 

células foram lisadas para extração de RNA. Todas as análises estão baseadas em 

três amostras biológicas independentes e em três replicatas técnicas. 

 

5.12 Silenciamento gênico da TOR em fêmeas parcialmente 

ingurgitadas  

 

A injeção de fêmeas parcialmente ingurgitadas com dsRNA foi realizada de 

acordo com Fabres et. al. (2010). Fêmeas, com peso entre 20 e 60 mg, foram 

removidas manualmente dos bovinos e injetadas com aproximadamente 4 µg de 

dsRNA para TOR em um volume máximo de 2 µL, no quadrante inferior da 

superfície ventral usando uma seringa Hamilton. Dois grupos controle foram 

injetados: um com dsRNA não relacionado (4 µg de dsGFP em um volume máximo 

de 2 µL) e o outro com tampão (2 µL de 10 mM PBS, pH 7.4). As fêmeas foram 

fixadas em placas de poliestireno expandido com fita adesiva dupla face para 

alimentação artificial por meio de capilar. Os capilares foram preenchidos com 

sangue de bovinos não infestados que foi coletada em tubos heparinizados. Os 

capilares foram substituídos a cada três horas. As fêmeas foram mantidas com esta 

alimentação por 28 horas.  

Para confirmação do silenciamento, ovários de três fêmeas para cada 

experimento independente foram coletados e processados para extração de RNA 

após 48 horas da injeção de dsRNA ou o PBS. Dois experimentos independentes 

foram realizados, com aproximadamente 20 indivíduos por tratamento, para cada um 

dos experimentos independentes. 
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5.13 Extração de RNA e síntese de cDNA de ovários e ovos 

 

Ovários de fêmeas tratadas com RNAi para TOR ou dsRNA não relacionado 

(dsGFP) ou PBS (3 ovários para cada tratamento para cada experimento 

independente) e ovos de diferentes dias durante a embriogênese (50 mg para cada 

dia do desenvolvimento embrionário coletado em três momentos diferentes) foram 

usados para extração de RNA usando Reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA) 

seguindo as recomendações do fabricante. A concentração de RNA foi determinada 

por espectrofotometria (Picodrop Ltd, USA) mesurada a 260 e 280 nm. Dois 

microgramas de RNA total foram ressuspensos em água tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC) e o tratamento com DNase I foi realizado (Invitrogen, CA, 

EUA). A reação de transcrição reversa foi realizada com o kit de transcrição reversa 

para cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, CA., EUA) seguindo o protocolo 

do fabricante. O cDNA gerado foi armazenado a −20°C e utilizado em posteriores 

análises de RT-qPCR.  

 

5.14 Análise da transcrição relativa dos alvos por RT-qPCR  

 

A análise da transcrição relativa por PCR quantitativa ou RT-qPCR (também 

conhecida como PCR em tempo real) foi usada em cinco experimentos diferentes 

durante o desenvolvimento deste trabalho: (i) para avaliar a transcrição relativa de 

RmTOR e RmAKT usando cDNA de células embrionárias BME26 tratadas com 

insulina exógena; (ii) para confirmar o silenciamento gênico em células BME26 e 

ovários de fêmeas tratadas com dsRNA; (iii) para avaliar a transcrição relativa de 

alvos deste estudo após silenciamento gênico com dsRNA em células embrionárias 

BME26; (iv) para avaliar a transcrição relativa de RmS6K e Rm4E-BP1 após 

tratamento com inibidores químicos em células embrionárias BME26 e (v) para 

avaliar a transcrição relativa de RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 em diferentes 

estágios da embriogênese, utilizando cDNA de ovos diferentes dias de 

desenvolvimento. 

Oligonucleotídeos específicos para cada alvo foram projetados para esta 

função (Tabela 3). No caso, os oligonucleotídeos projetados para a análise da 
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transcrição relativa da RmTOR, RmAKT e da RmGSK3-β se anelam em regiões 

diferentes do ORF que foram usada na síntese de RNA de interferência.  

 

Tabela 3. Oligonucleotídeos específicos utilizados para análise da transcrição relativa de 
diferentes alvos deste estudo. 

ALVO SEQUÊNCIA DOS  

OLIGONUCLEOTÍDEOS (5’- 3’) 

TAMANHO DO 
FRAGMENTO (PARES 

DE BASES) 

REFERENCIA 

TOR AGGCTCTGAACAAAAAGGC  

GAACATCCAAAGTCTCATCTG 

93  

S6K TGTGATTGGTGGAGTTTTGG 

GCGAGTGCTTGGTGTAAC 

96  

4E-BP1 CCAGATGTCTCCAAGGCCAG 

GTTCGTCACCCGATCCTTCA 

103  

AKT GAAGTTGGCGAGTGAGGAGGA 

CGCGTCGAGATGCTGAACTTGT 

86 De Abreu et al. 
(2013) 

GSK3-β CCCACACCCGCTATTTATTG 

TGTGCAGGAGAGCCAGTTTA 

113 Martins  et al. 
(2015) 

ELF-1ª CGTCTACAAGATTGGTGGCATT 

CTCAGTGGTCAGGTTGGCAG 

108 Nijhof et al. (2009) 

Fonte: O próprio autor.  

 

Diluições em série do cDNA foram utilizadas para o estabelecimento das 

eficiências de cada oligonucleotídeo específico. Reações contendo cDNA de 

tratamentos controle, oligonucleotídeos específicos para cada alvo e reagente Power 

Sybr Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) foram preparadas seguindo 

as instruções do fabricante e usadas na plataforma Applied Biosystems StepOne 

Real-Time PCR SystemTM (USA).  

O programa executado no termociclador para analisar os alvos RmTOR, 

RmS6K e Rm4E-BP1 foi: um ciclo de 95°C de 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 

95°C de 15 segundos e de 60°C durante um minuto. Para a curva de melting, os 

parâmetros de ciclagem foram: 95°C por 15 segundos, 60°C por um minuto, seguido 

de 35 ciclos com aumento de temperatura de 0,3°C em cada ciclo para atingir a 

temperatura final de 95°C. Outros parâmetros de ciclagem para a análise da 

transcrição relativa de RmAKT e RmGSK-3β foram selecionados de acordo com 
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Abreu et. al. (2013) e Martins et. al. (2015). O fator de alongamento-1A (ELF-1A) foi 

usado como um gene de referência (NIJHOF et al., 2009). 

Somente oligonucleotídeos específicos com eficiências entre 85% e 100% 

foram usados neste estudo e a transcrição relativa das amostras foi determinada 

usando os valores de pontos de cruzamentos (do inglês Crossing point ou Cp) 

através da Ferramenta REST (PFAFFL, 2001). Todas as amostras foram analisadas 

em triplicatas técnicas, em três experimentos independentes (três replicatas 

biológicas), exceto a confirmação do silenciamento em fêmeas ingurgitadas, que foi 

feito em dois experimentos independentes.  

 

5.15 Determinação do desenvolvimento ovariano de fêmeas tratadas 

com silenciamento gênico para TOR 

 

 Após 48 horas de injeção de dsRNA para TOR, fêmeas foram dissecadas e 

os ovários foram coletados para determinação do desenvolvimento ovariano, 

utilizando o sistema proposto por Seixas e colaboradores (2008). A proporção de 

ovócitos maduros foi analisada medindo a área ocupada por ovócitos maduros e 

imaturos em cada imagem, usando o software ImageJ (ABRÀMOFF; MAGALHÃES; 

RAM, 2004; FERREIRA; RASBAND, 2012). Além disso, as fêmeas tratadas com 

dsRNA ou PBS e seus ovos foram coletados e analisados com lupa EZ4 (Leica, 

Alemanha). Desta forma, registros fotográficos foram feitos com a câmara acoplada 

ao equipamento.  

 

5.16 Determinação do conteúdo de vitelina por SDS-PAGE e dot blot 

em ovos de fêmeas tratadas com dsRNA para TOR 

 

 Ovos de fêmeas tratadas com dsRNA para TOR e com os dois tratamentos 

controle (dsGFP e PBS) foram coletados 9 dias após a oviposição (vinte ovos de 

cada grupo) e homogeneizados em 20 µL de tampão Tris-HCl 10 mM, pH 7.4, 

contendo um coquetel inibidor de protease (4EBSF, aprotinina, cloridrato de 

bestatina, E-64, EDTA e hemisulfato de leupeptina, Sigma-Aldrich, USA), pepstatina 

A (1 mM, Sigma-Aldrich, USA) e Triton X-100 10% (Thermo Fisher Scientific, USA). 
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As amostras foram mantidas em gelo e imediatamente utilizadas para determinação 

do teor de vitelina por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e dot blot. 

 A SDS-PAGE foi realizada sob condições desnaturantes seguindo o protocolo 

de Laemmli (1970), seguido de coloração com prata. Para o dot blot, cada amostra 

foi colocada em membrana de nitrocelulose (5 µL por ponto) e deixada a secar. As 

membranas foram processadas, posteriormente, da seguinte forma: 1 h à 

temperatura ambiente com solução de bloqueio (5% de leite em pó desnatado 

diluído em PBS); incubação overnight com 4 mL de anti-Vt (CANAL et al., 1995) 

(diluído 1:1000 em solução de bloqueio) ou solução de bloqueio apenas como 

controle. Posteriormente, foram feitas 3 lavagens de 5 minutos com PBS; incubação 

durante 1 h a temperatura ambiente com anticorpo secundário anti-IgG conjugado a 

fosfatase alcalina (diluído 1:5000 em solução de bloqueio, Sigma-Aldrich, USA). 

