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RESUMO

Neste trabalho se estudaram as correlacdes existentes entre a via de sinalizagao
pela insulina/TOR com o desenvolvimento embrionario do carrapato Rhipicephalus
microplus. Através de sequenciamentos foi demonstrada a conservacdo dos alvos
RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1, ainda ndo descritos na literatura. Posteriormente, foi
analisado que a insulina exdégena pode estimular a transcricdo de RmAKT e RmTOR
em células embrionarias BME26, o que ressalta o papel conservado da via de
sinalizacdo insulina/AKT/TOR neste carrapato. Além disso, foi demonstrado que o
tratamento com o inibidor quimico da TOR, a rapamicina, causa a diminuicdo da
viabilidade das células e a perda da integridade da membrana, resultados
semelhantes ao efeito da inibicdo quimica da AKT nesta mesma linhagem celular. O
tratamento com rapamicina promoveu a regulacdo negativa da transcricdo de
RmS6K e Rm4E-BP1, alvos a jusante da via de sinalizacdo TOR. Em contraste, 0
tratamento de células BME26 com inibidores quimicos de AKT ou GSK-3 ndo afetou
a transcricio de RmS6K e Rm4E-BP1, indicando que a TOR é especificamente
necessaria para ativar seus alvos. Com o objetivo de estudar o papel desta via na
reproducédo de carrapatos, estudos in vivo foram realizados. A analise da transcri¢céo
relativa durante diferentes estagios do desenvolvimento embrionario de carrapatos
mostrou diferentes niveis de transcricdo para RmTOR, similares a RmGSK-3f3, que
sugerem que os alvos sdo de origem materna e transcritos também pelo embrido em
desenvolvimento. Observou-se também uma possivel deposicdo materna de
transcritos para os alvos RmS6K e Rm4E-BP1, em um perfil similar a RmAKT
descrito anteriormente pelo grupo de pesquisa. A injecdo de RNA de interferéncia
para TOR em fémeas parcialmente alimentadas levou a um leve atraso no
desenvolvimento ovariano, morfologia externa do ovo atipica, diminuicdo do
conteudo de vitelina e proteina total nos ovos e a diminuicdo da eclosdo. Os
resultados demonstram que a via de sinalizacdo insulina/AKT/TOR é importante
para a reproducdo de carrapatos, e que os alvos funcionam como um sistema
regulador na embriogénese do R. microplus.

Palavras chave: Insulina, TOR, embriogénese, 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
RmMTOR, similar to RmGSK-3f3, 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. INTRODUCAO

Vérias estratégias tém sido criadas para o controle do carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, bem como das doengas transmitidas por ele ao
redor do mundo. No entanto, estas estratégias variam por causa da legislacéo local,
das condicbes ambientais, da geografia e do custo (TABOR et al.,, 2017). A
aplicacdo de acaricidas é o componente mais comum das estratégias de controle,
porém o uso destes pesticidas sintéticos impde numerosas limitacdes, que incluem a
pressdo seletiva para o desenvolvimento de carrapatos mais resistentes, a
contaminacdo ambiental e a presenca de residuos em produtos alimenticios, entre
outras problematicas (WILLADSEN, 2004; ABBAS et al., 2014; TABOR et al., 2017).
Por outro lado, as vacinas contra o carrapato tém sido uma alternativa muito
promissora em comparacgao ao uso de acaricidas. No entanto, s&o insuficientes para
conferir protecdo contra as varias espécies de carrapatos que existem em diferentes
regides geogréaficas (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 esforcos para
obter conhecimento da biologia deste importante artrépode vetor, com a proposta de
reduzir a densidade vetorial a partir do estudo de aspectos relacionados com o
metabolismo energético na fase de embriogénese. Desta forma, acredita-se que o
estudo das moléculas envolvidas nas vias metabdlicas, especificamente dos alvos
envolvidos no metabolismo de carboidratos, pode revelar redes regulatorias
fundamentais nesta fase de desenvolvimento e que sua inibicdo, 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 embriogénese 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 sinalizagdo pela insulina desempenha um papel importante
no controle metabdlico na embriogénese 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 embrionarias BME26
do carrapato R. microplus possui um mecanismo responsivo a insulina. Assim
mesmo neste trabalho e em De Abreu e colaboradores (2013) foram verificadas as
funcdes das proteinas fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), a proteina quinase B (PKB
ou AKT) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), que em conjunto integram o
metabolismo do glicogénio e a sobrevivéncia celular. Também estudos
desenvolvidos in vivo demonstraram que a GSK-3 participa dos processos de
viabilidade celular, oviposicdo e taxa de eclosdo do carrapato bovino (FABRES et
al., 2010; DE ABREU et al., 2013). No entanto, as fun¢des de outros alvos biol6gicos
e moleculares relacionados a esta via ainda permanecem desconhecidas. Por
exemplo, a via de sinalizagdo TOR (do nome em inglés Target of rapamycin) pode
ser regulada pela via de sinalizacdo 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 eucaridticas e desempenha um
papel fundamental na sintese de proteinas, transcricdo, crescimento celular,
proliferacdo, envelhecimento e autofagia, desde leveduras até mamiferos
(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 embriogénese do carrapato ainda € desconhecido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1A via de sinalizag&o por insulina

O principal papel da insulina em vertebrados é regular a homeostase de
glicose (HATTING et al., 2018). Nao obstante, a via de sinalizagéo por insulina tem
sido descrita por ser extremamente conservada em organismos tao distantes
filogeneticamente como Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster e
Caenorhabditis elegans (LEEVERS, 2001; PORTE; BASKIN; SCHWARTZ, 2005;
DAS; ARUR, 2017). A via de sinalizacdo por insulina participa na regulacdo de
diversos processos celulares como o crescimento e a proliferacdo, e em diferentes
processos fisioldgicos, como reproducdo e envelhecimento (EBBERINK; SMIT;
MINNEN, 1989; DICKSON, 2003; PAN; FINKEL, 2017).

No caso, a insulina € um horménio peptidico pertencente a superfamilia de
peptideos similares a insulina (com o nome inglés insulin-like peptides ou ILPs), que
compreende também as relaxinas e os fatores de crescimento similares a insulina
(com o nome inglés insulin-like growth factors ou IGFs) (WU; BROWN, 2006;
NASSEL; BROECK, 2016; ALTINDIS et al., 2018). Os ILPs, de modo geral, sdo
expressos a partir de moléculas precursoras, denominadas pré-propeptideos, que
por sucessivos processamentos proteoliticos perdem um peptidio sinal e um
fragmento conector (peptidio C), exceto pelos IGFs que apds das clivagens ainda
conservam este peptideo (RIEHLE et al., 2006). Os peptideos A e B (cada um com
20 a 30 aminoacidos) se unem por 3 ligacbes de dissulfeto, uma ligacéo
intramolecular na cadeia A e duas intermoleculares entre as cadeias A e B, que
configuram a forma bioativa da insulina e dos peptideos relacionados (WU; BROWN,
2006; MIYAZAKI et al., 2017). Estes peptideos podem ser armazenados ou
libertados de granulos de secrecéo na superficie celular em resposta a estimulos
celulares ou moleculares. Uma vez liberados, os peptideos podem se difundir para
células-alvo locais ou ser transportados para células distantes, onde atuam através
de diferentes receptores e vias de sinalizacao para regular uma grande variedade de
processos (WU; BROWN, 2006).

A sinalizacdo intracelular da insulina (Figura 1) é estimulada pela ligacéo

deste horménio a um receptor especifico de membrana, denominado receptor de
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insulina (ou IR pelo nome em inglés insulin receptor). O IR é uma proteina
heterotetramérica com atividade quinase composta por duas subunidades a e duas
subunidades B. A ligacdo da insulina ao receptor ocorre nas subunidades a, que
permitem que as subunidades B adquiram atividade quinase levando a alteracéo
conformacional e autofosforilacdo, promovendo um aumento da atividade quinase do
receptor (PATTI; KAHN, 1998). Uma vez ativado o receptor de insulina fosforila
varios substratos protéicos em tirosina, alguns deles pertencentes a familia dos
substratos do receptor de insulina, chamados proteinas IRS pela abreviacdo do
inglés Insulin Receptor Substrate (WHITE; YENUSH, 1998; CARVALHEIRA, J.B.,
ZECCHIN, H.G., SAAD et al., 2002). A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS
cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia
Src2 (SH2), resultando na ativacdo de vias de sinalizacao intracelular como a via da
PI3K, a cascata de sinalizacdo das proteinas-quinases ativadas por mitégenos
(nome proveniente do inglés Mitogen Activated Protein Kinases - MAPK) e a
ativacdo de TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a sintese
de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo
intermediario (CARVALHEIRA, J.B., ZECCHIN, H.G., SAAD et al., 2002).
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Figura 1. Representacdo esquemaética da via de sinaliza¢&o por insulina em mamiferos.
Modificada de Elmadhun et al. (2013).

Dentre as proteinas que se destacam da via de sinalizacdo, encontra-se a
PI3K, composta de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria
(p85), importante na regulacédo da mitogénese, diferenciacao celular e transporte de
glicose (FOLLI et al., 1992; SAAD et al., 1992, 1993; SHEPHERD; NAVE; SIDDLE,
1995). A proteina PI3K catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos na posicdo 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
proteinas alvo sdo a proteina quinase B (PKB, também conhecida como AKT) e as
isoformas atipicas da aPKC (C e A) (KOHN et al., 1996; BANDYOPADHYAY et al.,
1997; KITAMURA et al., 1998; KOTANI et al., 1998).

Por sua parte, a proteina quinase B € a principal molécula efetora da via de
sinalizacdo por insulina. Em humanos, tém sido descritas trés isoformas, ativadas
mediante a sinalizacdo por insulina, mas com papéis fisioldgicos ndo redundantes. A
AKT1 é necessaria no desenvolvimento e crescimento normais, e indispensavel na
manutencdo 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 necessaria na manutencao da glicemia,
mas possui um papel fundamental para o desenvolvimento pos-natal do cérebro de
camundongos (EASTON et al., 2005; TSCHOPP et al., 2005). Um substrato da AKT
€ a proteina glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) (CROSS et al.,, 1995). Esta
proteina é uma serina/treonina quinase que, a partir da fosforilagdo de residuos
especificos de sua estrutura, deixa de inibir a acdo da enzima glicogénio sintase
(GS) e outros substratos. Quando a GSK-3 esta ativa um numero de vias de
sinalizacdo intracelular centrais ativam-se também, por exemplo, em mamiferos a
GSK-3 esté envolvida nos processos de proliferacao celular, migragéo, inflamacéo e
resposta imunologica, regulacdo da glicose e apoptose (WOODGETT, 1994; ALI,
HOEFLICH; WOODGETT, 2001; FRAME; COHEN, 2001).

2.1.1 Avia de sinalizag&o pela insulina no carrapato R. microplus

Estudos anteriores realizados pelo grupo tém demonstrado que a via de
sinalizacdo pela insulina e seus componentes, PI3K, AKT e GSK-3[3, foram capazes
de desempenhar papéis importantes no controle metabdlico do carrapato R.
microplus (Figura 2). Em primeiro lugar, foi demonstrado que a linhagem de células
embrionarias BME26 de R. microplus tem um mecanismo responsivo a insulina
exdégena e que o eixo PI3K/AKT/GSK-3 esta diretamente relacionado ao
metabolismo de glicogénio (DE ABREU et al., 2009, 2013). Além disso, Abreu e
colaboradores (2013) demonstraram que os alvos AKT e GSK-3B também estdo

envolvidos na sobrevivéncia celular (DE ABREU et al., 2013).
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no carrapato R. microplus.

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

Quando estudadas as funcdes da GSK-3B na embriogénese do carrapato, foi
observado que tanto a inibicio como o silenciamento deste alvo diminui
significativamente a oviposicao e a ecloséao de larvas (FABRES et al., 2010). Desta
forma, as evidencias sugerem que a via de sinalizacdo pela insulina e os
componentes reconhecidos até agora cumprem fun¢des fundamentais na fisiologia e

desenvolvimento do carrapato R. microplus.

2.2A via de sinalizacao insulina/TOR

A via de sinalizacdo TOR, chamada assim pelas abreviaturas em inglés
Target of Rapamycin e em portugués Alvo da Rapamicina, é regulada pela via de
sinalizacdo pela insulina em varias 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 eucaridticas, desempenhando um papel fundamental na
sintese de proteinas, transcricdo, crescimento celular, proliferacdo, metabolismo,
envelhecimento e autofagia, de leveduras a mamiferos (WULLSCHLEGER,;
LOEWITH; HALL, 2006; GUERTIN; SABATINI, 2007; JUNG et al., 2010; KATEWA,
KAPAHI, 2011; KIM; GUAN, 2011; BEAUCHAMP; PLATANIAS, 2013; DOBRENEL
et al., 2016).

Insulina/ILPs
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/ ‘6\6\‘@ + Sintese de
« @ Q@Q" protein?s_
* Transcricao
* Crescimento e
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* Autofagia
Figura 3. Modelo esquemaético da via de sinalizagdo da insulina/TOR.
Adaptada de Cell Signaling (2019).

A principal proteina desta via, a TOR, é uma serina/treonina quinase que
compde a subunidade catalitica de dois complexos descritos em mamiferos
denominados mMTORC1 e mTORC2 (HAY; SONENBERG, 2004). Um dominio
associado ao complexo regulatorio de mTOR conhecido como Raptor (pelas
abreviaturas em inglés Regulatory-associated protein of mTOR), e um dominio
insensivel a rapamicina chamado Rictor (pelas abreviaturas em inglés Rapamycin-
insensitive companion of mTOR) definem a mMTORC1 e mTORC2, respectivamente.
Esses dominios funcionam como suportes para a montagem dos complexos e para

ligar os substratos e os reguladores, configurando funcdes 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 proteinas AKT, SGK1 (abreviacio do nome em inglés Serum
glucocorticoid-induced protein kinase 1) e as proteinas quinases C a (PKC-a), que
controlam, principalmente, a sobrevivéncia celular e a organiza¢ao do citoesqueleto,
além de outras fung¢des. Por outro lado, mTORC1 estimula o crescimento e a
proliferacéo celulares, aumentando a iniciagdo da traducéo cap-dependente através
de seus dois maiores alvos: as proteinas de ligacdo do fator 4E iniciador da traducao
em eucariotos (4E-BP1) e as quinases da proteina ribossomal S6 (S6K) (Figura 3)
(DOWLING et al., 2010; LAPLANTE; SABATINI, 2012; YOON, 2017).