Finalmente, a detecção da fosfatase alcalina foi realizada com nitro azul de tetrazólio 

(NBT) e 5-bromo4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (Promega).  

 

5.17 Parâmetros biológicos analisados após tratamento com dsRNA 

para TOR nas fêmeas de R. microplus 

 

 Os parâmetros biológicos analisados no experimento com fêmeas tratadas 

com RNAi ou PBS foram: índice de eficiência nutricional (peso final do carrapato 

ingurgitado/peso inicial), índice de produção de ovos (peso dos ovos/peso final do 

carrapato ingurgitado) × 100)), peso dos ovos após 10 dias de oviposição, peso das 

larvas após 40 dias após a oviposição e taxa de eclosão (%) (BENNETT, 1974; 

FABRES et al., 2010; GONSIOROSKI et al., 2012). 

 

5.18 Análises estatísticas 

 

 Testes t de Student não pareados foram usados para análises de transcrição 

relativa, nos experimentos de estimulação de insulina, inibição química e 

silenciamento gênico. O Teste ANOVA one-way, seguido do pós teste de Dunnett, 

foi usado em experimentos de viabilidade celular, contagem de células, para análise 

da transcrição relativa durante a embriogênese e para avaliação de parâmetros 
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biológicos. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

Graph Pad Prism versão 6.01 (Graph Pad Software, Inc.). 
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6. RESULTADOS 

 

A via de sinalização pela insulina/TOR em carrapatos não está totalmente 

definida. Em R. microplus foi demonstrado que componentes da cascata de insulina 

atuam no controle celular e no metabolismo de glicogênio em células embrionárias 

BME26 (DE ABREU et al., 2009, 2013). Por ser um artigo cientifico de co-autoria 

que respalda ideias do presente trabalho, o trabalho de De Abreu et al. (2013) é 

anexado nesta tese (Anexo 2). No sentido de aprofundar esta linha de pesquisa, 

neste trabalho alvos, ainda não descritos na literatura, foram identificados a partir da 

projeção de estratégias para clonar e sequenciar três ORFs que codificam as 

proteínas RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1.  

Primeiramente, um fragmento de 1.378 nucleotídeos que codificam 

parcialmente a proteína RmTOR foi obtido. A correspondente tradução contém 459 

aminoácidos que compõem três importantes domínios desta proteína: o domínio de 

ligação a rapamicina (FKBP12 ou FRB), o domínio quinase e o domínio terminal 

FATC (Figura 8A). O múltiplo alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos 

com sequências ortólogas (Figura 8B) e as porcentagens de identidade (Tabela 4) 

demonstram um grau de conservação entre 58 e 98% de identidade com outras 

sequencias. 
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Figura 8. Alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos para RmTOR. 
A) Estrutura dos domínios da proteína RmTOR: o domínio de ligação a rapamicina (FKBP12 ou FRB), o domínio quinase e o domínio terminal 
FATC. B) Múltiplo alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos para RmTOR com sequências ortólogas de outros organismos (H. 
longicornis, B. germanica, A. melífera, M. musculus, H. sapiens, D. rerio, D. melanogaster e C. elegans). Resíduos de aminoácidos idênticos ou 
similares em todas as sequências são marcados em preto, e resíduos idênticos ou similares na maioria das sequências destacam-se em cinza. 
Hífens indicam espaços introduzidos para aperfeiçoar o alinhamento. 
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Tabela 4. Análise comparativa entre a sequência deduzida de RmTOR com sequências 
ortólogas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp. 

Fonte: O próprio autor.  

 

Com o objetivo de analisar as proteínas controladas pela TOR, um 

segundo fragmento de 425 nucleotídeos que codifica parcialmente a proteína 

RmS6K também foi sequenciado e analisado. A correspondente tradução 

contém 140 aminoácidos que compõem parte do domínio catalítico da 

proteína (Figura 9A). A partir do múltiplo alinhamento da sequência deduzida 

de aminoácidos com sequências ortólogas (Figura 9B) e das porcentagens 

de identidade (Tabela 5) foi possível observar um grau de conservação de 44 

a 78% de identidade com outras sequências. 

 

 

 

 

 

 

Organismo ID da Sequência % de identidade com a RmTOR 

Haemaphysalis longicornis BAM65820.1 98% 

Blattella germanica ACH47049.1 83% 

Apis melífera XP_006566705.2 82% 

Mus musculus NP_064393.2 80% 

Homo sapiens NP_004949.1 80% 

Danio rerio NP_001070679.2 80% 

Drosophila melanogaster NP_524891.1 73% 

Caenorhabditis elegans NP_491552.2 58% 
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Figura 9. Alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos para RmS6K. 
A) Estrutura do domínio catalítico da proteína RmS6K. B) Múltiplo alinhamento da 
sequência deduzida de aminoácidos para RmS6K com sequências ortólogas de outros 
organismos (Ixodes scapularis, Parasteatoda tepidariorium, Pediculus humanus 
corporis). Resíduos de aminoácidos idênticos ou similares em todas as sequências 
são marcados em preto, e resíduos idênticos ou similares na maioria das sequências 
destacam-se em cinza. Hífens indicam espaços introduzidos para aperfeiçoar o 
alinhamento. 
 

Tabela 5. Análise comparativa entre a sequência deduzida de RmS6K com sequências 
ortólogas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp. 

Fonte: O próprio autor.  

 

Seguindo o mesmo raciocínio utilizado para análise feita para a 

RmS6K, o ORF completo para Rm4E-BP1 foi sequenciado. Este ORF é 

composto de 381 nucleotídeos e a sua correspondente sequência traduzida 

contém 126 aminoácidos, possuindo um peso molecular calculado de 13,3 

kDa. A análise do múltiplo alinhamento com sequências ortólogas (Figura 10) 

e as porcentagens de identidade (Tabela 6) demonstram um grau de 

conservação de 40 a 74% de identidade com outras sequencias. 

 

Organismo ID da Sequência % de identidade com a RmS6K 

Ixodes scapularis XP_002414920.1 78% 

Parasteatoda tepidariorum XP_015918501.1 49% 

Pediculus humanus corporis XP_0024261134.1 44% 
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Figura 10. Múltiplo alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos para Rm4E-
BP1 com sequências ortólogas de outros organismos. 
As sequências ortólogas são dos organismos Ixodes scapularis, Parasteatoda 
tepidariorium, D. rerio, M. musculus, A. melífera, H. sapiens e D. melanogaster. 
Resíduos de aminoácidos idênticos ou similares em todas as sequências são 
marcados em preto, e resíduos idênticos ou similares na maioria das sequências 
destacam-se em cinza. HÍfens indicam espaços introduzidos para aperfeiçoar o 
alinhamento. As caixas sinalizam conservação de três motifs: a verde o motif RAIP; a 
azul o motif YXXXXLφ; e a amarela o motif TOS. 

 

Tabela 6. Análise comparativa entre a sequência deduzida de Rm4E-BP1 com 
sequências ortólogas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp. 

Fonte: O próprio autor.  

 

Os ORFs foram depositados no banco de dados do GenBank com os 

códigos de identificação MK598842, MK598841 e MK598840, para RmTOR, 

RmS6K e Rm4E-BP1 respectivamente. Assim mesmo podem ser 

encontrados no Anexo 1 do presente documento. A clonagem destes alvos 

confirma a preservação destes componentes no carrapato R. microplus.  

Em conjunto aos dados já publicados por Abreu e colaboradores (2009 

e 2013) (Anexo 2, Figuras 1, 6, 7 e 8) com relação ao papel dos alvos 

RmAKT e RmGSK-3β e sua função nas células embrionárias BME26, 

considerou-se reconhecer outras informações fisiológicas e de controle 

Organismo ID da Sequência % de identidade com a RmTOR 

Ixodes scapularis XP_002404524.1 74% 

Parasteatoda tepidariorum XP_015908828.1 52% 

Danio rerio NP_955939.1 52% 

Mus musculus NP_031944.3 54% 

Apis melífera XP_006569762.1 48% 

Homo sapiens NP_004086.1 53% 

Drosophila melanogaster NP_477295.1 40% 
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molecular no desenvolvimento embrionário deste artrópode para os novos 

alvos analisados.   

Com o objetivo de avaliar se no carrapato R. microplus a via de 

sinalização insulina/TOR é estimulada e regulada por este hormônio, células 

embrionárias BME26 foram cultivadas na ausência ou na presença de soro 

fetal bovino (SFB) e então incubadas com ou sem insulina exógena. Após 

esta exposição, foram avaliadas as transcrições relativas para os alvos 

RmAKT e RmTOR, os principais alvos reguladores analisados neste estudo 

(Figura 11). Sobre estas condições, foi observada uma maior transcrição 

relativa de RmAKT e RmTOR quando as células BME26 foram incubadas na 

ausência de soro fetal bovino e na presença de insulina exógena, em 

comparação com os outros tratamentos controle. Os resultados sugerem que 

a insulina exógena pode estimular e regular a via de sinalização AKT/TOR no 

carrapato R. microplus. 

 

 

Figura 11.  Efeitos da insulina exógena sobre a transcrição relativa de RmAKT (A) e 
RmTOR (B) nas células embrionárias BME26.  

Células embrionárias BME26 foram cultivadas na ausência ou na presença de soro 
bovino fetal (SFB) e, posteriormente, incubadas na presença ou ausência de insulina 
exógena (insulina bovina 1 µM) de acordo com o descrito em Materiais e Métodos Item 
5.11. A transcrição relativa de (A) RmAKT e (B) RmTOR foi avaliada usando o método 
de Pfaffl (2001). O ELF-1A foi utilizado como gene de referência (NIJHOF et al., 2009). 
Para as análises estadísticas Teste t de Student com organização não pareada foi 
usado. As barras representam média ± DP de três experimentos independentes (* = p 
<0,05; *** = p <0,0001). 

 

 De Abreu e colaboradores (2013) verificaram um importante eixo de 

transdução de sinal que integra o conhecimento prévio sobre a via de 

sinalização PI3K/AKT nas células BME26. Pode-se observar previamente 

que vários destes componentes estão associados com a viabilidade celular 

(DE ABREU et al., 2009, 2013) (Anexo 2, Figura 1 e 7).no entanto as funções 



64 

 

 
 

da TOR sobre este quesito não tinham sido evidenciadas. Este alvo controla 

vários processos para ajustar a atividade metabólica de acordo com os 

suprimentos disponíveis de nutrientes, incluindo tradução de proteínas, 

importação de glicose e autofagia em diversos organismos (BULLER et al., 

2008). De posse destas informações, se buscou evidenciar funções da 

proteína TOR nas células BME26 (Figura 2).  

Assim, células embrionárias BME26 foram tratadas durante 48 horas 

com rapamicina, um inibidor específico da proteína TOR, e foram 

desenvolvidos os seguintes experimentos: análise da viabilidade celular pelo 

ensaio do MTT, análise da contagem celular e marcação das células com os 

fluoróforos Hoechst 33342 (marcador de núcleos celulares) e iodeto de 

propídeo (marcador de células com a membrana celular danificada).  

A análise pelo ensaio do MTT demonstrou que concentrações de 

rapamicina acima de 0,12 µM causaram uma redução significativa na 

viabilidade celular atingindo, aproximadamente, 34% de redução na 

concentração de 2 µM (Figura 12A). Analisando estas condições, novos 

ensaios com rapamicina foram feitos com o propósito de identificar a 

concentração necessária do fármaco que elimina 50% das células (IC50). Foi 

observada uma redução na viabilidade celular de 46% e 49% nas 

concentrações de 4 e 8 μM de rapamicina, respectivamente. No entanto, 

nenhuma concentração atingiu ou superou o IC50 (Figura 12B), 

provavelmente por atingir a eficácia máxima do inibidor neste tipo celular. 

Estes resultados sugerem que mesmo que a proteína TOR esteja envolvida 

no processo de viabilidade celular na linhagem de células BME26, é provável 

que seu papel fundamental não esteja somente relacionado com este 

processo. 
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Figura 12. Viabilidade das células BME26 tratadas com rapamicina, analisada através 
do ensaio de MTT. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com diferentes concentrações de 
rapamicina de 0,03 a 2 µM (A) e de 0,12 a 8 µM (B) durante 48 horas. A viabilidade 
celular foi analisada por ensaio de MTT. Os resultados foram normalizados com 
células controle tratadas com DMSO, que representara o 100% de viabilidade. ANOVA 
seguida do teste de Dunnett foram usados como métodos estadísticos. Os gráficos 
apresentam tendência, média ± DP de três experimentos independentes (* = p <0,05; *** 
= p <0,0001). 

 

 Adicionalmente, análises sobre o número de células foram feitas 

através da contagem celular. Para isto, células embrionárias BME26 foram 

tratadas com quatro concentrações de rapamicina que demonstraram ter 

algum efeito sobre a viabilidade celular no ensaio por MTT. Essas 

concentrações foram 0.25, 0.5, 1 e 2 μM de rapamicina. Uma redução do 

número de células foi observado em todos os tratamentos em que as células 

foram tratadas com rapamicina (Figura 13), o que mais uma vez demonstra o 

envolvimento da TOR no processo de viabilidade celular na linhagem BME26.  
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Figura 13. Contagem celular das células BME26 tratadas com rapamicina. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com diferentes concentrações de 
rapamicina de 0,25 a 2 µM durante 48 horas. A quantidade de células foi analisada por 
contagem celular sendo que os resultados foram comparados com células tratadas 
com DMSO (0,073%) unicamente. ANOVA seguida do teste de Dunnett foram usados 
como métodos estadísticos. Os gráficos apresentam tendência, média ± DP de três 
experimentos independentes (** = p <0,005). 

 

Tendo como referência os resultados obtidos da viabilidade e da 

contagem celular nos tratamentos com rapamicina, analisou-se a integridade 

membranar com o objetivo de obter uma perspectiva mais próxima dos 

eventos que podem estar acontecendo nas células BME26 (Figura 14). Para 

isso, estas células foram tratadas com quatro concentrações de rapamicina 

que demonstraram ter algum efeito sobre a viabilidade e a contagem celular. 

Essas concentrações foram 0.25, 0.5, 1 e 2 μM de rapamicina. Após 48 horas 

de incubação, foram usados os marcadores Hoechst 33342, para marcar 

ácidos nucleicos e, portanto, os núcleos de todas as células (primeira coluna 

da Figura 14) e iodeto de propídeo, um intercalante de DNA, para marcar os 

núcleos das células com a membrana parcial ou totalmente danificada 

(segunda coluna da Figura 14). Dessa forma, observou-se uma maior 

marcação com iodeto de propídeo nas células tratadas com rapamicina com 

relação à marcação das células controle (asteriscos da Figura 14). 
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Figura 14. Análises da integridade de membrana de células BME26 tratadas com 
rapamicina. 

As imagens foram obtidas através de microscopia confocal. A primeira coluna 
apresenta as marcações com Hoechst 33342, a segunda coluna apresenta as 
marcações com iodeto de propídeo e a terceira coluna apresenta as imagens 
sobrepostas das duas marcações (Hoechst 33342 e iodeto de propídeo). A primeira 
linha representa o tratamento controle, a segunda  tratamento com 0,2 µM, a terceira 
com 0,5 µM, a quarta com 1 µM e a quinta com 2µM de rapamicina, respectivamente. 
Asteriscos destacam maior número de células com a membrana danificada. Todas as 
imagens foram observadas no aumento de 400x. A barra de escala corresponde a 20 
µm.  
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O conjunto de evidências até este ponto do trabalho demonstra um 

papel importante da TOR, provavelmente consorciado e/ou dependente de 

outros componentes, na viabilidade das células embrionárias BME26. No 

entanto, para aprofundar a investigação da possível interação e/ou regulação 

entre os componentes da via da insulina/TOR no carrapato R. microplus, 

foram feitos experimentos de silenciamento gênico de três componentes de 

sinalização: RmAKT, RmGSK-3β e RmTOR em células embrionárias BME26 

e avaliadas as transcrições relativas de alvos a jusante na via de sinalização. 

Assim quando silenciada RmAKT os alvos a jusante analisados foram 

RmGSK-3β, RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1, quando silenciada RmGSK-3β 

os alvos a jusante analisados foram RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 e quando 

silenciada RmTOR os alvos a jusante analisados foram RmS6K e Rm4E-

BP1. 

Neste ponto, vale a pena destacar como foi desenvolvida a estratégia 

de silenciamento gênico para RmTOR. Especificamente para o desenho da 

dsRNA foram analisadas as seguintes informações: projeção de 

oligonucleotídeos específicos com e sem a sequência promotora T7 

(apresentados na Tabela 2) baseados em análises de regiões do ORF que 

codificam para esta proteína (Figura 15A) e avaliação da especificidade e 

possíveis alvos potenciais não específicos estimados a partir do software 

dsCheck (NAITO et al., 2005) (Figura 15B). Como o genoma do R. microplus 

ainda não está disponível, a especificidade do dsRNA foi estimada a partir de 

um gene ortólogo em Drosophila melanogaster. 
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Figura 15. Projeção da dsRNA para RmTOR. 

A) Projeção de oligonucleotídeos específicos baseados em análises de regiões do 
ORF que codifica para RmTOR. Em destaque verde: oligonucleotídeos projetados; em 
amarelo: sequência parcial do ORF que codifica para RmTOR; em vermelho: Stop 
codon do ORF. B) Relatório da eficiência, especificidade e possíveis alvos potenciais 
não específicos da dsRNA projetada para RmTOR estimados a partir do software 
dsCheck. 