Avancos no reconhecimento das funcfes da via tem sido desenvolvidos
através do mecanismo de acdo da rapamicina, um inibidor especifico da TOR,
isolado do fungo Streptomyces hygroscopicus, que apresenta diversas aplicacbes
clinicas como droga anti-fingica, imunossupressora e anticancer (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 0 seu receptor
intracelular, FKBP12, para a inibicdo do seu alvo (Figura 3) (SABERS et al., 1995). A
rapamicina pode inibir seletivamente mTORC1, que é muitas vezes referido como o
complexo sensivel ao inibidor (SABERS et al., 1995; THOMSON; TURNQUIST;
RAIMONDI, 2009). Por outro lado, mTORC2 é considerada uma proteina insensivel
a rapamicina, embora em tratamentos prolongados com o farmaco a proteina
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 estimulacédo pela insulina leva a ativacdo da via
PISK/AKT e a fosforilagdo 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 proteinas agem juntas em um
complexo molecular citosélico e quando inibidas causam o aumento de moléculas de
guanosina trifosfato (GTP). O aumento de GTP acarreta um aumento na atividade
da proteina GTPase RHEB (nome abreviado do inglés Ras homolog enriched in
brain). Quando ativa, a RHEB se liga diretamente a proteina mTORC1, o que
aumenta sua atividade quinase. Assim mesmo, a proteina RHEB atua como um

suporte e media a ligagdo 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 Aviade sinalizacao insulina/TOR em artropodes

Em artropodes, a via de sinalizagédo insulina/TOR é descrita em organismos
como Drosophila melanogaster, Tribolium castaneum, Bombyx mori, Aedes aegypti e
Haemaphysalis longicornis. Estes dois ultimos organismos considerados como
artrépodes vetores de doencas de importancia médica e veterinaria.

A mosca da fruta D. melanogaster foi o primeiro organismo em que 0S
componentes e os efeitos dependentes da via de sinalizagéo por insulina/TOR foram
descobertos. Estas vias sinalizadoras constituem os principais sistemas de detecc¢ao
de nutrientes que associam o0 crescimento as condi¢cdes 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
gue se ligam ao seu receptor especifico de membrana (TOIVONEN; PARTRIDGE,
2009; KANNAN; FRIDELL, 2013; GRAZE et al., 2018). Este estimulo ativa a via de
sinalizacdo que cumprem importantes fungbes conservadas relacionadas ao
metabolismo, regulacdo hormonal, reproducdo, 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 fun¢des da via tém sido relatadas como, por
exemplo, seu papel na diferenciagdo neuronal (LEOPOLD, 2004) e na montagem
eficiente de filamentos de actomiosina, uma importante caracteristica para o estudo
da cicatrizacdo 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 vitelogénese e ovogénese deste
organismo (PARTHASARATHY; PALLI, 2011). Estudos de genomica funcional
utiizando RNA de interferéncia (RNAIi) para genes envolvidos nas vias de
sinalizacdo pela insulina/TOR mostraram que a cascata desempenha papéis
fundamentais na sintese de vitelogenina, que afeta diretamente a maturacdo do
ovdcito. Ja no bicho-da-seda, o B. mori, foi demonstrado que o estimulo por insulina

ativa a via de sinalizacdo PI3K/AKT/TOR promovendo a sintese de DNA em células
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endomitéticas da glandula da seda (KENNEDY et al., 2016). Assim mesmo, tém sido
avaliadas as funcbes das proteinas S6K e 4E-BP1 com relacdo a atividade do
horménio protoracicotrépico (HPTT) (GU et al., 2012). Os resultados deste estudo
demonstraram que a fosforilagdo da S6K e da 4E-BP1 é estimulada pela acdo do
hormonio, sugerindo que tanto a insulina como o HPTT estimulam o eixo
PI3K/TOR/S6K/4E-BP1 neste organismo.

No caso dos organismos vetores de doencas, estudos tém sido desenvolvidos
no mosquito A. aegypti, transmissor da febre amarela, dengue, zyka e chikungunya
(GULIA-NUSS et al., 2011; ROY; RAIKHEL, 2012; PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ;
NORIEGA, 2013; SMYKAL; RAIKHEL, 2015) e no carrapato H. longicornis, vetor da
doenca de Lyme e da meningite cerebrospinal (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012a,
2012b).

Em mosquitos, sabe-se que a via de sinalizacéo insulina/TOR é conservada e
gue regula processos que envolvem metabolismo, acdo hormonal e reproducéo. Em
fémeas estes alvos servem como pontos de controle regulatérios que garantem a
suficiéncia de nutrientes para o desenvolvimento dos ovos (SMYKAL; RAIKHEL,
2015). Outros estudos reportam a relagéo entre insulina/TOR e a agdo hormonal no
mosquito, pois a cascata de sinalizacdo desempenha um importante papel na
transducdo da informacao nutricional que regula a sintese de hormonio juvenil
(PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA, 2013). Também Roy e Raikhel (2012)
demonstraram que o repressor translacional 4E-BP1 é critico na modulacdo de
eventos translacionais que sdo dependentes das condigbes nutricionais, de
desenvolvimento e de estresse no mosquito A. aegypti.

Os estudos referentes ao carrapato H. longicornis indicam que tanto a
proteina AKT como a proteina TOR sdo essenciais para 0 metabolismo e a
reproducdo. Sendo assim, a ativacdo da AKT é fundamental para completar o
processo de alimentacdo sanguinea, necessario para 0 crescimento de 6rgaos
internos em carrapatos adultos (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012a) e que a
proteina TOR controla a vitelogénese via ativacdo de S6K no corpo gorduroso
(UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b).

Atualmente, para o carrapato Rhipicephalus microplus ndo existem estudos
gue tenham identificado componentes da via de sinalizacdo TOR, o que acredita-se

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

O carrapato R. microplus é um artrépode hematdfago obrigatorio de
vertebrados que representa uma séria ameaca para os produtores de gado leiteiro e
bovino. Seu impacto negativo deve-se aos efeitos diretos da alimentagcdo que
causam a perda de peso e danos ao couro, e de efeitos indiretos como a
transmissdo de patégenos (TABOR et al., 2017). As doencas resultantes podem
causar grandes perdas de producdo na pecuaria, o que reduz os rendimentos
agricolas, aumenta os custos para os consumidores e ameaga 0 COmeércio entre
regides e/ou mercados mundiais (TABOR et al., 2017). Estima-se que
aproximadamente 80% da populacdo de bovinos do mundo esta em risco pela
infestacdo deste carrapato e pelas doencas transmitidas por ele e calcula-se que as
perdas econdbmicas por causa da prevencédo e do tratamento atingem um valor
aproximado de 22 a 30 bilhées de ddlares por ano (LEW-TABOR; RODRIGUEZ
VALLE, 2016; TABOR et al., 2017).

2.3.1 Classificacdo taxon6mica, distribuicdo geogréafica e métodos de

controle

Os carrapatos sao organismos classificados taxonomicamente no filo
Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe Arachnida, ordem Acarina, e encontram-se
distribuidos nas familias Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae (KEIRANS, 1992;
HORAK, I. G., CAMICAS, J., KEIRANS, 2002). No caso, o carrapato bovino
Rhipicephalus microplus pertence a familia dos Ixodideos, caracterizada por
apresentar uma carapaca ou escudo protetor endurecido. Murrell e Barker (2003),
utilizando estudos de filogenética molecular, descreveram uma reclassificacdo desta
espécie e, dessa forma, fazem parte do género Rhipicephalus, subgénero Boophilus.

A espécie Rhipicephalus microplus € considerada como um complexo, no
qual séo reconhecidas diferencas geograficas entre 3 tipos de carrapatos (A, B e C)
distribuidos 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) concluiram que o complexo R. microplus

consiste de pelo menos cinco taxons: R. australis, R. annulatus, R. microplus clado
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A, clado B e clado C, respectivamente. Cada taxa transmite o0s patdégenos
responsaveis 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 distribuicdo geogréafica, sabe-se que este carrapato co-evoluiu
originalmente com bovinos asiaticos, especificamente de racas zebuinas. No
entanto, durante os séculos XVIII e XIX devido a migracdo global das racas
europeias Bos taurus para producado leiteira, este carrapato espalhou-se por
diversas regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (TABOR et al., 2017).
Encontra-se distribuido por todo o Brasil, considerando que sua maior ou menor
incidéncia variam de acordo com as condi¢cdes climaticas e os tipos raciais de
bovinos explorados (GONZALES, 2003).

Entre os métodos atuais de controle para este carrapato e para as doencas
transmitidas por ele encontra-se o uso de acaricidas e vacinas. O uso de acaricidas
quimicos ainda € a estratégia mais utilizada. No entanto, seu uso intensificado tem
levado ao desenvolvimento de resisténcia de varias espécies de carrapatos,
principalmente, em paises tropicais e subtropicais (BANUMATHI et al., 2017,
RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Além disso, tem ocasionado
contaminacdo ambiental, contaminacdo pela presenca de residuos 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 situacfes tém
promovido o desenvolvimento de outras abordagens quimicas e ndo quimicas para o
controle do carrapato bovino.

Assim, consideraveis recursos e esfor¢cos de pesquisadores foram investidos,
nas ultimas décadas, com a intencéo de desenvolver uma vacina eficaz contra este
carrapato que fosse de amplo espectro, levando em consideracdo os complexos
mecanismos envolvidos na resposta imunoldgica. Vacinas como a TickGard e a
Gavac tém sido disponibilizadas ha mais de 20 anos e comercializadas no mundo
inteiro, registrando alta eficacia contra os carrapatos Rhipicephalus annulatus, niveis
de eficacia que variam entre carrapatos R. microplus que vivem em diversos locais e
posicdes geograficas, e efichcia nula para carrapatos Amblyomma spp
(RODRIGUEZ 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 proteina Bm86, uma proteina de
membrana do intestino do carrapato bovino. A versdo recombinante da molécula foi
desenvolvida como antigeno comercial para as vacinas TickGard e Gavac
(WILLADSEN et al., 1995; ALMAZAN et al., 2018).

Embora as vacinas sejam uma alternativa muito promissora em comparagao
ao uso de acaricidas, ainda sao insuficientes para conferir protecdo contra todas as
espécies de carrapatos que infestam os bovinos e, especificamente, contra todos os
tipos de carrapatos R. microplus que existem em diversas regides geograficas (DE
LA FUENTE; CONTRERAS, 2015; DE LA FUENTE et al., 2016; RODRIGUEZ-
MALLON, 2016; SCHETTERS et al., 2016; TABOR et al., 2017). Esta condi¢cdo tem
estimulado a pesquisa de outros antigenos protetores contra o carrapato bovino e de
outras alternativas de controle (PARIZI et al., 2012; RODRIGUEZ-MALLON, 2016;
BANUMATHI et al., 2017).

Acredita-se que uma melhor compreensao da biologia deste carrapato pode
contribuir na busca de novos alvos moleculares para o desenvolvimento de novas

estratégias de controle para este importante artropode vetor.

2.3.2 O ciclo de vida

O carrapato R. microplus é um parasita monoxénico, isto €, para se alimentar
depende de apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida e esse hospedeiro €,
preferencialmente, o boi (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). No entanto,
outras espécies podem comportar-se como hospedeiras, entre as quais se
encontram bufalos, jumentos, ovinos, caprinos, caes, gatos, porcos, veados, oncas,
preguicas, 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 trés meses (dependendo
principalmente das condi¢gfes climéticas existentes), e uma fase de vida parasitaria
gue acontece sobre um unico hospedeiro, em um periodo médio de 21 dias (Figura
4) (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974; NICARETTA, 2018).
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FASE DE VIDA PARASITARIA
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LARVA INFESTANTE ¢—— OVOS/ECLOSAO ¢ POSTURA
FASE DE VIDA LIVRE

Figura 4. O ciclo de vida do carrapato R. microplus.

Modificada de Gonzales, Silva e Franco (1974).

A fase de vida livre compreende os estagios de fémea adulta, chamada de
fémea teledgina por encontrar-se totalmente alimentada, ovo e larva infestante.
Neste periodo o carrapato ndo se alimenta e sobrevive exclusivamente das suas
reservas energéticas (FARIAS, 1995). A fémea adulta desprende-se do bovino com
0 objetivo de procurar um local no solo para efetuar a postura dos ovos. Em
condicbes adequadas de temperatura (entre 26 a 28°C) e umidade
(aproximadamente de 80%) a postura se inicia no terceiro dia apo6s a queda, e
acontece por um periodo de 15 dias (NICARETTA, 2018).

Apos a oviposicdo a fémea morre, sendo que o peso total dos ovos pode
equivaler a 52% do peso vivo da teledgina. Cada fémea pode colocar de 2000 a
3000 ovos. No entanto, deste total somente 2% desta populacdo de carrapato
alcancam a fase adulta devido ao controle ambiental de predadores e patégenos
como fungos, bactérias, aves e insetos. Além disso, alguns individuos morrem por
nao encontrarem o hospedeiro ou por ndo serem capazes de estabelecer a relagao
de parasitismo, devido a remogdo mecanica ou resposta imunoldgica eficiente do
hospedeiro (NICARETTA, 2018).

Os ovos comecam a eclodir 21 dias apds a postura. Eles se desenvolvem na
auséncia de nutrientes exdégenos e sdo 0s nutrientes maternos, principalmente,

granulos de vitelo, que mantém toda esta fase (CAMPOS et al., 2008). As larvas
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emergentes podem sobreviver varias semanas antes de encontrar um hospedeiro,
usando o vitelo restante como Unica fonte de energia (CAMPOS et al., 2008). As
larvas passam por um periodo de maturacdo de, aproximadamente, uma semana
para estarem aptas a fixarem-se no hospedeiro e continuarem seu desenvolvimento
(GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). A larva esta pronta para subir nas
pastagens por geotropismo negativo, localizando o hospedeiro pelo odor, vibracoes,
sombreamento, estimulo visual e gradiente de concentracdo de CO2 (SONENSHINE,
1991).

Na fase parasitaria, o carrapato apresenta trés estagios morfologicos
distintos: larva, ninfa e adulto. A larva alimenta-se e inicia 0 processo de
desenvolvimento e crescimento tegumentario (GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO,
1974). A larva infectante, ao entrar em contato com o bovino, fixa-se em regifes do
corpo do hospedeiro que favorecem seu desenvolvimento, tais como Ubere, mamas,
regibes perineal, perianal, vulvar e entrepernas. Essas regides preferenciais de
fixacdo sdo determinadas em funcdo da espessura, vascularizacdo e temperatura da
pele (aproximadamente 31° a 38°C), bem como pela dificuldade de acesso as
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 individuo adulto, sexualmente diferenciado (GONZALES,
J., SILVA, N., FRANCO, 1974). Em torno do décimo sétimo dia os machos ja estdo
aptos a cépula podendo fecundar as fémeas (LONDT, J., ARTHUR, 1975). Apés a
fecundacdo ocorre um rapido ingurgitamento das fémeas, em um periodo médio de
trés dias, onde passam de ser partendginas (fémeas parcialmente ingurgitadas) a

teledginas (fémeas com ingurgitamento maximo) (Figura 5).
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Figura 5. Fémeas teledginas da espécie R. microplus.