 

Pode-se observar que a projeção do RNA de interferência foi baseada 

no extremo 5’-3’ do ORF que codifica a região C-terminal da proteína 

RmTOR (Figura 15A). Esta região codifica o domínio FATC (Figura 8A), 

especifico do alvo. A validação no software dsCHECK demonstrou alta 

eficiência e alta especificidade da estratégia do RNA de interferência para 

RmTOR (Figura 15B). Nos ensaios foi utilizada uma dsTOR de 521 pares de 

bases obtida a partir de síntese in vitro, de acordo com materiais e métodos 

item 5.2Estratégias de síntese de dsRNA para RmAKT e RmGSK-3β são 

relatadas em Fabres et al (2010) e De Abreu et al (2013) (Anexo 2, Item 2.6) 

respectivamente.  

Sendo sintetizados e validados cada um dos dsRNAs, estes foram 

usados para o silenciamento gênico em células BME26.  O silenciamento foi 

confirmado para cada um dos alvos por RT-qPCR, após exposição ao 

tratamento durante 24 horas (Fig. 16).  
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Figura 16.  Expressão relativa dos genes A) RmAKT; B) RmGSK3-β e C) RmTOR em 
células BME26 para confirmação do silenciamento gênico por RT-qPCR. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 4 μg de dsRNA para cada alvo 
regulador da via de sinalização por insulina/TOR e os controles foram tratados com 
dsGFP (dsRNA não relacionada). Após 24 horas de incubação com este tratamento, as 
células foram coletadas e processadas para extração de RNA e o silenciamento 
confirmado por RT-qPCR. A transcrição relativa foi calculada de acordo com o método 
de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referência (NIJHOF et al., 2009). Os 
dados foram analisados em Teste t de Student não pareado. As barras apresentam a 
média ± DP de três experimentos independentes (* = p <0,05; ** = p <0,005; *** = p 
<0,0001). 

 

De posse da confirmação dos silenciamentos para os três alvos, 

RmAKT, RmGSK3-β e RmTOR, os próximos passos foram analisar o efeito 

da perturbação da sinalização da via de insulina na expressão gênica de 

alvos a jusante para cada um dos tratamentos (TOR, GSK-3, S6K e 4E-BP1) 

(Figura 17, 18 e 19). Quando as células BME26 foram tratadas com dsAKT 

(Figura 17), dsGSK3-β (Figura 18) e dsTOR (Figura 19) nenhuma diferença 

significativa foi observada nas transcrições relativas destes alvos.  
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Figura 17. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmTOR; B) RmGSK-
3; C) RmS6K; e D) Rm4E-BP1 em células BME26 tratadas com dsAKT. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 4 μg de dsRNA AKT ou dsGFP como 
controle (dsRNA não relacionada). Após 24 horas de incubação com ambos os 
tratamento, as células foram coletadas e processadas para extração de RNA e 
transcrições relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição 
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como 
gene de referência (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes. 
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Figura 18. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmTOR; B) RmS6K; e 
C) Rm4E-BP1 em células BME26 tratadas com dsGSK-3. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 4 μg de dsRNA GSK-3 ou dsGFP 
como controle (dsRNA não relacionada). Após 24 horas de incubação com ambos 
ostratamento, as células foram coletadas e processadas para extração de RNA e 
transcrições relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição 
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como 
gene de referência (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes. 
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Figura 19. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K; e B) Rm4E-
BP1 em células BME26 tratadas com dsTOR. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 4 μg de dsRNA GSK-3 ou dsGFP 
como controle (dsRNA não relacionada). Após 24 horas de incubação com ambos os 
tratamentos, as células foram coletadas e processadas para extração de RNA e 
transcrições relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição 
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como 
gene de referência (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes. 

 

O próximo conjunto de experimentos foi desenhado para avaliar os 

efeitos de tratamentos com inibição química para estes mesmos alvos 

reguladores da via de sinalização por insulina em células embrionárias 

BME26 (RmAKT, RmGSK-3β e RmTOR) e, posteriormente, avaliar as 

transcrições relativas dos dois principais alvos a jusante da cascata, a 

RmS6K e a Rm4E-BP1. Desta forma, para a inibição da AKT, foi usado o 

inibidor químico 10-DEBC (12 μM) (Figura 20). Assim mesmo, para a inibição 

da GSK-3β foi usado o inibidor químico alsterpaullone (nas concentrações de 

40, 400 e 4000 nM) (Figura 21). De forma similar ao que ocorreu para o 

silenciamento gênico, nenhuma diferença significativa foi observada no perfil 

das transcrições relativas. Estes resultados sugerem que a regulação da via 

não acontece de forma transcricional. Resultados contrastantes foram 

observados quando as células BME26 foram tratadas com o inibidor 

específico da TOR, a rapamicina (Figura 22). O tratamento com rapamicina 

causou uma menor transcrição relativa da RmS6K e Rm4E-BP1 quando 

comparado aos tratamentos controle. Os resultados sugerem que só a 

proteína TOR seja capaz de regular a via de sinalização e seus alvos a 
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jusante através de mecanismos pós-transcricionais no carrapato R. 

microplus. 

 

 

Figura 20. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 após inibição química da AKT em células embrionárias BME26. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 12 µM de 10-DEBC ou DMSO 
unicamente como controle. Após 24 horas de incubação com este tratamento, as 
células foram coletadas e processadas para extração de RNA e transcrições relativas 
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição relativa foi calculada 
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referência 
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes. 

 

 

Figura 21. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 após inibição química da GSK-3 em células embrionárias BME26. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 12 µM de 10-DEBC ou DMSO 
unicamente como controle. Após 24 horas de incubação com este tratamento, as 
células foram coletadas e processadas para extração de RNA e transcrições relativas 
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição relativa foi calculada 
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referência 
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes. 
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Figura 22. Expressão relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 após inibição química da TOR em células embrionárias BME26. 

Células embrionárias BME26 foram tratadas com 12 µM de 10-DEBC ou DMSO 
unicamente como controle. Após 24 horas de incubação com este tratamento, as 
células foram coletadas e processadas para extração de RNA e transcrições relativas 
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-qPCR. A transcrição relativa foi calculada 
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referência 
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student não 
pareado. As barras apresentam a média ± DP de três experimentos independentes (* = 
p <0,05; ** = p <0,005; *** = p <0,0001). 

 

Neste ponto vale a pena destacar que experimentos de Western blot 

para analisar a atividade dos alvos aqui estudados foram realizados; no 

entanto, os resultados não foram satisfatórios. Este é um problema recorrente 

na utilização deste organismo modelo e nosso grupo de pesquisa continua 

tentando ter anticorpos suficientes para desenvolver essa linha de ação. 

Adicionalmente, com o objetivo de investigar o papel da via de 

sinalização TOR na embriogênese do carrapato R. microplus, foi avaliado o 

perfil transcricional da RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 durante o 

desenvolvimento embrionário (Figura 23). Vale a pena destacar que análises 

para a RmAKT e RmGSK-3β foram publicados anteriormente pelo grupo (DE 

ABREU et al., 2013, Anexo 2, Figura 9 e FABRES et al., 2009). Para a 

análise deste resultado, três estágios do desenvolvimento embrionário foram 

destacados: o estágio inicial que representa do 1º ao 3º dia após a 

oviposição, o estágio intermediário corresponde ao 6º e 7º dia após da 

oviposição e o estágio final compreende do 15º ao 18º dia após da 

oviposição, caracterizados no Quadro 1 deste trabalho (os estágios estão 

representados na Figura 23A). Os maiores níveis de transcrição relativa da 

RmTOR foram observados no 1°, 15° e 18° dias após da oviposição, 
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correspondentes ao estágio inicial e final do desenvolvimento embrionário 

deste artrópode (Figura 23B). Um perfil similar foi observado para RmGSK-3β 

(LOGULLO et al., 2009). Diferentemente, os níveis transcricionais de RmS6K 

e Rm4E-BP1 foram maiores no 1° dia após a oviposição e menores durante 

todo o restante do período de embriogênese (Figura 23C e D). Um perfil 

similar foi observado para RmAKT (DE ABREU et al., 2013, Anexo 2, Figura 

9). Os dados indicam que há uma correlação gênica entre RmTOR, RmAKT e 

RmGSK-3β durante todo o desenvolvimento embrionário do carrapato. 

Adicionalmente, estes genes podem estar se relacionando com a RmS6K e 

Rm4E-BP1 na primeira fase da embriogênese durante o processo de 

celularização destes embriões.  
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Figura 23. Representação esquemática dos estágios de desenvolvimento seguindo os 
dias após a oviposição e análise da expressão relativa dos alvos moleculares durante 
a embriogênese do carrapato R. microplus. 

Em (A) são representadas as diferentes fases do desenvolvimento do embrião de R. 
microplus (de acordo com Santos et al., 2013) sendo um o estágio inicial, o outro o 
estágio intermediário e o ultimo o estágio final. Transcrições relativa da RmTOR (B), 
RmS6K (C) e Rm4E-BP1 (D) durante a embriogênese também são representadas. Ovos 
de diferentes dias durante a embriogênese (50 mg para cada dia do desenvolvimento 
embrionário coletado em três momentos diferentes) foram coletados e processados 
para extração de RNA e síntese de cDNA. As transcrições relativas foram 
determinadas por RT-qPCR. A transcrição relativa foi calculada de acordo com o 
método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referência (NIJHOF et al., 2009) e 
os dados foram analisados por ANOVA one-way, seguido pelo teste de Dunnett, onde 
todas as amostras foram comparadas com o primeiro dia da embriogênese. As barras 
apresentam média ± DP de três experimentos independentes (* = p <0,05; *** = p 
<0,0001 comparado com o primeiro dia após a oviposição). 

 

Com intuito de compreender melhor o papel da TOR no 

desenvolvimento deste carrapato, realizamos o silenciamento gênico da 

RmTOR em carrapatos parcialmente ingurgitados. Foi observada uma menor 
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transcrição relativa da RmTOR, aproximadamente 80%, em ovários de 

carrapatos tratados com dsRNA quando comparado ao grupo controle 

injetado com dsGFP (Figura 24).  
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Figura 24. Expressão relativa do alvo RmTOR em fêmeas do carrapato R. microplus 
parcialmente ingurgitadas. 

Fêmeas parcialmente ingurgitadas foram injetadas com 4 μg de dsTOR ou dsGFP 
como controle. Após 24 horas de tratamento, ovários foram dissecados e processados 
para extração de RNA e o silenciamento confirmado por RT-qPCR. A transcrição 
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como 
gene de referência (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando Teste t 
de Student não pareado. As barras apresentam a média ± DP de dois experimentos 
independentes (*** = p <0,0001). 

 

Após checar a eficiência do silenciamento por RT-qPCR, ovários de 48 

horas de tratamento com dsTOR foram dissecados para análises do 

desenvolvimento ovariano utilizando densidade de cores de imagens obtidas 

por microscopia (Figura 25). As fêmeas tratadas com dsTOR mostraram um 

desenvolvimento ligeiramente retardado em comparação aos controles 

(Figura 25). De acordo com o protocolo descrito por Seixas et al. (2008), as 

fêmeas injetadas com dsTOR tiveram ovários classificados como estágio 3 

de desenvolvimento (chamado de OGP ou Fase de Crescimento Ovariano 

pelo nome inglês Ovarian Growth Phase), mais imaturos que os ovários do 

grupo controle PBS, classificados no estágio 4. Além disso, os ovários do 

grupo dsTOR mostraram uma proporção reduzida de folículos maduros 

(Figura 25, área preta em gráficos de pizza). Além disso, ovos colocados por 

fêmeas tratadas com dsTOR, dsGFP ou PBS foram analisados no 5° dia 

após do início da oviposição. Os ovos mostraram uma aparência externa 
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atípica, menos brilhosos e ressecados (setas vermelhas na Figura 26) 

quando comparados com a morfologia típica (setas pretas na Figura 26) de 

ovos dos grupos controle (PBS e dsGFP) (Figura 26).  

 

 

Figura 25. Desenvolvimento ovariano de fêmeas tratadas com RNAi para RmTOR. 

Fêmeas parcialmente ingurgitadas foram injetadas com 4 μg de dsTOR e foram 
utilizados dois controles experimentais, injetados com dsGFP e PBS. Após 48 horas 
de tratamento os ovários foram coletados para avaliação óptica do desenvolvimento 
ovariano. Os ovários foram examinados em lupa EZ4 (Leica, Alemanha) e a proporção 
relativa de ovócitos maduros (vitelogênicos) a imaturos (pre-vitelogênicos) foi 
analisada por medidas de área. A proporção de área ocupada por ovócitos maduros 
(vitelogênicos) se destaca em preto nos gráficos de pizza. Barra de escala: 2 mm. 
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Figura 26. Observação morfológica de ovos de fêmeas tratadas com RNAi para 
RmTOR. 

Imagens representativas da oviposição demonstram o efeito da injeção de dsRNA 
(dsTOR, dsGFP ou controle de PBS) em carrapatos parcialmente ingurgitados. Os 
ovos foram examinados em lupa EZ4 (Leica, Alemanha) 5 dias após do início da 
oviposição. Os ovos normais são indicados por setas pretas e os ovos atípicos são 
indicados por setas vermelhas. Barra de escala: 1 mm. 

 

As análises do índice de eficiência nutricional (Figura 27A) 

demonstraram que os fenômenos observados não foram provocados pela 

alimentação artificial, pois todos os grupos se alimentaram homogeneamente. 

Além disso, o fenômeno da aparência morfológica atípica dos ovos após 

tratamento com dsTOR não demonstrou efeito sobre o peso total de ovos 

colocados pelas fêmeas em nenhum tratamento (Figura 27B e C). 

Em contraste, uma redução significativa no peso das larvas e na taxa 

de eclosão foi observada após o silenciamento do gene TOR em comparação 

com os grupos controle após 40 dias (Figura 28), confirmando um papel 

fundamental da TOR na embriogênese deste carrapato.  
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Figura 27. Índice de eficiência nutricional, peso dos ovos e índice de produção de ovos 
de fêmeas tratadas com RNAi. 

Parâmetros biológicos foram analisados após o tratamento com dsRNA (dsTOR, 
dsGFP ou PBS) relacionados à alimentação artificial e à oviposição em fêmeas 
parcialmente ingurgitadas. Em (A) índice de eficácia nutricional; em (B) peso dos ovos 
(mg/carrapato); em (C) índice de produção de ovos para cada tratamento. Os dados 
foram analisados utilizando o teste ANOVA one-way, seguido pelo pós-teste de 
Dunnett, onde todas as amostras foram comparadas com os controles. Se apresentam 
média ± DP de dois experimentos independentes.  

 

 

Figura 28. Efeitos do silenciamento com RNAi sobre a eclosão de larvas. 

Parâmetros biológicos foram analisados após o tratamento com dsRNA (dsTOR, 
dsGFP ou PBS) relacionados a eclosão. Em (A) peso das larvas (mg/carrapato); eem 
(B) taxa de eclosão (%). Os dados foram analisados utilizando o teste ANOVA one-way, 
seguido pelo pós-teste de Dunnett, onde todas as amostras foram comparadas com os 
controles. Os gráficos apresentam média ± DP de dois experimentos independentes. 
(** = p <0,005; *** = p <0,0001). 
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Na tentativa de aprofundar os estudos sobre o papel da TOR no 

desenvolvimento do carrapato, analisou-se a vitelogênese assumindo que 

este fenômeno pode ser regulado pela via de sinalização TOR/S6K, conforme 

descrito em outro modelo de carrapato (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b). 

Para isso, determinou-se o conteúdo de vitelina em ovos no estágio 

intermediário (com 9 dias após da oviposição) de fêmeas submetidas a 

silenciamento gênico (Figura 29), pois nesta fase o conteúdo de vitelina no 

ovo se faz evidente. Verificou-se uma redução significativa do conteúdo de 

vitelina nos ovos silenciados para RmTOR. SDS-PAGE, seguido por análises 

das três principais subunidades de vitelina com tamanhos entre 120, 105 e 70 

kDa e dot blot demonstraram um menor teor de vitelina no estágio 

intermediário da embriogênese em ovos colocados por fêmeas tratadas com 

dsTOR quando comparado com controles (Figura 29). Da mesma forma, 

também observamos um menor teor de proteína total nesses ovos. 

 

 

Figura 29. SDS-PAGE e dot blot anti-VT de amostras de ovos de 9 dias colocados por 
fêmeas tratadas com dsRNA. 

Ovos de fêmeas tratadas com injeção de dsRNA (dsGFP e dsTOR) ou PBS foram 
coletados no estágio intermediário (9 dias após a oviposição). As amostras foram 
utilizadas para determinação do teor de vitelina por SDS-PAGE e dot blot.  
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7. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, foi identificado que a via de sinalização insulina/TOR 

está envolvida no controle da formação de ovos do carrapato R. microplus e 

consequentemente interfere no desenvolvimento embrionário. Este fenômeno 

foi demonstrado através das seguintes estratégias: (i) Análises da 

conservação de alvos da via através de sequenciamentos para RmTOR, 

RmS6K e Rm4E-BP1, ainda não descritos para este organismo, (ii) análises 

dos efeitos da inibição química da RmTOR sobre a viabilidade de células 

embrionárias do carrapato bovino BME26 através de ensaios de viabilidade e 

marcação com fluoróforos, (iii) análises de possíveis regulações da via de 

sinalização insulina/TOR nas células embrionárias BME26 através da inibição 

química e do silenciamento gênico dos principais alvos reguladores, (iv) 

análises dos perfis transcricionais dos alvos deste estudo durante a 

embriogênese a través da análise de PCR em tempo real e (v) estudo dos 

efeitos do silenciamento gênico da TOR no desenvolvimento ovariano, 

depósito de vitelina, oviposição, desenvolvimento embrionário e taxa de 

eclosão. 

Este estudo foi desenvolvido a partir da descrição do envolvimento da 

cascata de insulina no controle do metabolismo do glicogênio e na viabilidade 

celular desenvolvido previamente em células embrionárias BME26 (Anexo 2). 

Neste trabalho foram caracterizados dois alvos, também estudados nesta 

tese, a RmAKT e a RmGSK-3β, fundamentais no controle do metabolismo do 

glicogênio durante a embriogênese do carrapato bovino (Figura 2). 