Fonte: Entomological Society Of America (2019).

Aos 22 dias, a maioria das fémeas cai no solo e os machos podem
permanecer no bovino por mais de 38 dias fecundando inumeras fémeas
(GONZALES, J., SILVA, N., FRANCO, 1974). No final do processo parasitario, as
fémeas apresentam um tamanho cerca de 10 vezes superior ao dos machos, e
podem aumentar 0 seu peso em até 200 vezes. Desta forma tornam-se prontas para
a oviposicédo (KEMP, D., STONE, B., 1982).

Sobre a dinamica populacional (Figura 6), sabe-se que 5% dos carrapatos R.
microplus encontram-se na fase parasitaria, ou seja, nos bovinos no estado de
larvas, ninfas e adultos. No entanto, 95% dos carrapatos encontram-se em vida livre

na forma de fémeas ingurgitadas, ovos e larvas infestantes.

Larvas, ninfas e
I adultos em
parasitismo

’ (2

- 95%

Fémeas ingurgitadas em
pré-postura e postura,
ovos em incubagdo e

larvas esperando um
hospedeiro

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

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

uma estratégia importante para o controle deste organismo.

2.3.3 Aspectos morfoldégicos e metabdlicos da embriogénese do

carrapato R. microplus

Estudar a embriogénese de artrépodes vetores € um dos aspectos fisioldgicos
mais importantes para conseguir controlar a sua populacdo, devido a ser uma fase
em que 0s ovos ndo conseguem se dispersar (FONSECA, R; GOMES, H; ARAUJO,
2012). No caso do carrapato R. microplus, diversos estudos tém ajudado a
compreender 0 processo da embriogénese ao nivel morfolégico e metabdlico
(CAMPOS et al., 2006; MORAES et al., 2007; SANTOS et al., 2013). Desta forma,
Santos e colaboradores (2013) classificaram em estagios o desenvolvimento
embrionério deste organismo, enquanto Campos e colaboradores (2006) e Moraes e
colaboradores (2007) descreveram perfis metabdlicos durante este mesmo
processo.

Assim, em um primeiro momento, durante o periodo em que acontece o
desenvolvimento dos ovOcitos nos ovarios, 0s nutrientes maternos, tais como,
carboidratos, lipidios e proteinas, principalmente na forma de granulos de vitelo, e
RNAs sdo empacotados dentro dos ovocitos para satisfazer as futuras necessidades
regulatérias e metabodlicas do embrido (CHERRY, 1973; CHIPPENDALE, 1978;
CAMPOS et al.,, 2006). Apos esta fase, quando a fémea teledgina cai ao solo,
comeca a fase da oviposicdo e embriogénese que, em condicdes ambientais
controladas, acontece em aproximadamente 21 dias (GONZALES, J., SILVA, N.,
FRANCO, 1974; NICARETTA, 2018).

O Quadro 1 resume as fases do desenvolvimento embrionario do R. microplus
em trés momentos principais: uma fase inicial, uma fase intermediaria e uma fase
final, caracterizadas pelos eventos morfolégicos e metabdlicos que acontecem em

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

Fase inicial

Fase intermediaria

Fase final

Tempo de desenvolvimento

1° ao 3° dia apds da

6° e 7° dia apds da

15° ao 18° dia apds da

oviposicéo oviposi¢édo oviposicéo
Estagio do desenvolvimento
correspondente 1° e 2° estagio 8° estagio 13° estagio
(Santos et al., 2013)
+ Comegam as primeiras [+ Inicio da extensdo da|+ Fechamento dorsal

Eventos morfolégicos

clivagens e as primeiras
divisdes celulares.

banda germinal.

quase completo.

importantes Se da inicio a migragéo |« Geragdo de segmentos |+ O prosoma esta
celular para a periferia abdominais. localizado em sua

do ovo. posicéo final.
* Diminuicdo acentuada |+ Aumento abrupto no|+ A degradagéo de

Acontecimentos metabdlicos
relevantes

no contetido de lipideos
totais.

Consumo de contetdos | *

de glicose e glicogénio.

consumo de oxigénio e
redugéo no peso seco.
Redugdo do conteudo
de carboidratos.

+ Comego de processos

gliconeogénicos.

proteinas sugere que em
fases prévias acontece a
intensificagéo da
gliconeogénese para o
refornecimento de glicose
e glicogénio.

* Aumento do RNA total.

Representagio grafica

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

A fase inicial, correspondente aos primeiros trés dias da embriogénese, é
caracterizada pelo aumento do nimero de células e migragcdo de um grupo delas
para a periferia do ovo (SANTOS et al., 2013). Entre a fase inicial e a fase
intermediaria, importantes mudancas metabodlicas acontecem, entre elas a
diminuicdo acentuada no conteudo de lipideos totais (CAMPOS et al., 2006) e
consumo de conteudos de glicose e glicogénio (MORAES et al., 2007). Essas
reservas de glicogénio sao, preferencialmente, mobilizadas para apoiar 0 processo
de consumo intensivo de energia, pois durante o quinto e sexto dia da embriogénese
ocorre a formacgéo de nucleos, onde € necessario o fornecimento da ribose-5-fosfato
para sintese de nucleotideos, e a disponibilidade da coenzima fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidase (NADPH) para a biossintese de
fosfolipidios necessarios para a celularizacdo (MORAES et al., 2007).

Na fase intermediaria, entre 0 6° e o 7° dia ap0s a oviposicéo, observa-se 0
inicio da extensdo da banda germinal, a geracdo de segmentos abdominais e a
formacao precoce dos quatro pares de patas (SANTOS et al., 2013). Nesta fase foi
observado um aumento abrupto no consumo de oxigénio e reducdo no peso seco,

que sugerem que o processo de respiracdo é ativado (CAMPOS et al., 2006). Assim
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mesmo, foi observada uma grande redugcdo no conteudo de carboidratos, que
sugerem que processos gliconeogénicos sao necessarios para manter o equilibrio
energético nesta fase e na fase final do desenvolvimento embrionario do carrapato
(MORAES et al., 2007; LOGULLO et al., 2009; MARTINS et al., 2018). Por outro
lado, o aumento de RNA total foi observado ap6s a celulariza¢do, corroborando a
substituicdo de processos materno-dirigidos por expressdo zigética no embrido
(CAMPOS et al., 2006; MARTINS et al., 2018).

Durante a fase final, correspondente aos 15 e 18 dias apés da oviposicao,
observa-se o fechamento dorsal do embrido com o posicionamento de queliceras na
cabeca (SANTOS et al., 2013). Adicionalmente, a degradacdo de proteinas sugere
que em fases prévias acontece a intensificacdo da gliconeogénese para o
refornecimento de glicose e glicogénio, moléculas necessarias para suprir esta fase
do desenvolvimento (MORAES et al., 2007).

Diante deste panorama, pode-se dizer que a embriogénese do carrapato R.
microplus acontece através de uma regulacédo dindmica entre eventos morfolégicos
programados e 0 metabolismo energético. No entanto, a compreensdo da
participacdo de outros componentes e vias metabdlicas neste processo ainda néo
estdo completamente compreendidos.

2.3.4 A linhagem de células embrionarias BME26

O cultivo de células de carrapatos alcancou o estabelecimento da sua
primeira linhagem ha mais de trés décadas (VARMA; PUDNEY; LEAKE, 1975) e nos
altimos 30 anos aproximadamente 50 linhagens tem sido estabelecidas a partir de
13 espécies de carrapatos Ixodideos, além de outras linhagens estabelecidas para
carrapatos Argasideos (MATTILA et al., 2007).

No caso, a linhagem de células BME26 foi derivada de embrides de diferentes
dias de desenvolvimento de uma Unica fémea 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 sequéncia € 100% idéntica
a sequéncia 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 embrionarios, a origem tecidual e o nivel de diferenciacao
ainda s&o desconhecidos.

Como caracteristicas gerais, pode-se destacar que esta linhagem se adere ao
substrato e é morfologicamente heterogénea. Cresce formando monocamadas e
apresenta na sua cultura inicial (cultura pouco confluente) algumas células com
aparéncia fusiforme (formas alongadas) (Figura 7A, células apontadas com setas
brancas) e outras células com aparéncia mais arredondada (Figura 7A, células
apontadas com setas vermelhas). A medida que aumenta a confluéncia, as células
vao 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
proporcdes variaveis tanto em diferentes momentos dentro de uma Unica cultura

como em diferentes niveis de passagens.

Figura 7. Caracterizagdo das células embrionarias BME26.
Fonte: Adaptada de Esteves, et. al (2008).

Nas células BME26 pode ser observada a presenca de grandes nucleos
celulares que ocupam mais da metade do citoplasma (Figura 7A, nucleos marcados
em azul pelo fluoroforo 4',6'-diamino-2-fenil-indol - DAPI), a presenc¢a de uma grande
quantidade de mitocondrias (Figura 7B, mitocondrias marcadas em verde pelo
fluoréforo rodamina-123) e grande quantidade de vesiculas que ficam dispersas e
que apresentam diferentes graus de acidificacdo (Figura 7C, vesiculas marcadas em
diferentes cores pelo fluoréforo laranja de acridina) (ESTEVES et al., 2008).

Entre outras informacdes, cabe destacar que as células embrionarias BME26
possuem um crescimento relativamente lento, com um tempo de duplicacéo de 5 a

10 dias, fator que pode ser altamente influenciado pela temperatura de incubacéo,
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suplementacdo do meio e historico de passagens (MUNDERLOH; KURTTI, 1989).
Este fenbmeno 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 10° ou 107 células/mL) e resiste naturalmente a um periodo de
um pouco mais que uma semana sem troca de meio, refletindo a capacidade dos
carrapatos Ixodideos para suportar periodos extremamente longos entre as
refeicbes de sangue na natureza (BELL-SAKY]I et al. 2007).

Desde o0 estabelecimento desta linhagem, diversos estudos tém sido
desenvolvidos e tém ajudado a elucidar entre outros fendmenos as interagdes vetor-
patogeno (KURTTI et al., 1993; ESTEVES et al., 2009; ZIVKOVIC et al., 2010;
BIFANO et al.,, 2014; KALIL et al., 2017), mecanismos de resisténcia a pesticidas
(POHL et al., 2014) e novos compostos com atividade anti-acaricida (SARAMAGO et
al., 2018; BRAZ et al., 2019). Também outros estudos tém contribuido na
compreensao da funcao 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 imunoldgica (ROSA et al.,
2016) e estresse oxidativo (DELLA NOCE et al., 2019). Em conjunto, estes
resultados tém permitido a descoberta de novas vias para o controle anti-carrapato.

Vale a pena destacar que as células BME26 sdo altamente tolerantes a
inUmeros tratamentos quando comparadas com outras linhagens celulares de
mamiferos, um deles € a incubacdo com peroxido de hidrogénio (DELLA NOCE et
al., 2019). Dados produzidos no grupo de pesquisa e ainda ndo publicados revelam
gue tratamentos como a exposicao a radiacdo ultravioleta e auséncia de soro fetal

bovino n&o causaram morte celular expressiva na linhagem celular.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Evidenciar as correlagdes entre a via de sinalizagdo insulina/TOR e o

desenvolvimento embrionario no carrapato bovino Rhipicephalus microplus.

3.2 Objetivos Especificos

1. Reconhecer a conservacéo da via de sinalizacao insulina/TOR no carrapato

bovino.

2. Analisar os efeitos da inibicao quimica da proteina TOR sobre a viabilidade de

células embrionérias do carrapato bovino BME26.

3. Estudar as possiveis regulacdes da via de sinalizacdo insulina/TOR nas

células embrionarias BME26.

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

durante a embriogénese.

5. Estudar os efeitos do silenciamento génico de TOR no desenvolvimento
ovariano, depdsito de vitelina, oviposicdo, desenvolvimento embrionario e

eclosao.
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4. JUSTIFICATIVA

O carrapato bovino R. microplus é um artropode hematodfago obrigatério de
vertebrados que representa uma séria ameaca para os produtores de gado leiteiro e
bovino. Estudos descrevem que, aproximadamente, 80% da populacdo de bovinos
do mundo esta em risco pela infestacdo deste carrapato. Seu impacto negativo
deve-se aos efeitos diretos da alimentacdo que causam a perda de peso dos bois e
danos ao couro e, de efeitos indiretos, como a transmissdo de patdgenos. Desta
forma, calcula-se que as perdas econdmicas por causa da prevencdo e do
tratamento contra este carrapato atingem um valor aproximado de dois bilhdes de
dolares por ano somente no Brasil.

Entre os atuais métodos de controle para este carrapato e para as doencas
transmitidas por ele encontra-se o0 uso de acaricidas e vacinas. O uso de acaricidas
quimicos € a estratégia mais utilizada. No entanto, seu uso intensificado tem levado
ao desenvolvimento de resisténcia de varias espécies de carrapatos, além do
elevado custo para desenvolvé-los e registra-los e da crescente preocupacdo na
saude publica pelos residuos quimicos achados em produtos de origem animal e da
poluicdo do ambiente. Além disso, algumas vacinas tém sido disponibilizadas ha
mais de 20 anos e comercializadas no mundo inteiro, Apesar de serem uma
alternativa muito promissora em comparacdo ao uso de acaricidas, ainda sao
insuficientes para conferir protecdo contra todos os tipos de carrapatos R. microplus
que existem em diversas regides geograficas no mundo. Diante deste panorama,
novas estratégias para o controle deste carrapato centradas no maior entendimento
sobre sua biologia sdo necessarias.

Nosso grupo de pesquisa tem focado em estratégias para a selecdo de
moléculas—alvo a partir da caracterizacdo bioquimica, molecular e funcional de
proteinas envolvidas, direta ou indiretamente, na embriogénese do carrapato R.
microplus como possiveis alvos para interferir na sua proliferacdo nesta fase de vida.
O presente estudo busca caracterizar a via de sinalizagdo Insulina/TOR neste
processo. Acredita-se que o0s resultados deste estudo permitirdo 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 METODOS

5.1 Manutencao da cultura de células embrionarias BME26 do carrapato

bovino R. microplus

O cultivo de células embrionarias BME26 foi mantido como descreve Esteves
e colaboradores (2008). Meio de cultura Leibovitz L15 (Sigma-Aldrich, USA) foi
diluido em agua 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* de penicilina (Gibco, USA) e 100 ug mlt de estreptomicina
(Gibco, USA). Este meio completo fresco foi usado na manutencdo da cultura
celular.