Previamente, verificou-se que a RmAKT e RmGSK-3β têm transcrição 

relativa diferenciada durante a embriogênese, destacando-se dois picos 

característicos: um no início da embriogênese e outro no final (DE ABREU et 

al., 2013, Anexo 2, Figura 9 e FABRES et al., 2009). Dentro deste contexto, 

os estudos desta tese iniciaram indagando-se que correlação existiria entre a 

via de sinalização por insulina e a via TOR. Para isso, foi demonstrado que 

sequências de nucleotídeos parciais ou completas que codificam para as 

proteínas TOR, S6K e 4E-BP1 são conservadas no carrapato R. microplus 

(Figuras 8 a 10, Tabelas 5 a 7). Classicamente, a proteína TOR é 
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estruturalmente definida pela presença de vários domínios conservados, 

como os domínios de repetição HEAT, os domínios alvo de adesão focal 

(FAT), domínio de ligação a rapamicina (FKBP12 ou FRB), um domínio 

quinase e o domínio terminal FATC (YANG et al., 2013; MAEGAWA et al., 

2015). No carrapato R. microplus, a sequência de aminoácidos deduzida do 

ORF para RmTOR foram identificados três domínios: o domínio FRB, o 

domínio catalítico e o domínio FATC, que demonstram ter um alto grau de 

identidade com sequências ortólogas (Figura 8 e Tabela 5). Os principais 

alvos desta proteína são a proteína ribossomal S6 (S6K) e a proteína de 

ligação do fator 4E iniciador da tradução em eucariotos (4E-BP1) (DOWLING 

et al., 2010; LAPLANTE; SABATINI, 2012; YOON, 2017), parcial ou 

completamente sequenciadas neste estudo (Figuras 9 e 10).  

A sequência de aminoácidos deduzida do ORF para S6K possui parte 

do domínio catalítico conservado para este alvo (Figura 9) (HANKS; QUINN, 

1991; HUNTER, 1991). De forma similar, a sequência de aminoácidos 

deduzida do ORF para 4E-BP1 possui três motifs conservados descritos na 

literatura: o RAIP, o TOS e o YXXXXLφ, que funcionam como importantes 

sítios regulatórios (destacados com caixas na Figura 10) (MADER et al., 

1995; LAWRENCE; ABRAHAM, 1997; GINGRAS et al., 1999; SCHALM; 

BLENIS, 2002; TEE; PROUD, 2002). O grau de identidade destas duas 

proteínas foi considerado como moderado, pois a porcentagem variou entre 

40 a 78% quando comparadas as sequências ortólogas (Tabela 6 e 7). No 

caso da 4E-BP1 vale a pena destacar que três isoformas desta proteína 

foram identificadas em vertebrados (PAUSE et al., 1994; ROUSSEAU et al., 

1996; POULIN et al., 1998), enquanto apenas uma isoforma tem sido 

identificada em artrópodes (GUTZEIT et al., 1994; BERNAL; KIMBRELL, 

2000; LASKO, 2000; CORMIER et al., 2001; MIRON et al., 2001; GU et al., 

2011; KUME et al., 2012). No presente estudo, apenas uma isoforma da 4E-

BP1 foi identificada para R. microplus. 

Após análises sobre a conservação de alvos da via ainda não 

descritos na literatura, estudos foram desenvolvidos para avaliar se a TOR 

pode ser estimulada, positiva ou negativamente, por insulina no carrapato R. 

microplus (Figura 11B). Para isso, células embrionárias BME26 foram 
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expostas à insulina exógena e a transcrição relativa de dois componentes da 

via, RmAKT e RmTOR, foram avaliadas. Foi observado uma maior 

transcrição relativa dos dois alvos quando as células foram incubadas com 

insulina na ausência de soro fetal bovino em comparação aos tratamentos 

controle (Figura 11). Estes resultados sugerem que existe uma sinalização 

por insulina que estimula a transcrição relativa da RmAKT e da RmTOR no 

carrapato bovino. Essa interação entre insulina/AKT/TOR foi demonstrada 

anteriormente para diversos organismos (HAY; SONENBERG, 2004; 

MARTIN; HALL, 2005; WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006; HASSAN 

et al., 2013; TAKAHARA; MAEDA, 2013; HATEM et al., 2015; YOON, 2017). 

Também pode-se observar que a abundância de mRNA codificando para 

RmAKT foi mais acentuada quando comparada com a transcrição relativa da 

RmTOR nas mesmas condições (Figura 11). Isto pode ser atribuído à 

regulação direta que a insulina tem sobre RmAKT, anteriormente descrita na 

literatura pelo nosso grupo (DE ABREU et al., 2009, 2013). Assim, já foi 

demonstrado que a linhagem de células embrionárias BME26 exibe um 

mecanismo responsivo à insulina exógena e que o eixo 

insulina/RmAKT/RmGSK3-β está envolvido no metabolismo do glicogênio e 

na viabilidade celular, conforme mencionado anteriormente (Figura 2) (DE 

ABREU et al., 2009, 2013). 

Estudos realizados por Riehle e Brown no mosquito Aedes aegypti 

revelaram que a insulina bovina estimula a síntese de ecdisteróides 

ovarianos e que este efeito foi transduzido através da via IR/PI3K/AKT 

(RIEHLE; BROWN apud KANG et al., 2008). Além dos efeitos da insulina 

exógena em diferentes tecidos, ILPs ou seus transcritos são detectáveis em 

numerosos tecidos de mosquitos, incluindo as cabeças e intestinos médios 

de A. aegypti e de A gambiae (RIEHLE et al; KRIEGER et al.; apud KANG et 

al., 2008). Em conjunto, essas observações sugeriram que a insulina ingerida 

com sangue poderia funcionar como um sinal para múltiplos tecidos do 

mosquito, para ter efeitos de longo alcance sobre a fisiologia destes 

artrópodes vetores (KANG et al., 2008). 

Tendo como base estes estudos, considerou-se reconhecer outras 

informações fisiológicas e de controle molecular importantes no 
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desenvolvimento embrionário do carrapato R. microplus para os novos alvos 

analisados. Neste sentido, foram feitos ensaios para avaliar os efeitos da 

inibição química da RmTOR sobre a viabilidade celular (Figuras 12 a 14). 

Células BME26 tratadas com concentrações de rapamicina superiores a 0,12 

µM apresentaram uma diminuição significativa na viabilidade celular quando 

foram feitas análises tanto com MTT como contagem celular (Figura 12 e 13). 

A concentração de 8 µM causou a redução de 49% da viabilidade celular; no 

entanto, nenhuma concentração atingiu ou superou o IC50 (Figura 12B). Isto 

provavelmente se deve a que se atingiu a eficácia máxima do inibidor neste 

tipo celular. 

Além disso, foi observado que as células BME26 tratadas com 

concentrações superiores a 0.2 µM demonstraram uma maior intensidade na 

coloração com iodeto de propídio comparado com as células controle (Figura 

14), o que sugere que o tratamento com rapamicina afeta a integridade das 

membranas das células tratadas. Resultados semelhantes foram descritos 

para linfócitos T e células endoteliais (BARILLI et al., 2008; WANG et al., 

2012). Provavelmente este efeito pode ser causado pelo mecanismo de ação 

da rapamicina sobre a proteína TOR.  

Vários efeitos tem sido demonstrado para este inibidor, tais como: 

promove uma parada na fase G1 do ciclo celular que bloqueia a transição de 

fase G1 para a fase S em fibroblastos e células B-CLL 

(HASHEMOLHOSSEINI et al., 1998; DECKER et al., 2003). Também pode 

causar a desregulação das duas proteínas efetoras da via, a S6K e a 4E-

BP1, causando impacto negativo no início da tradução cap-dependente 

(BERETTA et al., 1996), na migração celular (POON et al., 1996), e ativando 

a morte celular por apoptose ou necrose (SHI et al., 1995; BARILLI et al., 

2008). Em conjunto, estes resultados sugerem que mesmo que a proteína 

TOR esteja envolvida no processo de viabilidade celular na linhagem de 

células BME26 é provável que seu papel fundamental não esteja somente 

relacionado com este processo e sim por efeitos em cascata que afetam este 

e outros fenômenos, ainda não estudados neste modelo experimental.  

Posteriormente, com o objetivo de estudar a interconexão entre as vias 

de sinalização insulina/TOR no carrapato bovino, buscou-se estudar a 
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transcrição de alvos a jusante quando silenciados ou inibidos alvos a 

montante (Figuras 17 a 22). Os resultados mostraram uma transcrição 

relativa menor para S6K e 4E-BP1 quando as células BME26 foram tratadas 

com rapamicina quando comparadas com células controle, demonstrando um 

efeito inibitório e sugerindo uma função potencialmente conservada da via de 

TOR em carrapatos (Figura 22). Neste ponto, vale a pena destacar que o 

tratamento com rapamicina têm permitido a investigação dos papéis da via de 

sinalização TOR em diversos processos, por exemplo: regulação do 

hormônio juvenil e expressão de vitelogenina na barata Blatella germanica 

(MAESTRO; COBO; BELLÉS, 2009); depósito de proteínas importantes para 

a embriogênese em fêmeas de Aedes aegypti alimentadas com sangue 

(GULIA-NUSS et al., 2011; PÉREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 

2013); e regulação das proteínas S6K e 4E-BP1 em diferentes organismos 

artrópodes (STEWART et al., 1996; MONTAGNE et al., 1999; OLDHAM et 

al., 2000; UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b).  