Células aderidas a garrafas de 25 cm? 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 plastico. A quantidade de células da
cultura foi determinada usando camara de Neubauer (hemocitdmetro) e a viabilidade
celular foi determinada usando o método de exclusdo de células mortas marcadas
com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, USA). Aliquotas de 1x10’ 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 0 meio
substituido semanalmente para promover a proliferacéo celular.

Células mantidas nessas garrafas, com aproximadamente 4x10° células/mL,
entre as passagens 35 e 55, foram usadas em experimentos posteriores deste
estudo com o propésito de manter caracteristicas homogéneas entre as células
usadas. Cada uma destas garrafas é considerada como uma amostra bioldgica

independente (n).

5.2 Manutencéo de fémeas e de ovos do carrapato R. microplus

Os carrapatos R. microplus (colénia Porto Alegre) foram coletados de bovinos
alojados em baias individuais no estabulo localizado na Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os carrapatos sao livres de

patdgenos como Babesia spp. e Anaplasma spp. (RECK et al., 2009). Por uma
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parte, ffmeas adultas totalmente ingurgitadas foram coletadas e incubadas a 28°C e
80% de umidade relativa até a finalizagdo da oviposicdo em placas de Petri. Os ovos
foram coletados em dias diferentes apds a oviposicdo para extracdo de RNA.
Adicionalmente, fémeas, parcialmente ingurgitadas, com peso entre 20 e 60 mg
foram removidas manualmente dos bovinos e usadas para experimentos de RNA de
interferéncia. Os ovos destas fémeas foram coletados para determinacdo do
conteudo de vitelina ou observados até a eclosdo das larvas.

Vale a pena destacar que todos os experimentos foram conduzidos de acordo
com as orientacbes éticas e metodologicas descritas nas Normas Nacionais e
Internacionais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFRGS (processo
namero 14403).

5.3Extracdo de RNA e sintese de cDNA de células embrionarias BME26

RNA total de células BME26 (5x10° células para cada tratamento) foi usado
para extracdo de RNA usando Reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo de RNA foi determinada por
espectrofotometria (Picodrop Ltd, USA) mesurada a 260 e 280 nm. Dois
microgramas de RNA total foram ressuspensos em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e foi realizado o tratamento com DNase | (Invitrogen, CA,
EUA). A reacado de transcricdo reversa foi realizada com o kit de transcri¢cao reversa
para cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, CA., EUA) seguindo o protocolo

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

5.4Clonagem e sequenciamento das Fases de Leitura Aberta que
codificam as proteinas TOR, S6K e 4E-BP1 do carrapato bovino R.

microplus

Oligonucleotideos especificos para clonar parcial ou completamente as Fases
de Leitura Aberta (nome traduzido do inglés Open Reading Frames também
conhecidas como ORF) que codificam as proteinas 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 nao publicado.

Os oligonucleotideos especificos para a clonagem da RmTOR e da RmS6K
foram projetados para se anelar dentro e fora do ORF destes alvos (o
oligonucleotideo Forward se anela dentro do ORF enquanto o oligonucleotideo
Reverse se anela fora do ORF), pois as sequéncias ndo estdo completas no
transcriptoma. Ja os oligonucleotideos especificos para a clonagem da Rm4E-BP1
foram projetados para se anelar fora do ORF, isto porque a sequéncia est4 completa
no transcriptoma (Tabela 1). Neste ponto, vale a pena destacar que 0s
sequenciamentos foram importantes para confirmar se as informagdes depositadas

no transcriptoma estavam corretas.

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

ALVO SEQUENCI,A DOS TAMANHO DO
OLIGONUCLEOTIDEOS (5’- 3’) FRAGMENTO (PARES DE
BASES)
RmTOR GTACCAGCGTTCCTTGAATGTCAAAG 1456
CCCTTTCTAGCACCTCTCAACAGGAC
RmS6K AGGACCTCTGTCCTCATGACGTCC 462
CTCGAAGTCTTGCTCATGATTTCCAC
Rm4E-BP1 TGGGCGCTCGTGGAGAACG 597
CTGGTGGCACTCCGTACTGGAGC
Oligonucleotideo TAATACGACTCACTATAGGG
universal T7
Oligonucleotideo ATTTAGGTGACACTATAG

universal SP6

Fonte: O préprio autor.

ReacBes em cadeia da polimerase (nome traduzido do inglés Polymerase
Chain Reaction também conhecidas como PCR) foram preparadas com
aproximadamente 0,6 pug de DNA complementar (cDNA) de células embrionarias
BME26, usando a enzima Taq DNA Polimerase (Sinapse Inc., Brasil) e seguindo as
instrucdes do fabricante. Os programas executados no termociclador (modelo Veriti,

Applied Biosystems, Hitachi, USA) para cada alvo foram os seguintes:
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e Para amplificacdo do numero 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.

e Para amplificacdo do numero 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.

e Para amplificacdo do numero 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 etideo (5 pg/mL) e cada fragmento foi cortado e
purificado usando o kit de purificacdo PCR GFX™ Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, IL, USA). Os fragmentos purificados foram ligados ao vector pGEM-T
easy (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante e os plasmideos foram
transformados em células Escherichia coli TOP10 por choque térmico seguindo o
protocolo de Sambrook e Russell (2001). O DNA plasmidial foi extraido utilizando
Plasmid Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare, IL, USA) e o sequenciamento foi
realizado utilizando oligonucleotideos especificos 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 sequéncias de cada alvo geradas a partir do sequenciamento foram
analisadas e registradas no banco de dados GenBank com os seguintes cédigos de
acesso MK598842 para RmTOR, MK598841 para RmS6K e MK598840 para Rm4E-
BP1. Estas sequéncias também encontram-se no Anexo 1.

Para as analises das sequéncias de nucleotideos obtidas do sequenciamento
foi utilizado o programa SegMan 7.0.0 (DNASTAR, Madison, USA) e para a
determinacdo das sequéncias deduzidas de aminoacidos foram usadas as
ferramentas de traducdo para proteina do programa BioEdit versdo 7.2.6 (HALL,

1999) e Expasy (http://web.expasy.org/translate/). Para analisar os dominios
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conservados e a identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos de R.
microplus com proteinas ortélogas foram usadas as ferramentas “Dominios
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.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK_LOC=blasthome). No caso da Rm4E-BP1 o peso da proteina foi calculado
por médio do servidor EXPASYy (http://web.expasy.org/compute_pi/).

5.5Sintese de RNA de interferéncia

RNA de interferéncia ou RNAI (também conhecido como Doubled Stranded
RNA ou dsRNA) baseado no ORF sequenciado para RmTOR foi desenvolvido neste
trabalho. Oligonucleotideos especificos, com e sem sequéncias promotoras T7,
foram projetados para a sintese da dsRNA (Tabela 2). Para isto, apropriadas regides
do ORF e da sequéncia de RNA foram rastreadas utilizando Blast para determinar a
especificidade da sequéncia. Assim mesmo, esta especificidade e possiveis alvos
potenciais ndo especificos 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
bioquimico a dsRNA longo é clivada pela enzima Dicer em RNASs curtos, o software
simula esse processo e investiga subconjuntos de 19 nucleotideos enumerando uma
lista de potenciais candidatos genéticos que podem ser afetados pela estratégia do
silenciamento génico. Desta forma, o algoritmo estima a eficiéncia e a sensibilidade

da estratégia pela busca por homologia.
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Tabela 2. Oligonucleotideos especificos utilizados para a sintese de dsRNA para silenciamento

génico.
ALVO SEQUENCIA DOS TAMANHO DO REFERENCIA
OLIGONUCLEOTIDEOS (5™- 3'): " AFRREASG[')V'EEQ'/@ES)
TOR GAGGTGACTGGCATTGAG 521
GCTTGTGGACGCATCTTC
AKT TCAGCCTGGACAACTTTGAGTTCCT 595 De Abreu et al.
ATTTCATACATGACCACGCCCAGC (2013)
GSK3-B TTATGCGACGGCTAGAACACT 798 Fabres et al.
GCTCTTGCTCTGTGAAGTTGAA (2010)
GFP  TCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATC 600 Mulenga:;
ACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTC Khé‘z“a%c)’”g

1 Para todos os oligonucleotideos especificos descritos foram incluidas a sequéncia do promotor T7
(taatacgactcactataggg)

Fonte: O préprio autor.

Reacdes de PCR foram preparadas com DNA plasmidial contendo o vetor
com o inserto da TOR, usando os oligonucleotideos especificos sem a sequéncia T7
e a enzima Tag DNA Polimerase (Sinapse Inc., Brasil) seguindo as instrucées 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 reacao, usando
os oligonucleotideos especificos com a sequéncia 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 pg deste molde, utilizando o
sistema de sintese de RNAi T7 RiboMAX™ Express (Promega) e produzido de
acordo com as instru¢des do fabricante. O produto da sintese foi quantificado pela
medicdo da absorbancia 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
etideo (5 pg/mL). O tamanho final do dsRNA foi de 521 pb (Tabela 2).
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A sintese de dsRNA para AKT e GSK-3B foi realizada como descrito
anteriormente por Abreu et. al (2013) e Fabres et. al (2010). Os oligonucleotideos
especificos para a sintese destes dsRNAs estdo apresentados na Tabela 2. Cada
RNA de interferéncia tém um tamanho de 595 e 798 pares de bases respetivamente.
Também um dsRNA néao relacionado de 600 pares de bases que codifica para uma
proteina 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 Andlise da viabilidade celular através do ensaio de reducdo por MTT

das células BME26 tratadas com inibicdo quimica para TOR

Apoés 48 horas de inibicdo quimica da TOR com rapamicina, as células
BME26 foram preparadas para o ensaio de reducédo por MTT (ensaio de viabilidade
celular) seguindo o protocolo definido por Abreu e colaboradores (2013). Em cada
poco 50 pL 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 0os meios foram completamente descartados e 1 mL de
alcool isopropilico (0,15% HCI em alcool isopropilico) foi adicionado em cada poco
para dissolver os cristais de formazan. A mistura foi transferida para tubos de 1,5
mL, centrifugados a 6000xg por 15 min e o sobrenadante foi coletado em novos
tubos para medir a absorbancia a 570 nm, utilizando cubetas de quartzo em um
espectrofotometro  UVmini-1240 UV-VIS (Shimadzu, Japado). Os valores de
absorbéancia do tratamento controle foram usados para normalizacdo (100% de
viabilidade). Todas as amostras foram analisadas em trés experimentos
independentes realizados em triplicatas técnicas.

Neste ponto, vale a pena destacar que as analises de viabilidade celular,
contagem celular e integridade de membrana com células tratadas com 10-DEBC e
Alsterpaullone ndo foram feitas por ja ter sido apresentadas em trabalhos anteriores
(DE ABREU, 2009; DE ABREU et al., 2009, 2013).
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5.7Analise da contagem de células BME26 tratadas com inibicao

guimica para TOR

A viabilidade das células BME26 foi determinada usando camara de
Neubauer (hemocitdbmetro) e o método de exclusdo de células mortas marcadas
com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich, USA) da seguinte forma: apos 48 horas de
inibicdo quimica da TOR com rapamicina, pocos com células foram cuidadosamente
lavados com 0,5 mL de PBS pH 7,0 por poco e descoladas em 1 mL de solucédo de
tripsina com azul de tripan. Esta solugéo 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 uL da mistura foram adicionados em cada camara do hemocitémetro.

O procedimento experimental e o célculo foram realizados de acordo com a
metodologia padrdo (LOUIS; SIEGEL, 2011) contando as células vivas das regifes
de grade de 1x1mm de dimensao e usando a objetiva de 10x. Foram feitas imagens
usando a camera Axiocam 503 color acoplada no microscépio 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 trés experimentos independentes desenvolvidos em

triplicatas técnicas.

5.8Analises de integridade de membrana das células BME26 tratadas

com inibicdo quimica para TOR

Um total de 2x10° células foram plagueadas em cada poco (diametro de 16,25
mm e area de crescimento de 1,93 cm?) sobre laminulas de vidro colocadas no
fundo da placa de 24 pocos, e o volume final de 500 uL foi completado com meio
completo fresco. As placas com células foram incubadas a 34°C por um periodo de
24 horas para permitir a adeséo celular. Para a inibicdo quimica da TOR, diferentes
concentracbes de rapamicina (Sigma-Aldrich, USA) foram adicionadas nos pocos,
em concentracdes finais que variam entre 0,2 UM a 2 uM. Posteriormente, as placas
com células foram incubadas por 48 horas. Apds 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 substituido por PBS 1x. Para marcacédo, 25 pL de Hoechst 33342 (1
mg/mL) foram adicionados durante 5 min, seguido por um tratamento de 5 min com
6 YL de iodeto de propidio (1 mg/mL). As incubacdes foram realizadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Posterior a incubacéo o contetdo foi descartado,
laminulas foram lavadas com PBS 1x e montadas sobre laminas de vidro contendo 5
puL de glicerol. Células BME26 foram observadas em microscépio confocal (LSM
780-NLO Zeiss Axio Observer Z.1, Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens foram

obtidas com uma ampliagédo de 400x.

5.9Inibicdo quimica da TOR, AKT e GSK-3 nas células embrionarias
BME26

Um total de 5x10° células foram plagueadas em pocos (diametro de 16,25 mm
e area de crescimento de 1,93 cm?) de placas com 24 pocos, e o volume final de 500
ML foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram
incubadas a 34°C por um periodo de 24 horas para permitir a adesao celular. Ap6s
desse tempo, 0 meio de cultura dos pocos foi substituido por meio completo fresco e
foram adicionados os inibidores quimicos para as proteinas TOR, AKT e a GSK-3
conforme descrito abaixo:

Para a inibicdo quimica da TOR, diferentes concentracfes de rapamicina
(Sigma-Aldrich, USA) foram adicionadas nos pog¢os, em concentragdes finais que
variam entre 0,12 uyM e 8 uM. Posteriormente, as placas com células foram
incubadas por periodos de 24 e 48 horas para diferentes experimentos. As células
incubadas por 24 horas foram usadas para extracdo de RNA total e as incubadas
por 48 horas foram usadas para os experimentos de viabilidade celular.

Para a inibicdo quimica da AKT e da GSK-3, tomou-se como referéncia o
desenho experimental proposto por Abreu e colaboradores (2013). Especificamente,
0 10-DEBC é um inibidor da AKT e o Alsterpaullone € um inibidor da GSK-3.
Células BME26 foram tratadas com uma concentragdo de 12 uyM 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 34°C e usadas

para extracdo de RNA total. Para monitorar a agdo do diluente do farmaco, células
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BME26 foram tratadas com DMSO e este tratamento foi usado como controle. O
experimento foi desenvolvido usando trés amostras biolégicas independentes e trés
replicatas técnicas.

Cabe destacar que para esses experimentos, maiores concentracdes de 10-
DEBC néo foram testadas por afetar diretamente a viabilidade celular (DE ABREU et
al., 2013). Além disso, as analises de viabilidade celular, integridade de membrana e
morfologia celular com células tratadas com 10-DEBC e Alsterpaullone ndo foram
feitas por ja ter sido apresentadas em trabalhos anteriores (DE ABREU, 2009; DE
ABREU et al., 2009, 2013).

5.10 Silenciamento génico da TOR, AKT e GSK-3B nas células

embrionarias BME26

Um total de 5x10° células foram plagueadas em pocos (diametro de 16,25 mm
e area de crescimento de 1,93 cm?) de placas com 24 pocos, e o volume final de 500
ML foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram
incubadas a 34°C por um periodo de 24 horas para permitir a adesao celular. Apés
24 horas de incubacao, o meio de cultura foi substituido por 200 yL de meio fresco
contendo 4 ug de dsRNA e a placa foi gentilmente misturada. Apos 24 horas
adicionais de incubacdo a 34°C, as células foram coletadas e processadas para
extracdo de RNA. O RNA de células tratadas com dsGFP foi usado como controle. O
experimento foi desenvolvido usando trés amostras biolégicas independentes e trés
replicatas técnicas.

5.11 Tratamento das células embrionarias BME26 com insulina

exdgena

Células embrionarias BME26 foram tratadas com insulina exogena, como
descrito anteriormente por Abreu e colaboradores (2009). As células BME26 foram
ressuspendidas de garrafas em que a proliferacdo celular foi promovida. Em
seguida, a quantidade de células foi determinada usando camara de Neubauer
(hemocitometro) e a viabilidade celular foi determinada usando o método de
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exclusdo de células mortas marcadas com azul de tripan (0,4%, Sigma-Aldrich,
USA).

Um total de 5x10° células foram plagueadas em pocos (diametro de 16,25 mm
e area de crescimento de 1,93 cm?) de placas com 24 pocos e o volume final de 500
ML foi completado com meio completo fresco. As placas com células foram
incubadas a 34°C por um periodo de 24 horas para permitir a adesao celular. Apos
esse tempo, 0 meio completo foi substituido por meio sem soro fetal bovino ou com
meio completo fresco durante 24 horas. Posteriormente, algumas células foram
expostas a insulina bovina (concentragdo final de 1 pM, Sigma-Aldrich, USA).
Novamente a placa foi incubada a 34°C durante 30 minutos. Finalmente, todas as
células foram lisadas para extracdo de RNA. Todas as andlises estdo baseadas em

trés amostras bioldgicas independentes e em trés replicatas técnicas.

5.12 Silenciamento génico da TOR em fémeas parcialmente

ingurgitadas

A injecdo de fémeas parcialmente ingurgitadas com dsRNA foi realizada de
acordo com Fabres et. al. (2010). Fémeas, com peso entre 20 e 60 mg, foram
removidas manualmente dos bovinos e injetadas com aproximadamente 4 ug de
dsRNA para TOR em um volume méximo de 2 pL, no quadrante inferior da
superficie ventral usando uma seringa Hamilton. Dois grupos controle foram
injetados: um com dsRNA ndo relacionado (4 ug de dsGFP em um volume maximo
de 2 pL) e o outro com tampéo (2 uL de 10 mM PBS, pH 7.4). As fémeas foram
fixadas em placas de poliestireno expandido com fita adesiva dupla face para
alimentacéo artificial por meio de capilar. Os capilares foram preenchidos com
sangue de bovinos nao infestados que foi coletada em tubos heparinizados. Os
capilares foram substituidos a cada trés horas. As fémeas foram mantidas com esta
alimentacao por 28 horas.

Para confirmacdo do silenciamento, ovarios de trés fémeas para cada
experimento independente foram coletados e processados para extracdo de RNA
apos 48 horas da injecdo de dsRNA ou o PBS. Dois experimentos independentes
foram realizados, com aproximadamente 20 individuos por tratamento, para cada um

dos experimentos independentes.
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5.13 Extracdo de RNA e sintese de cDNA de ovérios e ovos

Ovérios de fémeas tratadas com RNAIi para TOR ou dsRNA néo relacionado
(dsGFP) ou PBS (3 ovéarios para cada tratamento para cada experimento
independente) e ovos de diferentes dias durante a embriogénese (50 mg para cada
dia do desenvolvimento embrionério coletado em trés momentos diferentes) foram
usados para extracdo de RNA usando Reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA)
seguindo as recomendacdes do fabricante. A concentracdo de RNA foi determinada
por espectrofotometria (Picodrop Ltd, USA) mesurada a 260 e 280 nm. Dois
microgramas de RNA total foram ressuspensos em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e o tratamento com DNase | foi realizado (Invitrogen, CA,
EUA). A reacado de transcricdo reversa foi realizada com o kit de transcricédo 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
analises de RT-qPCR.

5.14 Anélise datranscricéo relativa dos alvos por RT-gPCR

A andlise da transcricao relativa por PCR quantitativa ou RT-gPCR (também
conhecida como PCR em tempo real) foi usada em cinco experimentos diferentes
durante o desenvolvimento deste trabalho: (i) para avaliar a transcricéo relativa de
RMTOR e RMAKT usando cDNA de células embrionarias BME26 tratadas com
insulina exdgena; (ii) para confirmar o silenciamento génico em células BME26 e
ovarios de fémeas tratadas com dsRNA; (iii) para avaliar a transcricao relativa de
alvos deste estudo apds silenciamento génico com dsRNA em células embrionéarias
BME26; (iv) para avaliar a transcricdo relativa de RmS6K e Rm4E-BP1 apds
tratamento com inibidores quimicos em células embrionarias BME26 e (v) para
avaliar a transcricdo relativa de RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 em diferentes
estdgios da embriogénese, utilizando cDNA de ovos diferentes dias de
desenvolvimento.

Oligonucleotideos especificos para cada alvo foram projetados para esta

funcdo (Tabela 3). No caso, os oligonucleotideos projetados para a analise da
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transcricao relativa da RmTOR, RmAKT e da RmGSK3-B se anelam em regides

diferentes do ORF que foram usada na sintese de RNA de interferéncia.

Tabela 3. Oligonucleotideos especificos utilizados para analise da transcricéo relativa de
diferentes alvos deste estudo.

ALVO SEQUENCIA DOS TAMANHO DO REFERENCIA
OLIGONUCLEOTIDEOS (5™- 3') FRAGMENTO (PARES

DE BASES)
TOR AGGCTCTGAACAAAAAGGC 93
GAACATCCAAAGTCTCATCTG
S6K TGTGATTGGTGGAGTTTTGG 96
GCGAGTGCTTGGTGTAAC
4E-BP1 CCAGATGTCTCCAAGGCCAG 103
GTTCGTCACCCGATCCTTCA
AKT GAAGTTGGCGAGTGAGGAGGA 86 De Abreu et al.
CGCGTCGAGATGCTGAACTTGT (2013)
GSK3-8 CCCACACCCGCTATTTATTG 113 Martins et al.
TGTGCAGGAGAGCCAGTTTA (2015)
ELF-12 CGTCTACAAGATTGGTGGCATT 108 Nijhof et al. (2009)
CTCAGTGGTCAGGTTGGCAG

Fonte: O préprio autor.

Diluicbes em série do cDNA foram utilizadas para o estabelecimento das
eficiéncias de cada oligonucleotideo especifico. Reagbes contendo cDNA de
tratamentos controle, oligonucleotideos especificos para cada alvo e reagente Power
Sybr Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) foram preparadas seguindo
as instrucdes do fabricante e usadas na plataforma Applied Biosystems StepOne
Real-Time PCR System™ (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
parametros 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 parametros de ciclagem para a analise da

transcricdo relativa de RmAKT e RmGSK-3p 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 referéncia (NIJHOF et al., 2009).

Somente oligonucleotideos especificos com eficiéncias entre 85% e 100%
foram usados neste estudo e a transcricdo relativa das amostras foi determinada
usando os valores de pontos de cruzamentos (do inglés Crossing point ou Cp)
através da Ferramenta REST (PFAFFL, 2001). Todas as amostras foram analisadas
em triplicatas técnicas, em trés experimentos independentes (trés replicatas
bioldgicas), exceto a confirmacéo do silenciamento em fémeas ingurgitadas, que foi

feito em dois experimentos independentes.

5.15 Determinacdo do desenvolvimento ovariano de fémeas tratadas

com silenciamento génico para TOR

Apos 48 horas de injecdo de dsRNA para TOR, fémeas foram dissecadas e
os ovarios foram coletados para determinacdo do desenvolvimento ovariano,
utilizando o sistema proposto por Seixas e colaboradores (2008). A proporcdo de
ovOcitos maduros foi analisada medindo a area ocupada por ovécitos maduros e
imaturos em cada imagem, usando o software ImageJ (ABRAMOFF; MAGALHAES;
RAM, 2004; FERREIRA; RASBAND, 2012). Além disso, as fémeas tratadas com
dsRNA ou PBS e seus ovos foram coletados e analisados com lupa EZ4 (Leica,
Alemanha). Desta forma, registros fotograficos foram feitos com a camara acoplada

ao equipamento.

5.16 Determinacdo do conteudo de vitelina por SDS-PAGE e dot blot

em ovos de fémeas tratadas com dsRNA para TOR

Ovos de fémeas tratadas com dsRNA para TOR e com os dois tratamentos
controle (dsGFP e PBS) foram coletados 9 dias apds a oviposi¢do (vinte ovos de
cada grupo) e homogeneizados em 20 pL de tampéo Tris-HClI 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 determinacao
do teor de vitelina por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e dot blot.

A SDS-PAGE foi realizada sob condi¢cfes desnaturantes seguindo o protocolo
de Laemmli (1970), seguido de coloracdo com prata. Para o dot blot, cada amostra
foi colocada em membrana de nitrocelulose (5 pL por ponto) e deixada a secar. As
membranas foram processadas, posteriormente, da seguinte forma: 1 h a
temperatura ambiente com solucdo de bloqueio (5% de leite em pd desnatado
diluido em PBS); incubacdo overnight com 4 mL de anti-Vt (CANAL et al., 1995)
(diluido 1:1000 em solucdo de bloqueio) ou solucdo de blogueio apenas como
controle. Posteriormente, foram feitas 3 lavagens de 5 minutos com PBS; incubacéo
durante 1 h a temperatura ambiente com anticorpo secundario anti-lgG conjugado a
fosfatase alcalina (diluido 1:5000 em solucdo de bloqueio, Sigma-Aldrich, USA).
Finalmente, a detec¢éo da fosfatase alcalina foi realizada com nitro azul de tetrazélio
(NBT) e 5-bromo4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (Promega).

5.17 Parametros bioldgicos analisados apés tratamento com dsRNA

para TOR nas fémeas de R. microplus

Os parametros biologicos analisados no experimento com fémeas tratadas
com RNAIi ou PBS foram: indice de eficiéncia nutricional (peso final do carrapato
ingurgitado/peso inicial), indice de producédo de ovos (peso dos ovos/peso final do
carrapato ingurgitado) x 100)), peso dos ovos ap6s 10 dias de oviposi¢cao, peso das
larvas ap6s 40 dias apds a oviposicdo e taxa de eclosdo (%) (BENNETT, 1974;
FABRES et al., 2010; GONSIOROSKI et al., 2012).

5.18 Anélises estatisticas

Testes t de Student ndo pareados foram usados para analises de transcricdo
relativa, nos experimentos de estimulacdo de insulina, inibicdo quimica e
silenciamento génico. O Teste ANOVA one-way, seguido do pos teste de Dunnett,
foi usado em experimentos de viabilidade celular, contagem de células, para analise

da transcricdo relativa durante a embriogénese e para avaliacdo de parametros
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biolégicos. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Graph Pad Prism versédo 6.01 (Graph Pad Software, Inc.).
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6. RESULTADOS

A via de sinalizacdo pela insulina/TOR em carrapatos ndo esta totalmente
definida. Em R. microplus foi demonstrado que componentes da cascata de insulina
atuam no controle celular e no metabolismo de glicogénio em células embrionarias
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 ndo descritos na literatura, foram identificados a partir da
projecdo de estratégias para clonar e sequenciar trés ORFs que codificam as
proteinas RmMTOR, RmS6K e Rm4E-BP1.

Primeiramente, um fragmento de 1.378 nucleotideos que codificam
parcialmente a proteina RmTOR foi obtido. A correspondente traducdo contém 459
aminoacidos que compdem trés importantes dominios desta proteina: o dominio de
ligagdo a rapamicina (FKBP12 ou FRB), o dominio quinase e o dominio terminal
FATC (Figura 8A). O mdltiplo alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos
com sequéncias ortologas (Figura 8B) e as porcentagens de identidade (Tabela 4)
demonstram um grau de conservacao entre 58 e 98% de identidade com outras

sequencias.
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Figura 8. Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos para RmTOR.

A) Estrutura dos dominios da proteina RmTOR: o dominio de ligacdo a rapamicina (FKBP12 ou FRB), o dominio quinase e o dominio terminal
FATC. B) Multiplo alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos para RmTOR com sequéncias ortdlogas de outros organismos (H.
longicornis, B. germanica, A. melifera, M. musculus, H. sapiens, D. rerio, D. melanogaster e C. elegans). Residuos de amino4cidos idénticos ou
similares em todas as sequéncias sdo marcados em preto, e residuos idénticos ou similares na maioria das sequéncias destacam-se em cinza.
Hifens indicam espacos introduzidos para aperfeigoar o alinhamento.
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Tabela 4. Andlise comparativa entre a sequéncia deduzida de RmTOR com sequéncias
ortélogas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp.

Organismo ID da Sequéncia % de identidade com a RmTOR
Haemaphysalis longicornis BAM65820.1 98%
Blattella germanica ACH47049.1 83%
Apis melifera 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%

Fonte: O préprio autor.

Com o objetivo de analisar as proteinas controladas pela TOR, um
segundo fragmento de 425 nucleotideos que codifica parcialmente a proteina
RmS6K também foi sequenciado e analisado. A correspondente traducdo
contém 140 aminoacidos que compfdem parte do dominio catalitico da
proteina (Figura 9A). A partir do multiplo alinhamento da sequéncia deduzida
de aminoacidos com sequéncias ortdlogas (Figura 9B) e das porcentagens
de identidade (Tabela 5) foi possivel observar um grau de conservacao de 44
a 78% de identidade com outras sequéncias.
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Figura 9. Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos para RmS6K.