Em contraste com o resultado anterior, não foi observada nenhuma 

diferença na transcrição relativa de alvos a jusante em células BME26 

quando foram tratadas com os inibidores químicos de AKT ou GSK-3β 

(Figuras 20 e 21), sugerindo que estas proteínas não estão envolvidas na 

regulação de S6K e 4E-BP1. Além disso, quando as células BME26 foram 

tratadas com RNAi para AKT, GSK-3β ou TOR, a transcrição de alvos a 

jusante também parecem não serem afetadas (Figuras 17 a 19), sugerindo 

que o efeito de silenciamento gênico não foi, aparentemente, suficiente para 

afetar a função protéica e que a regulação ocorre, principalmente, a nível 

pós-transcricional, como classicamente tem sido descrito (ALI; HOEFLICH; 

WOODGETT, 2001; RIEHLE; BROWN, 2003; HAY; SONENBERG, 2004; 

SARBASSOV et al., 2005; ALBERT; HALL, 2015).  

Os eventos iniciais da embriogênese caracterizam-se pela ausência de 

transcrição de mRNA zigóticos. Assim, dois processos acontecem durante a 

transição do controle do desenvolvimento de materno para o zigoto (processo 

chamado de Maternal-to-zygotic transition ou MZT) primeiro, um subconjunto 

de mRNAs maternos é degradado e  segundo, o genoma do zigoto é ativado 

(DE RENZIS et al., 2007; SEMOTOK et al., 2008; TADROS; LIPSHITZ, 
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2009).  Com o objetivo de investigar o papel da via de sinalização TOR na 

embriogênese do R. microplus, foi avaliado o perfil transcricional da RmTOR, 

RmS6K e Rm4E-BP1 durante o desenvolvimento embrionário deste 

organismo (Figura 23). Como comentado anteriormente, o perfil transcricional 

de RmTOR demonstra uma grande deposição de mRNA de origem materna 

no primeiro dia da embriogênese (Figura 23B), seguido por níveis menores 

de transcrição durante a fase intermediária. Quando analisadas as fases 

finais, em que o fechamento dorsal está acontecendo e o embrião está quase 

finalizando seu desenvolvimento, foi observado que os níveis de transcrição 

da TOR apresentam níveis maiores de transcrição equivalentes ao estágio 

inicial, o que sugere a transcrição zigótica deste alvo nesta fase. Um perfil 

similar foi observado para RmGSK-3β (LOGULLO et al., 2009). Neste ponto, 

vale a pena destacar que em mosquitos, a TOR serve como uma reguladora 

chave para completar a vitelogênese (HANSEN et al., 2004, 2005). Estes 

estudos demonstraram que a inibição química da TOR com rapamicina ou 

depleção de genes mediada por RNAi em mosquitos adultos resulta em uma 

significativa regulação negativa da transcrição de vitelogenina após estímulo 

com aminoácidos, que afeta tanto a constituição do corpo gorduroso como o 

desenvolvimento dos ovos (HANSEN et al., 2004, 2005).  

Com relação aos perfis transcricionais de RmS6K e Rm4E-BP1 na 

embriogênese do carrapato bovino (Figura 23 C e D) foram observados 

níveis de transcrição maiores no primeiro dia após a oviposição, seguido de 

níveis menores nos dias seguintes de desenvolvimento, o que sugere que o 

embrião depende dos transcritos de origem materna destes alvos para se 

desenvolver. Um perfil similar foi observado para RmAKT (DE ABREU et al., 

2013, Anexo 2, Figura 9). No carrapato H. longicornis, a TOR controla a 

vitelogênese via ativação da S6 quinase (S6K) no estágio pré-ovipositional 

(UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b) e a 4E-BP1 é altamente relevante para 

o armazenamento de lipídios durante os períodos de privação alimentar 

(KUME et al., 2012). Estas duas proteínas, a S6K e a 4E-BP1 também estão 

relacionadas ao desenvolvimento de embriões em outros modelos. Por 

exemplo, em Xenopus laevis, a atividade da S6K é maior imediatamente 

após a fertilização, presumivelmente por alterar a capacidade de tradução 
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para mRNAs que não possuem uma região 5'-TOP (SCHWAB et al., 1999). 

Além disso, em embriões de ouriço-do-mar, Sphaerechinus granularis, a 

dissociação de 4E-BP1 de seu alvo, o fator de iniciação eucariótica 4E 

(eIF4E), é funcionalmente importante para a primeira divisão mitótica 

(SALAÜN et al., 2004; SALAUN et al., 2005). No mosquito Aedes aegypti, a 

depleção do gene S6K mediada por RNAi demonstrou que a via TOR é 

necessária para o desenvolvimento de ovos de mosquitos (HANSEN et al., 

2005), enquanto a depleção da 4E-BP1 afeta a longevidade e é crítica na 

modulação de eventos translacionais que dependem de condições 

nutricionais, de desenvolvimento e estresse (ROY; RAIKHEL, 2012).  

Quando foram analisadas as funções da RmTOR in vivo usando 

silenciamento gênico em fêmeas parcialmente ingurgitadas, foi observado 

quatro fenômenos importantes: i) os ovários de fêmeas tratadas com dsTOR 

mostraram um desenvolvimento ligeiramente retardado em comparação com 

os grupos controle (Figura 25); ii) os ovos colocados por fêmeas tratadas com 

dsTOR mostraram uma aparência externa atípica quando observados em 

contraste com a morfologia típica de ovos dos grupos controle (Figura 26); iii) 

os ovos colocados por fêmeas tratadas com dsTOR apresentam uma 

redução significativa do conteúdo de vitelina assim como um menor teor de 

proteína total quando comparados aos ovos do grupo controle (Figura 29); e 

iv) o peso das larvas e a taxa de eclosão foi afetada pelo tratamento com 

dsTOR, pois uma redução significativa foi observada neste grupo em 

comparação com os grupos controle (Figura 28). Ao mesmo tempo, foi 

demonstrado que os efeitos observados não foram provocados pela 

alimentação artificial, pois todos os grupos se alimentaram homogeneamente 

(Figura 27A). Em conjunto estes resultados reforçam um papel fundamental 

da RmTOR na embriogênese do carrapato bovino R. microplus.  

Os dados apresentados até o momento corroboram os estudos 

desenvolvidos em outros artrópodes. Por exemplo, em D. melanogaster, 

quando usada a tecnologia de RNAs de hairpins curtos (do inglês short 

hairpin RNA ou shRNA), observou-se que os ovos de fêmeas tratados com 

shRNA-TOR eram menores que os ovos dos grupos controle (KUHN et al., 

2015), o que foi relacionado a efeitos negativos do silenciamento sobre o 
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catabolismo de vitelo nesta fase de desenvolvimento. No besouro da farinha, 

Tribolium castaneum, a utilização da técnica de   interferência do RNA para 

genes envolvidos nas vias de sinalização da insulina e da TOR demonstrou 

que ambas cascatas desempenham papéis-chave na síntese de vitelogenina 

e na maturação dos ovócitos (PARTHASARATHY; PALLI, 2011). No modelo 

Nilaparvata lugens, um hemíptero que se alimenta de plantas de arroz, foi 

demonstrado que a via de sinalização TOR induz a biossíntese de hormônio 

juvenil que, por sua vez, regula a síntese de vitelogenina mediada por 

aminoácidos (ZHAI et al., 2015; LU et al., 2016). No modelo Lepeophtheirus 

salmonis, uma espécie de piolho de salmão, o silenciamento gênico mediado 

por RNAi da TOR demonstrou efeitos na maturação do ovo (SANDLUND et 

al., 2018). Na presente tese os resultados obtidos suportam os dados 

observados no mosquito Aedes aegypti e no carrapato Haemaphysalis 

longicornis discutidos previamente (HANSEN et al., 2004, 2005; GULIA-

NUSS et al., 2011; UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b). 

O conjunto de dados deste trabalho demonstram que a RmTOR é 

importante para a reprodução do carrapato R. microplus e quando analisados 

com dados anteriores do grupo (DE ABREU et al., 2013) reforçam a hipótese 

que a via insulina/TOR/AKT representa um sistema regulatório decisivo na 

embriogênese de Rhipicephalus microplus. Vislumbra-se então que estes 

achados podem ser considerados como importantes alvos para o 

desenvolvimento de estratégias de controle de carrapatos no futuro. Além 

disso, acredita-se que estudos futuros devem ser capazes de entender os 

efeitos colaterais da inibição química em outros processos celulares deste 

carrapato na tentativa de buscar um aprofundamento deste trabalho. 
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CONCLUSÕES 

 

1. Os ORFs da RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 foram sequenciados. 

Quando analisados através de alinhamentos com sequências 

ortólogas, os alvos demostraram identidade de 98 a 58% no caso da 

RmTOR, 78% e 44% para RmS6K e 74% a 40% para Rm4E-BP1. 

 

2.  Foi demostrado que insulina exógena pode estimular a via de 

sinalização AKT/TOR, como relatado em outros organismos 

artrópodes. Assim mesmo, os alvos RmAKT e RmTOR demonstraram 

ser importantes na manutenção da viabilidade celular.  