A) Estrutura do dominio catalitico da proteina RmS6K. B) Miltiplo alinhamento da
sequéncia deduzida de aminoacidos para RmS6K com sequéncias ortélogas de outros
organismos (Ixodes scapularis, Parasteatoda tepidariorium, Pediculus humanus
corporis). Residuos de aminoacidos idénticos ou similares em todas as sequéncias
sdo marcados em preto, e residuos idénticos ou similares na maioria das sequéncias
destacam-se em cinza. Hifens indicam espacos introduzidos para aperfeicoar o
alinhamento.

Tabela 5. Andlise comparativa entre a sequéncia deduzida de RmS6K com sequéncias
ortologas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp.

Organismo ID da Sequéncia % de identidade com a RmS6K
Ixodes scapularis XP_002414920.1 78%
Parasteatoda tepidariorum  XP_015918501.1 49%
Pediculus humanus corporis XP_0024261134.1 44%

Fonte: O préprio autor.

Seguindo 0 mesmo raciocinio utilizado para analise feita para a
RmS6K, o ORF completo para Rm4E-BP1 foi sequenciado. Este ORF €
composto de 381 nucleotideos e a sua correspondente sequéncia traduzida
contém 126 aminodacidos, possuindo um peso molecular calculado de 13,3
kDa. A analise do multiplo alinhamento com sequéncias ortdlogas (Figura 10)
e as porcentagens de identidade (Tabela 6) demonstram um grau de
conservacgao de 40 a 74% de identidade com outras sequencias.
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Figura 10. Mdltiplo alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos para Rm4E-
BP1 com sequéncias ortélogas de outros organismos.

As sequéncias ortologas sdo dos organismos Ixodes scapularis, Parasteatoda
tepidariorium, D. rerio, M. musculus, A. melifera, H. sapiens e D. melanogaster.
Residuos de aminoacidos idénticos ou similares em todas as sequéncias sao
marcados em preto, e residuos idénticos ou similares na maioria das sequéncias
destacam-se em cinza. Hifens indicam espagos introduzidos para aperfeicoar o
alinhamento. As caixas sinalizam conservacgao de trés motifs: a verde o motif RAIP; a
azul o motif YXXXXLe@; e a amarela o motif TOS.

Tabela 6. Analise comparativa entre a sequéncia deduzida de Rm4E-BP1 com
sequéncias ortdlogas de diferentes espécies usando o algoritmo Blastp.

Organismo ID da Sequéncia % 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 melifera XP_006569762.1 48%
Homo sapiens NP_004086.1 53%
Drosophila melanogaster NP_477295.1 40%

Fonte: O préprio autor.

Os ORFs foram depositados no banco de dados do GenBank com o0s
cédigos de identificacdo MK598842, MK598841 e MK598840, para RmTOR,
RmS6K e RmM4E-BP1 respectivamente. Assim mesmo podem ser
encontrados no Anexo 1 do presente documento. A clonagem destes alvos
confirma a preservagao destes componentes no carrapato R. microplus.

Em conjunto aos dados ja publicados por Abreu e colaboradores (2009
e 2013) (Anexo 2, Figuras 1, 6, 7 e 8) com relacdo ao papel dos alvos
RmMAKT e RmGSK-3B e sua fungdo nas células embrionarias BMEZ26,

considerou-se reconhecer outras informagbes fisiologicas e de controle
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molecular no desenvolvimento embrionario deste artrépode para 0s novos
alvos analisados.

Com o objetivo de avaliar se no carrapato R. microplus a via de
sinalizacao insulina/TOR é estimulada e regulada por este horménio, células
embrionarias BME26 foram cultivadas na auséncia ou na presenca de soro
fetal bovino (SFB) e entdo incubadas com ou sem insulina exdégena. Apos
esta exposicdo, foram avaliadas as transcricbes relativas para os alvos
RmAKT e RmTOR, os principais alvos reguladores analisados neste estudo
(Figura 11). Sobre estas condicdes, foi observada uma maior transcricao
relativa de RmAKT e RmTOR quando as células BME26 foram incubadas na
auséncia de soro fetal bovino e na presenca de insulina exdgena, em
comparacgao com 0s outros tratamentos controle. Os resultados sugerem que
a insulina exdgena pode estimular e regular a via de sinalizacdo AKT/TOR no

carrapato R. microplus.
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Figura 11. Efeitos da insulina exdégena sobre a transcricéo relativa de RmAKT (A) e
RmTOR (B) nas células embrionarias BME26.

Células embrionarias BME26 foram cultivadas na auséncia ou na presenc¢a de soro
bovino fetal (SFB) e, posteriormente, incubadas na presenca ou auséncia de insulina
exdgena (insulina bovina 1 uM) de acordo com o descrito em Materiais e Métodos Item
5.11. A transcricao relativa de (A) RmAKT e (B) RmTOR foi avaliada usando o método
de Pfaffl (2001). O ELF-1A foi utilizado como gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009).
Para as andlises estadisticas Teste t de Student com organizacdo ndo pareada foi
usado. As barras representam média + DP de trés experimentos independentes (* = p
<0,05; *** = p <0,0001).

De Abreu e colaboradores (2013) verificaram um importante eixo de
transducdo de sinal que integra o conhecimento prévio sobre a via de
sinalizacdo PI3K/AKT nas células BME26. Pode-se observar previamente
gue varios destes componentes estdo associados com a viabilidade celular
(DE ABREU et al., 2009, 2013) (Anexo 2, Figura 1 e 7).no entanto as fungdes
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da TOR sobre este quesito ndo tinham sido evidenciadas. Este alvo controla
varios processos para ajustar a atividade metabdlica de acordo com o0s
suprimentos disponiveis de nutrientes, incluindo traducdo de proteinas,
importacdo de glicose e autofagia em diversos organismos (BULLER et al.,
2008). De posse destas informacbes, se buscou evidenciar funcdes da
proteina TOR nas células BME26 (Figura 2).

Assim, células embrionarias BME26 foram tratadas durante 48 horas
com rapamicina, um inibidor especifico da proteina TOR, e foram
desenvolvidos os seguintes experimentos: analise da viabilidade celular pelo
ensaio do MTT, andlise da contagem celular e marcacao das células com os
fluor6foros Hoechst 33342 (marcador de nudcleos celulares) e iodeto de
propideo (marcador de células com a membrana celular danificada).

A analise pelo ensaio do MTT demonstrou que concentracfes de
rapamicina acima de 0,12 pM causaram uma reducdo significativa na
viabilidade celular atingindo, aproximadamente, 34% de reducdo na
concentracdo de 2 pM (Figura 12A). Analisando estas condi¢cdes, novos
ensaios com rapamicina foram feitos com o proposito de identificar a
concentracdo necessaria do farmaco que elimina 50% das células (ICso). Foi
observada uma reducdo na viabilidade celular de 46% e 49% nas
concentracbes de 4 e 8 uM de rapamicina, respectivamente. No entanto,
nenhuma concentracdo atingiu ou superou o ICso (Figura 12B),
provavelmente por atingir a eficacia maxima do inibidor neste tipo celular.
Estes resultados sugerem que mesmo que a proteina TOR esteja envolvida
no processo de viabilidade celular na linhagem de células BME26, é provavel
gue seu papel fundamental ndo 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 embrionarias BME26 foram tratadas com diferentes concentracdes de
rapamicina de 0,03 a 2 uM (A) e de 0,12 a 8 uM (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 estadisticos. Os graficos
apresentam tendéncia, média £ DP de trés experimentos independentes (* = p <0,05; ***
=p <0,0001).

Adicionalmente, andlises sobre o numero de células foram feitas
através da contagem celular. Para isto, células embrionarias BME26 foram
tratadas com quatro concentracdes de rapamicina que demonstraram ter
algum efeito sobre a viabilidade celular no ensaio por MTT. Essas
concentragcbes foram 0.25, 0.5, 1 e 2 uyM de rapamicina. Uma redugéo do
namero 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 embrionarias BME26 foram tratadas com diferentes concentragdes de
rapamicina de 0,25 a 2 pM 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 estadisticos. Os gréficos apresentam tendéncia, média + DP de trés
experimentos independentes (** = p <0,005).

Tendo como referéncia 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 proxima dos
eventos que podem estar acontecendo nas células BME26 (Figura 14). Para
isso, estas células foram tratadas com quatro concentracdes de rapamicina
gue demonstraram ter algum efeito sobre a viabilidade e a contagem celular.
Essas concentracdes foram 0.25, 0.5, 1 e 2 yM de rapamicina. Apos 48 horas
de incubacédo, foram usados os marcadores Hoechst 33342, para marcar
acidos nucleicos e, portanto, os nucleos de todas as células (primeira coluna
da Figura 14) e iodeto de propideo, um intercalante de DNA, para marcar 0s
nucleos das células com a membrana parcial ou totalmente danificada
(segunda coluna da Figura 14). Dessa forma, observou-se uma maior
marcagcao com iodeto de propideo nas células tratadas com rapamicina com

relacdo a marcacgéao das células controle (asteriscos da Figura 14).
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Figura 14. Andlises da integridade de membrana de células BME26 tratadas com
rapamicina.

As imagens foram obtidas através de microscopia confocal. A primeira coluna
apresenta as marcaces com Hoechst 33342, a segunda coluna apresenta as
marcac6es com iodeto de propideo e a terceira coluna apresenta as imagens
sobrepostas das duas marcagdes (Hoechst 33342 e iodeto de propideo). A primeira
linha representa o tratamento controle, a segunda tratamento com 0,2 yuM, a terceira
com 0,5 pM, a quarta com 1 pM e a quinta com 2uM de rapamicina, respectivamente.
Asteriscos destacam maior numero de células com a membrana danificada. Todas as
imagens foram observadas no aumento de 400x. A barra de escala corresponde a 20
pm.
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O conjunto de evidéncias até este ponto do trabalho demonstra um
papel importante da TOR, provavelmente consorciado e/ou dependente de
outros componentes, na viabilidade das células embrionarias BME26. No
entanto, para aprofundar a investigacao da possivel interacdo e/ou regulacao
entre os componentes da via da insulina/TOR no carrapato R. microplus,
foram feitos experimentos de silenciamento génico de trés componentes de
sinalizacdo: RmAKT, RmGSK-33 e RmTOR em células embrionarias BME26
e avaliadas as transcrigdes relativas de alvos a jusante na via de sinalizag&o.
Assim quando silenciada RmMAKT os alvos a jusante analisados foram
RmGSK-33, RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1, quando silenciada RmGSK-3
os alvos a jusante analisados foram RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 e quando
silenciada RmTOR o0s alvos a jusante analisados foram RmS6K e Rm4E-
BP1.

Neste ponto, vale a pena destacar como foi desenvolvida a estratégia
de silenciamento génico para RmTOR. Especificamente para o desenho da
dsRNA foram analisadas as seguintes informacfes: projecdo de
oligonucleotideos especificos com e sem a sequéncia promotora T7
(apresentados na Tabela 2) baseados em analises de regides do ORF que
codificam para esta proteina (Figura 15A) e avaliacdo da especificidade e
possiveis alvos potenciais ndo especificos estimados a partir do software
dsCheck (NAITO et al., 2005) (Figura 15B). Como o genoma do R. microplus
ainda nao esté disponivel, a especificidade do dsRNA foi estimada a partir de

um gene ortélogo em Drosophila melanogaster.
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Figura 15. Projec&o da dsRNA para RmTOR.

A) Projecdo de oligonucleotideos especificos baseados em andlises de regides do
ORF gque codifica para RmTOR. Em destaque verde: oligonucleotideos projetados; em
amarelo: sequéncia parcial do ORF que codifica para RmTOR; em vermelho: Stop
codon do ORF. B) Relatério da eficiéncia, especificidade e possiveis alvos potenciais
ndo especificos da dsRNA projetada para RmTOR estimados a partir do software
dsCheck.

Pode-se observar que a projecdo do RNA de interferéncia foi baseada
no extremo 5-3' do ORF que codifica a regido C-terminal da proteina
RmTOR (Figura 15A). Esta regido codifica o dominio FATC (Figura 8A),
especifico do alvo. A validacdo no software dsCHECK demonstrou alta
eficiéncia e alta especificidade da estratégia do RNA de interferéncia para
RmTOR (Figura 15B). Nos ensaios foi utilizada uma dsTOR de 521 pares de
bases obtida a partir de sintese in vitro, de acordo com materiais e métodos
item 5.2Estratégias de sintese de dsRNA para RmAKT e RmGSK-33 sao
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 génico em células BME26. O silenciamento foi
confirmado para cada um dos alvos por RT-qPCR, ap0s exposicdo ao

tratamento durante 24 horas (Fig. 16).
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Figura 16. Expresséo relativa dos genes A) RmAKT; B) RmGSK3-B e C) RmTOR em
células BME26 para confirmag&o do silenciamento génico por RT-gPCR.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 4 pug de dsRNA para cada alvo
regulador da via de sinalizagéo por insulina/TOR e os controles foram tratados com
dsGFP (dsRNA né&o relacionada). Apos 24 horas de incubag¢ao com este tratamento, as
células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e o silenciamento
confirmado por RT-gPCR. A transcri¢ao relativa foi calculada de acordo com o método
de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009). Os
dados foram analisados em Teste t de Student ndo pareado. As barras apresentam a
media + DP de trés experimentos independentes (* = p <0,05; ** = p <0,005; *** = p
<0,0001).

De posse da confirmacdo dos silenciamentos para os trés alvos,
RmMAKT, RmGSK3-B e RmTOR, os préoximos passos foram analisar o efeito
da perturbacdo da sinalizacdo da via de insulina na expressdo génica 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-B (Figura 18) e dsTOR (Figura 19) nenhuma diferenca

significativa foi observada nas transcri¢des relativas destes alvos.
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Figura 17. Expresséo relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmTOR; B) RmGSK-
3; C) RmS6K; e D) Rm4E-BP1 em células BME26 tratadas com dsAKT.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 4 ug de dsRNA AKT ou dsGFP como
controle (dsRNA ndo relacionada). Ap6s 24 horas de incubagcdo com ambos os
tratamento, as células foram coletadas e processadas para extragdo de RNA e
transcrigdes relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcri¢éo
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como
gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t néo
pareado. As barras apresentam a média = DP de trés experimentos independentes.
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Figura 18. Expresséo relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmTOR; B) RmS6K; e
C) Rm4E-BP1 em células BME26 tratadas com dsGSK-3.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 4 ug de dsRNA GSK-3 ou dsGFP
como controle (dsRNA né&o relacionada). ApOs 24 horas de incubagdo com ambos
ostratamento, as células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e
transcri¢des relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcri¢éo
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como
gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t néo
pareado. As barras apresentam a média + DP de trés experimentos independentes.
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Figura 19. Expressdao relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K; e B) Rm4E-
BP1 em células BMEZ26 tratadas com dsTOR.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 4 pg de dsRNA GSK-3 ou dsGFP
como controle (dsRNA néao relacionada). Apés 24 horas de incubacdo com ambos os
tratamentos, as células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e
transcri¢des relativas para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcri¢éo
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como
gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados em teste t ndo
pareado. As barras apresentam a média = DP de trés experimentos independentes.

O préximo conjunto de experimentos foi desenhado para avaliar os
efeitos de tratamentos com inibicdo quimica para estes mesmos alvos
reguladores da via de sinalizacdo por insulina em células embrionérias
BME26 (RmAKT, RmGSK-38 e RmTOR) e, posteriormente, avaliar as
transcricbes relativas dos dois principais alvos a jusante da cascata, a
RmS6K e a Rm4E-BP1. Desta forma, para a inibicdo da AKT, foi usado o
inibidor quimico 10-DEBC (12 yM) (Figura 20). Assim mesmo, para a inibicdo
da GSK-3 foi usado o inibidor quimico alsterpaullone (nas concentracdes de
40, 400 e 4000 nM) (Figura 21). De forma similar ao que ocorreu para o
silenciamento génico, nenhuma diferenga significativa foi observada no perfil
das transcricOes relativas. Estes resultados sugerem que a regulagcéo da via
nao acontece de forma transcricional. Resultados contrastantes foram
observados quando as células BME26 foram tratadas com o inibidor
especifico da TOR, a rapamicina (Figura 22). O tratamento com rapamicina
causou uma menor transcricdo relativa da RmS6K e Rm4E-BP1 quando
comparado aos tratamentos controle. Os resultados sugerem que sO a

proteina TOR seja capaz de regular a via de sinalizacdo e seus alvos a
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jusante através de mecanismos pds-transcricionais no carrapato R.

microplus.

>
w

2.0 3
| g
8 1.5 5 _ -
o o 2
o § 9 o
S 10 oY
5 S E
0 o 11
£ 0.5 E
- -
0.0- 0- =
N @ @ <
(s‘o OQ? *&o QQ?
® N P N

Figura 20. Expresséao relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 apos inibi¢c&do quimica da AKT em células embrionarias BME26.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 12 pM de 10-DEBC ou DMSO
unicamente como controle. Apbés 24 horas de incubacdo com este tratamento, as
células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e transcri¢cfes relativas
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcricao relativa foi calculada
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referéncia
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student néo
pareado. As barras apresentam a média = DP de trés experimentos independentes.
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Figura 21. Expresséo relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 apos inibicdo quimica da GSK-3 em células embrionarias BME26.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 12 pM de 10-DEBC ou DMSO
unicamente como controle. Apés 24 horas de incubagcdo com este tratamento, as
células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e transcri¢c8es relativas
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcricdo relativa foi calculada
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referéncia
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student néo
pareado. As barras apresentam a média + DP de trés experimentos independentes.
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Figura 22. Expresséo relativa dos alvos moleculares a jusante A) RmS6K e B) Rm4E-
BP1 ap06s inibicdo quimica da TOR em células embrionarias BME26.

Células embrionarias BME26 foram tratadas com 12 yM de 10-DEBC ou DMSO
unicamente como controle. Apds 24 horas de incubagdo com este tratamento, as
células foram coletadas e processadas para extracdo de RNA e transcri¢cfes relativas
para alvos a jusante foram avaliadas por RT-gPCR. A transcricéo relativa foi calculada
de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referéncia
(NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando o Teste t de Student néo
pareado. As barras apresentam a média + DP de trés 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 ndo foram satisfatérios. Este € um problema recorrente
na utilizacdo deste organismo modelo e nosso grupo de pesquisa continua
tentando ter anticorpos suficientes para desenvolver essa linha de acao.

Adicionalmente, com o0 objetivo de investigar o papel da via de
sinalizacdo TOR na embriogénese do carrapato R. microplus, foi avaliado o
perfil transcricional da RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 durante o
desenvolvimento embrionario (Figura 23). Vale a pena destacar que analises
para a RmAKT e RmGSK-3f foram publicados anteriormente pelo grupo (DE
ABREU et al., 2013, Anexo 2, Figura 9 e FABRES et al., 2009). Para a
analise deste resultado, trés estagios do desenvolvimento embrionario foram
destacados: o estagio inicial que representa do 1° ao 3° dia apds a
oviposicdo, o estagio intermediario corresponde ao 6° e 7° dia apds da
oviposicdo e o estagio final compreende do 15° ao 18° dia apds da
oviposicdo, caracterizados no Quadro 1 deste trabalho (os estagios estédo
representados na Figura 23A). Os maiores niveis de transcricdo relativa da

RmTOR foram observados no 1°, 15° e 18° dias apds da oviposicao,



76

correspondentes ao estagio inicial e final do desenvolvimento embrionario
deste artropode (Figura 23B). Um perfil similar foi observado para RmGSK-33
(LOGULLDO et al., 2009). Diferentemente, os niveis transcricionais de RmS6K
e Rm4E-BP1 foram maiores no 1° dia apds a oviposicdo e menores durante
todo o restante do periodo de embriogénese (Figura 23C e D). Um perfil
similar foi observado para RmAKT (DE ABREU et al., 2013, Anexo 2, Figura
9). Os dados indicam que ha uma correlacao génica entre RmTOR, RmAKT e
RmGSK-33 durante todo o desenvolvimento embriondrio do carrapato.
Adicionalmente, estes genes podem estar se relacionando com a RmS6K e
Rm4E-BP1 na primeira fase da embriogénese durante o processo de

celularizagcéo destes embrides.
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Dias apés da embriogénese

Figura 23. Representacdo esquematica dos estagios de desenvolvimento seguindo os
dias ap6s a oviposicdo e andlise da expresséo relativa dos alvos moleculares durante
aembriogénese do carrapato R. microplus.

Em (A) sdo representadas as diferentes fases do desenvolvimento do embrido de R.
microplus (de acordo com Santos et al., 2013) sendo um o estagio inicial, o outro o
estagio intermediario e o ultimo o estagio final. Transcri¢cfes relativa da RmTOR (B),
RmS6K (C) e Rm4E-BP1 (D) durante a embriogénese também sédo representadas. Ovos
de diferentes dias durante a embriogénese (50 mg para cada dia do desenvolvimento
embrionério coletado em trés momentos diferentes) foram coletados e processados
para extracdo de RNA e sintese de cDNA. As transcricdes relativas foram
determinadas por RT-gPCR. A transcricdo relativa foi calculada de acordo com o
método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como gene de referéncia (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 embriogénese. As barras
apresentam média + DP de trés experimentos independentes (* = p <0,05; *** = p
<0,0001 comparado com o primeiro dia ap0s a oviposi¢ao).

Com intuito de compreender melhor o papel da TOR no
desenvolvimento deste carrapato, realizamos o silenciamento génico da

RmTOR em carrapatos parcialmente ingurgitados. Foi observada uma menor
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transcricdo relativa da RmTOR, aproximadamente 80%, em ovarios de
carrapatos tratados com dsRNA quando comparado ao grupo controle
injetado com dsGFP (Figura 24).

Transcrigcao relativa
RmTOR

Figura 24. Expresséo relativa do alvo RmTOR em fémeas do carrapato R. microplus
parcialmente ingurgitadas.

Fémeas parcialmente ingurgitadas foram injetadas com 4 ug de dsTOR ou dsGFP
como controle. Apds 24 horas de tratamento, ovéarios foram dissecados e processados
para extracdo de RNA e o silenciamento confirmado por RT-gPCR. A transcri¢do
relativa foi calculada de acordo com o método de Pfaffl (2001) usando ELF-1A como
gene de referéncia (NIJHOF et al., 2009). Os dados foram analisados utilizando Teste t
de Student ndo pareado. As barras apresentam a média + DP de dois experimentos
independentes (*** = p <0,0001).

ApoOs checar a eficiéncia do silenciamento por RT-qgPCR, ovérios de 48
horas de tratamento com dsTOR foram dissecados para andlises do
desenvolvimento ovariano utilizando densidade de cores de imagens obtidas
por microscopia (Figura 25). As fémeas tratadas com dsTOR mostraram um
desenvolvimento ligeiramente retardado em comparacdo aos controles
(Figura 25). De acordo com o protocolo descrito por Seixas et al. (2008), as
fémeas injetadas com dsTOR tiveram ovarios classificados como estagio 3
de desenvolvimento (chamado de OGP ou Fase de Crescimento Ovariano
pelo nome inglés Ovarian Growth Phase), mais imaturos que os ovarios do
grupo controle PBS, classificados no estagio 4. Além disso, os ovarios do
grupo dsTOR mostraram uma proporcao reduzida de foliculos maduros
(Figura 25, area preta em gréaficos de pizza). Além disso, ovos colocados por
fémeas tratadas com dsTOR, dsGFP ou PBS foram analisados no 5° dia

apos do inicio da oviposicdo. Os ovos mostraram uma aparéncia externa
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atipica, menos brilhosos e ressecados (setas vermelhas na Figura 26)
guando comparados com a morfologia tipica (setas pretas na Figura 26) de

ovos dos grupos controle (PBS e dsGFP) (Figura 26).

OVARIO OGP
OGP4
PBS
70
OGP3
dsGFP 51
OGP3
dsTOR 44

Figura 25. Desenvolvimento ovariano de fémeas tratadas com RNAi para RmTOR.

Fémeas parcialmente ingurgitadas foram injetadas com 4 pg de dsTOR e foram
utilizados dois controles experimentais, injetados com dsGFP e PBS. Apés 48 horas
de tratamento os ovarios foram coletados para avaliagdo 6ptica do desenvolvimento
ovariano. Os ovarios foram examinados em lupa EZ4 (Leica, Alemanha) e a proporc¢éo
relativa de ovécitos maduros (vitelogénicos) a imaturos (pre-vitelogénicos) foi
analisada por medidas de area. A proporcdo de area ocupada por ovocitos maduros
(vitelogénicos) se destaca em preto nos gréficos de pizza. Barra de escala: 2 mm.
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Figura 26. Observacdo morfolégica de ovos de fémeas tratadas com RNAIi para
RmMmTOR.

Imagens representativas da oviposicdo demonstram o efeito da injecdo de dsRNA
(dsTOR, dsGFP ou controle de PBS) em carrapatos parcialmente ingurgitados. Os
ovos foram examinados em lupa EZ4 (Leica, Alemanha) 5 dias apds do inicio da
oviposicdo. Os ovos normais sdo indicados por setas pretas e 0s ovos atipicos séo
indicados por setas vermelhas. Barra de escala: 1 mm.

As analises do indice de eficiéncia nutricional (Figura 27A)
demonstraram que os fendmenos observados ndo foram provocados pela
alimentacdao artificial, pois todos 0s grupos se alimentaram homogeneamente.
Além disso, o fenbmeno da aparéncia morfologica atipica dos ovos apés
tratamento com dsTOR ndo demonstrou efeito sobre o peso total de ovos
colocados pelas fémeas em nenhum tratamento (Figura 27B e C).

Em contraste, uma reducao significativa no peso das larvas e na taxa
de eclosao foi observada apos o silenciamento do gene TOR em comparacéo
com 0s grupos controle ap6s 40 dias (Figura 28), confirmando um papel

fundamental da TOR na embriogénese deste carrapato.
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Figura 27. indice de eficiéncia nutricional, peso dos ovos e indice de producéo de ovos
de fémeas tratadas com RNAI.

Pardmetros biolégicos foram analisados apds o tratamento com dsRNA (dsTOR,
dsGFP ou PBS) relacionados a alimentacdo artificial e a oviposicdo em fémeas
parcialmente ingurgitadas. Em (A) indice de eficacia nutricional; em (B) peso dos ovos
(mg/carrapato); em (C) indice de producdo de ovos para cada tratamento. Os dados
foram analisados utilizando o teste ANOVA one-way, seguido pelo pés-teste de
Dunnett, onde todas as amostras foram comparadas com 0s controles. Se apresentam
média = DP de dois experimentos independentes.
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Figura 28. Efeitos do silenciamento com RNAi sobre a ecloséo de larvas.

Parametros bioldgicos foram analisados ap6s o tratamento com dsRNA (dsTOR,
dsGFP ou PBS) relacionados a eclos&do. Em (A) peso das larvas (mg/carrapato); eem
(B) taxa de eclosé&o (%). Os dados foram analisados utilizando o teste ANOVA one-way,
seguido pelo pos-teste de Dunnett, onde todas as amostras foram comparadas com 0s
controles. Os graficos 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 vitelogénese assumindo que
este fendmeno pode ser regulado pela via de sinalizacdo TOR/S6K, conforme
descrito em outro modelo de carrapato (UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b).
Para isso, determinou-se o conteudo de vitelina em ovos no estagio
intermediario (com 9 dias apés da oviposicdo) de fémeas submetidas a
silenciamento génico (Figura 29), pois nesta fase o contetdo de vitelina no
ovo se faz evidente. Verificou-se uma reducgéo significativa do contetdo de
vitelina nos ovos silenciados para RmTOR. SDS-PAGE, seguido por analises
das trés principais subunidades de vitelina com tamanhos entre 120, 105 e 70
kDa e dot blot demonstraram um menor teor de vitelina no estagio
intermediario da embriogénese em ovos colocados por fémeas tratadas com
dsTOR quando comparado com controles (Figura 29). Da mesma forma,

também observamos um menor teor de proteina total nesses ovos.
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Figura 29. SDS-PAGE e dot blot anti-VT de amostras de ovos de 9 dias colocados por
fémeas tratadas com dsRNA.