 

3. Existe um efeito inibitório da rapamicina para alvos a jusante da via de 

sinalização TOR, sugerindo uma função potencialmente conservada 

desta via em carrapatos. No entanto, quando as células BME26 foram 

tratadas com RNAi para AKT, GSK-3β ou TOR, a transcrição de alvos 

a jusante não pareceu ser afetada sugerindo que o efeito de 

silenciamento gênico não foi aparentemente suficiente para afetar a 

função proteica e que a regulação ocorre principalmente no nível pós-

transcricional. 

 

4. O perfil transcricional de RmTOR demonstra uma grande deposição de 

mRNA de origem materna no primeiro dia da embriogênese, seguido 

por níveis menores de transcrição durante a fase intermediária. 

Quando analisadas as fases finais foi observado que os níveis de 

transcrição da RmTOR apresentam níveis maiores de transcrição 

equivalentes ao estágio inicial, o que sugere a transcrição zigótica 

deste alvo nesta fase. Com relação aos níveis transcricionais de 

RmS6K e Rm4E-BP1 na embriogênese do carrapato bovino foram 

observados níveis de transcrição maiores no primeiro dia após a 

oviposição, seguido de níveis menores nos dias seguintes de 

desenvolvimento, o que sugere que o embrião depende dos transcritos 

de origem materna destes alvos para se desenvolver.  
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5. O tratamento com dsTOR em fêmeas parcialmente ingurgitadas 

revelaram ovários com desenvolvimento ligeiramente retardado, os 

ovos ovipostos mostraram uma aparência externa atípica e redução 

significativa do conteúdo de vitelina assim como um menor teor de 

proteína total, e o peso das larvas e a taxa de eclosão foi afetada pelo 

tratamento.  
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ANEXOS 

 

ANEXO 1 

 

Sequências de nucleotídeos e aminoácidos da RmTOR, RmS6K e Rm4E-

BP1 depositadas no Genbank 

 

 RmTOR (Código MK598842) 

 

Sequência de nucleotídeos: 

GTACCAGCGTTCCTTGAATGTCAAAGATCTCACTCAAGCTTGGGACCTCT

ACTACCACGTGTTCCGTCGCATCTCCAAGCAACTGCCACAGCTCACCTC

CCTGGAGCTGCAGTACGTGTCACCAAAGCTCCTCATGTGCCGTGACTTT

GAGCTGGCCGTGCCCGGCAGCTACAATCCAAACCAGCCTGTCATCCGC

ATTGCTCGCATTGAGAGTTCACTCCAGGTCATCACCAGCAAACAGAGGC

CCAGGAAGTTGTGCATCAAGGGGAGCAATGGCAAAGACTACATGTTCTT

GTTGAAGGGGCATGAAGACTTGAGGCAAGATGAAAGAGTGATGCAGCTG

TTTGGCCTTGTCAATACACTGCTTGTGAATGACCCAGAAACATCACGTAG

GAATCTGACTATTCAGCGCTACTCAGTCATCCCGTTGTCCACAAACAGTG

GGCTCATTGGCTGGGTGCCTCACTGTGACACTCTGCATACGCTCATTCG

AGATTACAGGGACAAAAAGAAGATTTTGCTCAACATTGAACACCGAATTA

TGCTAAGGATGGCACCAGACTATGATCACCTGACTCTCATGCAAAAGGT

GGAGGTCTTTGAGCACGCTCTTGAACACACCAATGGGGATGACCTAGCC

AAGCTACTCTGGCTGAAGAGCCCCAGCTCAGAGGTGTGGTTTGATCGGC

GCACCAACTACACGAGGTCATTGGCTGTCATGTCCATGGTCGGCTACGT

ACTTGGACTTGGAGACAGGCATCCTTCCAACTTAATGTTGGACCGGTTG

AGTGGAAAGATTCTGCACATAGACTTTGGAGACTGCTTTGAAGTTGCCAT

GACACGTGAGAAGTTTCCAGAGAAAATTCCTTTTCGACTCACCAGGATGC

TCATCAATGCCATGGAGGTGACTGGCATTGAGGGCACATATCGAATGAC

CTGTGCAAAGGTGATGAAGGTCCTGCGTGGGAACAAGGACAGTCTTATG

GCTGTCCTTGAAGCCTTTGTCTATGACCCTCTGCTCAATTGGAGGTTGAT

GGATGCACAGCCCAAAGTGAAACATTCTAAAACAAGAGGTGGCTCTGCC

CCTTGCAGCCACGACCAAGGAGATATTCTGGAAGCAGTGGATATTGGTT



 

 
 

CCCAGCCCACCGCAAAGAAAGCAGTTGACGCCGTTTCTGGTATTGGTGA

TAGTGAAGGAGGCCAGCCAGAGGCTCTGAACAAAAAGGCTTTGGCCATA

ATTAACAGGGTGCGAGATAAGCTTACAGGGCGAGATTTCGCACCAGATG

AGACTTTGGATGTTCCTGAACAAGTGGAACTTTTGATAAAGCAGGCGACA

TCTCACGAAAATTTGTGCCAGTGCTATATTGGATGGTGCCCGTTTTGG 

 

Sequência de aminoácidos: 

YQRSLNVKDLTQAWDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLMCRDFELA

VPGSYNPNQPVIRIARIESSLQVITSKQRPRKLCIKGSNGKDYMFLLKGHEDL

RQDERVMQLFGLVNTLLVNDPETSRRNLTIQRYSVIPLSTNSGLIGWVPHCD

TLHTLIRDYRDKKKILLNIEHRIMLRMAPDYDHLTLMQKVEVFEHALEHTNGD

DLAKLLWLKSPSSEVWFDRRTNYTRSLAVMSMVGYVLGLGDRHPSNLMLD

RLSGKILHIDFGDCFEVAMTREKFPEKIPFRLTRMLINAMEVTGIEGTYRMTC

AKVMKVLRGNKDSLMAVLEAFVYDPLLNWRLMDAQPKVKHSKTRGGSAPC

SHDQGDILEAVDIGSQPTAKKAVDAVSGIGDSEGGQPEALNKKALAIINRVR

DKLTGRDFAPDETLDVPEQVELLIKQATSHENLCQCYIGWCPFW 

 

 RmS6K (Código MK598841) 

 

Sequência de nucleotídeos:  

AGGACCTCTGTCCTCATGACGTCCTTTTGGGAGAAGGGGGTCATGTGGT

CCTCACGTACTGCTGCTACTTCAATTGTGTTGATCGGTCACCCAGTCAGT

TTGCTCGGGAGAATCAGTATTGTGCTCCAGAAATCGACAACTTGGGTCC

TGTGACGCCAGCATGTGATTGGTGGAGTTTTGGAGCGCTGTTGTACGAG

CTGTTCGCTGAAGCTCCATTGATATTATGCCATCCCGGTGGTGTTACACC

AAGCACTCGCCTTTATATTCCCGCCCATGTTTCTGCCGAAGCTGCAGACT

TGTTGGAAAAGCTCTTGGAATACCATGCTCATCAGCGTCTTGGCCACGG

CCCCACGGGCACCGAAGACGTCAAGCGTCACCCCTTCTTTGCAGCGATA

GACTGGAAAAGAATGAGTCTCCCGAAGTGA 

 

Sequência de aminoácidos:  

DLCPHDVLLGEGGHVVLTYCCYFNCVDRSPSQFARENQYCAPEIDNLGPVT

PACDWWSFGALLYELFAEAPLILCHPGGVTPSTRLYIPAHVSAEAADLLEKLL



 

 
 

EYHAHQRLGHGPTGTEDVKRHPFFAAIDWKRMSLPK 

 

 Rm4E-BP1 (Código MK598840) 

             

Sequência de nucleotídeos:  

ATGTCTGCACACTCTCCCGAGCACAAAGTGACCACTAGCCGCAGCATAC

CGACTCGGCGGATTGTCATCAACGATGCGAGTCAGCTGCCTCAAGACTA

CAGCTCGACGCCCGGGGGCACCATATTCTCCACCACTCCGGGTGGCTC

ACGCATCGTCTATGACCGGAGCTTCCTTATGCAGATGCGCCACTCTCCA

TTGGCCCAAACGCCACCCAAAGACTTGCCTGTGATCCCTGGGGTGACCC

TTTCCAGCAGCCCAGATGTCTCCAAGGCCAGTGGATCTCCCATGAAGCC

CACAGAGAATGGTGCTTTGTCATCTCCAATCAAGGGTGCCAAGCCTGAA

GGATCGGGTGACGAACCACAGTTTGCAATGGACATCTAG 

 

Sequência de aminoácidos:  

MSAHSPEHKVTTSRSIPTRRIVINDASQLPQDYSSTPGGTIFSTTPGGSRIVY

DRSFLMQMRHSPLAQTPPKDLPVIPGVTLSSSPDVSKASGSPMKPTENGAL

SSPIKGAKPEGSGDEPQFAMDI 

       

  



 

 
 

ANEXO 2 

 

DE ABREU, L. A. et al. The conserved role of the AKT/GSK3 axis in cell 

survival and glycogen metabolism in Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

embryo tick cell line BME26. Biochimica et biophysica acta, v. 1830, n. 3, p. 

2574–82, mar. 2013. 

 



 

 
 

 
 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 