Ovos de fémeas tratadas com injecdo de dsRNA (dsGFP e dsTOR) ou PBS foram
coletados no estagio intermediario (9 dias apdés a oviposicdo). As amostras foram
utilizadas para determinacédo do teor de vitelina por SDS-PAGE e dot blot.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi identificado que a via de sinalizagdo insulina/TOR
esta envolvida no controle da formacao de ovos do carrapato R. microplus e
consequentemente interfere no desenvolvimento embrionario. Este fenébmeno
foi demonstrado através das seguintes estratégias: (i) Analises da
conservacdo de alvos da via através de sequenciamentos para RmTOR,
RmS6K e Rm4E-BP1, ainda ndo descritos para este organismo, (ii) anélises
dos efeitos da inibicdo quimica da RmTOR sobre a viabilidade de células
embrionarias do carrapato bovino BME26 através de ensaios de viabilidade e
marcacao com fluoroforos, (iii) andlises de possiveis regulagdes da via de
sinalizagdo insulina/TOR nas células embrionarias BME26 através da inibi¢cdo
guimica e do silenciamento génico dos principais alvos reguladores, (iv)
analises dos perfis transcricionais dos alvos deste estudo durante a
embriogénese a través da analise de PCR em tempo real e (v) estudo dos
efeitos do silenciamento génico da TOR no desenvolvimento ovariano,
depdsito de vitelina, oviposicdo, desenvolvimento embrionario e taxa de
ecloséo.

Este estudo foi desenvolvido a partir da descricdo do envolvimento da
cascata de insulina no controle do metabolismo do glicogénio e na viabilidade
celular desenvolvido previamente em células embrionarias BME26 (Anexo 2).
Neste trabalho foram caracterizados dois alvos, também estudados nesta
tese, a RMAKT e a RmGSK-3, fundamentais no controle do metabolismo do
glicogénio durante a embriogénese do carrapato bovino (Figura 2).
Previamente, verificou-se que a RmMAKT e RmMGSK-3B tém transcricdo
relativa diferenciada durante a embriogénese, destacando-se dois picos
caracteristicos: um no inicio da embriogénese 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 correlagéo existiria entre a
via de sinalizag&o por insulina e a via TOR. Para isso, foi demonstrado que
sequéncias de nucleotideos parciais ou completas que codificam para as
proteinas TOR, S6K e 4E-BP1 sdo conservadas no carrapato R. microplus

(Figuras 8 a 10, Tabelas 5 a 7). Classicamente, a proteina TOR é
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estruturalmente definida pela presenca de varios dominios conservados,
como os dominios de repeticio HEAT, os dominios alvo de adeséo focal
(FAT), dominio de ligagdo a rapamicina (FKBP12 ou FRB), um dominio
quinase e o dominio terminal FATC (YANG et al., 2013; MAEGAWA et al.,
2015). No carrapato R. microplus, a sequéncia de aminoacidos deduzida do
ORF para RmTOR foram identificados trés dominios: o dominio FRB, 0
dominio catalitico e o dominio FATC, que demonstram ter um alto grau de
identidade com sequéncias ortologas (Figura 8 e Tabela 5). Os principais
alvos desta proteina sdo a proteina ribossomal S6 (S6K) e a proteina de
ligacdo do fator 4E iniciador da traducdo em eucariotos (4E-BP1) (DOWLING
et al., 2010; LAPLANTE; SABATINI, 2012; YOON, 2017), parcial ou
completamente sequenciadas neste estudo (Figuras 9 e 10).

A sequéncia de aminoacidos deduzida do ORF para S6K possui parte
do dominio catalitico conservado para este alvo (Figura 9) (HANKS; QUINN,
1991; HUNTER, 1991). De forma similar, a sequéncia de aminoé&cidos
deduzida do ORF para 4E-BP1 possui trés motifs conservados descritos na
literatura: o RAIP, o TOS e o YXXXXLg, que funcionam como importantes
sitios regulatérios (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
proteinas foi considerado como moderado, pois a porcentagem variou entre
40 a 78% quando comparadas as sequéncias ortélogas (Tabela 6 e 7). No
caso da 4E-BP1 vale a pena destacar que trés isoformas desta proteina
foram identificadas em vertebrados (PAUSE et al., 1994; ROUSSEAU et al.,
1996; POULIN et al.,, 1998), enquanto apenas uma isoforma tem sido
identificada em artropodes (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.

Apés anadlises sobre a conservacdo de alvos da via ainda néo
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 embrionarias BME26 foram
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expostas a insulina exdgena e a transcricao relativa de dois componentes da
via, RmAKT e RmTOR, foram avaliadas. Foi observado uma maior
transcricdo relativa dos dois alvos quando as células foram incubadas com
insulina na auséncia de soro fetal bovino em comparacdo aos tratamentos
controle (Figura 11). Estes resultados sugerem que existe uma sinalizacéo
por insulina que estimula a transcri¢do relativa da RmAKT e da RmTOR no
carrapato bovino. Essa interagdo 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 abundancia de mRNA codificando para
RmAKT foi mais acentuada quando comparada com a transcri¢ao relativa da
RmTOR nas mesmas condi¢cdes (Figura 11). Isto pode ser atribuido a
regulacéo direta que a insulina tem sobre RmAKT, anteriormente descrita na
literatura pelo nosso grupo (DE ABREU et al., 2009, 2013). Assim, ja foi
demonstrado que a linhagem de células embrionarias BME26 exibe um
mecanismo responsivo a insulina exdégena e que 0 eixo
insulina/RMAKT/RmGSK3- esta envolvido no metabolismo do glicogénio 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 sintese de ecdisterdides
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
exdgena em diferentes tecidos, ILPs ou seus transcritos sdo detectaveis em
numerosos tecidos de mosquitos, incluindo as cabecas e intestinos médios
de A. aegypti e de A gambiae (RIEHLE et al; KRIEGER et al.; apud KANG et
al., 2008). Em conjunto, essas observacdes sugeriram que a insulina ingerida
com sangue poderia funcionar como um sinal para mdltiplos tecidos do
mosquito, para ter efeitos de longo alcance sobre a fisiologia destes
artropodes vetores (KANG et al., 2008).

Tendo como base estes estudos, considerou-se reconhecer outras

informacdes fisiolégicas e de controle molecular importantes no
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desenvolvimento embrionério do carrapato R. microplus para 0os novos alvos
analisados. Neste sentido, foram feitos ensaios para avaliar os efeitos da
inibicdo quimica da RmTOR sobre a viabilidade celular (Figuras 12 a 14).
Células BME26 tratadas com concentracfes de rapamicina superiores a 0,12
MM apresentaram uma diminuicdo significativa na viabilidade celular quando
foram feitas analises tanto com MTT como contagem celular (Figura 12 e 13).
A concentragao de 8 uM causou a reducao de 49% da viabilidade celular; no
entanto, nenhuma concentragéo atingiu ou superou o ICso (Figura 12B). Isto
provavelmente se deve a que se atingiu a eficacia maxima do inibidor neste
tipo celular.

Além disso, foi observado que as células BMEZ26 tratadas com
concentragdes superiores a 0.2 uM demonstraram uma maior intensidade na
coloracdo com iodeto de propidio 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 linfécitos T e células endoteliais (BARILLI et al., 2008; WANG et al.,
2012). Provavelmente este efeito pode ser causado pelo mecanismo de acao
da rapamicina sobre a proteina TOR.

Vérios efeitos tem sido demonstrado para este inibidor, tais como:
promove uma parada na fase G1 do ciclo celular que bloqueia a transicéo de
fase Gl para a fase S em fibroblastos e células B-CLL
(HASHEMOLHOSSEINI et al., 1998; DECKER et al., 2003). Também pode
causar a desregulacdo das duas proteinas efetoras da via, a S6K e a 4E-
BP1, causando impacto negativo no inicio da traducdo cap-dependente
(BERETTA et al., 1996), na migracao 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 proteina
TOR esteja envolvida no processo de viabilidade celular na linhagem de
células BME26 é provavel que seu papel fundamental ndo esteja somente
relacionado com este processo e sim por efeitos em cascata que afetam este
e outros fendbmenos, ainda ndo estudados neste modelo experimental.

Posteriormente, com o objetivo de estudar a interconexao entre as vias

de sinalizacdo insulina/TOR no carrapato bovino, buscou-se estudar a
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transcricdo de alvos a jusante quando silenciados ou inibidos alvos a
montante (Figuras 17 a 22). Os resultados mostraram uma transcricdo
relativa menor para S6K e 4E-BP1 quando as células BME26 foram tratadas
com rapamicina quando comparadas com células controle, demonstrando um
efeito inibitério e sugerindo uma funcéo potencialmente conservada da via de
TOR em carrapatos (Figura 22). Neste ponto, vale a pena destacar que o
tratamento com rapamicina tém permitido a investigacdo dos papéis da via de
sinalizacdo TOR em diversos processos, por exemplo: regulacdo do
hormoénio juvenil e expressdo de vitelogenina na barata Blatella germanica
(MAESTRO; COBO; BELLES, 2009); dep6sito de proteinas importantes para
a embriogénese em fémeas de Aedes aegypti alimentadas com sangue
(GULIA-NUSS et al., 2011; PEREZ-HEDO; RIVERA-PEREZ; NORIEGA,
2013); e regulacdo das proteinas S6K e 4E-BP1 em diferentes organismos
artrépodes (STEWART et al.,, 1996; MONTAGNE et al., 1999; OLDHAM et
al., 2000; UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b).

Em contraste com o resultado anterior, ndo foi observada nenhuma
diferenca na transcricdo relativa de alvos a jusante em células BME26
guando foram tratadas com os inibidores quimicos de AKT ou GSK-3f
(Figuras 20 e 21), sugerindo que estas proteinas ndo estdo envolvidas na
regulacdo de S6K e 4E-BP1. Além disso, quando as células BME26 foram
tratadas com RNAIi para AKT, GSK-3B ou TOR, a transcricdo de alvos a
jusante também parecem ndo serem afetadas (Figuras 17 a 19), sugerindo
gue o efeito de silenciamento génico nao foi, aparentemente, suficiente para
afetar a funcdo protéica e que a regulacdo ocorre, principalmente, a nivel
pos-transcricional, como classicamente tem sido descrito (ALlI; HOEFLICH;
WOODGETT, 2001; RIEHLE; BROWN, 2003; HAY; SONENBERG, 2004;
SARBASSOV et al., 2005; ALBERT; HALL, 2015).

Os eventos iniciais da embriogénese caracterizam-se pela auséncia de
transcricdo de mRNA zigoticos. Assim, dois processos acontecem durante a
transicéo 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 € 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 sinalizacdo TOR na
embriogénese do R. microplus, foi avaliado o perfil transcricional da RmTOR,
RmS6K e Rm4E-BP1 durante o desenvolvimento embrionario deste
organismo (Figura 23). Como comentado anteriormente, o perfil transcricional
de RmMTOR demonstra uma grande deposicdo de mRNA de origem materna
no primeiro dia da embriogénese (Figura 23B), seguido por niveis menores
de transcricdo durante a fase intermediaria. Quando analisadas as fases
finais, em que o fechamento dorsal estd acontecendo e o embrido esté quase
finalizando seu desenvolvimento, foi observado que os niveis de transcricao
da TOR apresentam niveis maiores de transcricdo equivalentes ao estagio
inicial, o que sugere a transcricdo zig6tica deste alvo nesta fase. Um perfil
similar foi observado para RmGSK-3p (LOGULLO et al., 2009). Neste ponto,
vale a pena destacar que em mosquitos, a TOR serve como uma reguladora
chave para completar a vitelogénese (HANSEN et al., 2004, 2005). Estes
estudos demonstraram que a inibicdo quimica da TOR com rapamicina ou
deplecdo de genes mediada por RNAi em mosquitos adultos resulta em uma
significativa regulacdo negativa da transcricdo de vitelogenina apos estimulo
com aminoacidos, que afeta tanto a constituicdo do corpo gorduroso como o
desenvolvimento dos ovos (HANSEN et al., 2004, 2005).

Com relacédo aos perfis transcricionais de RmS6K e Rm4E-BP1 na
embriogénese do carrapato bovino (Figura 23 C e D) foram observados
niveis de transcricdo maiores no primeiro dia apds a oviposi¢ao, seguido de
niveis menores nos dias seguintes de desenvolvimento, 0 que sugere que 0
embrido 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
vitelogénese via ativacdo da S6 quinase (S6K) no estagio pré-ovipositional
(UMEMIYA-SHIRAFUJI et al., 2012b) e a 4E-BP1 é altamente relevante para
o armazenamento de lipidios durante os periodos de privacdo alimentar
(KUME et al., 2012). Estas duas proteinas, a S6K e a 4E-BP1 também estéo
relacionadas ao desenvolvimento de embrides em outros modelos. Por
exemplo, em Xenopus laevis, a atividade da S6K é maior imediatamente

apos a fertilizagdo, presumivelmente por alterar a capacidade de traducgéo
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para mRNAs que ndo possuem uma regiao 5-TOP (SCHWAB et al., 1999).
Além disso, em embribes de ourico-do-mar, Sphaerechinus granularis, a
dissociagdo de 4E-BP1 de seu alvo, o fator de iniciagdo eucaridtica 4E
(elF4E), é funcionalmente importante para a primeira divisdo mitotica
(SALAUN et al., 2004; SALAUN et al., 2005). No mosquito Aedes aegypti, a
deplecdo do gene S6K mediada por RNAi demonstrou que a via TOR é
necesséria para o desenvolvimento de ovos de mosquitos (HANSEN et al.,
2005), enquanto a deplecdo da 4E-BP1 afeta a longevidade e é critica na
modulacdo de eventos translacionais que dependem de condi¢des
nutricionais, de desenvolvimento e estresse (ROY; RAIKHEL, 2012).

Quando foram analisadas as fun¢cdes da RmTOR in vivo usando
silenciamento génico em fémeas parcialmente ingurgitadas, foi observado
guatro fendmenos importantes: i) os ovarios de fémeas tratadas com dsTOR
mostraram um desenvolvimento ligeiramente retardado em comparagdo com
0s grupos controle (Figura 25); ii) os ovos colocados por fémeas tratadas com
dsTOR mostraram uma aparéncia externa atipica quando observados em
contraste com a morfologia tipica de ovos dos grupos controle (Figura 26); iii)
0s ovos colocados por fémeas tratadas com dsTOR apresentam uma
reducdo significativa do contetdo de vitelina assim como um menor teor de
proteina total quando comparados aos ovos do grupo controle (Figura 29); e
iv) o peso das larvas e a taxa de eclosdo foi afetada pelo tratamento com
dsTOR, pois uma reducdo significativa foi observada neste grupo em
comparacdo com o0s grupos controle (Figura 28). Ao mesmo tempo, foi
demonstrado que os efeitos observados ndo foram provocados pela
alimentacdao artificial, pois todos os grupos se alimentaram homogeneamente
(Figura 27A). Em conjunto estes resultados reforcam um papel fundamental
da RmTOR na embriogénese do carrapato bovino R. microplus.

Os dados apresentados até o momento corroboram os estudos
desenvolvidos em outros artropodes. Por exemplo, em D. melanogaster,
guando usada a tecnologia de RNAs de hairpins curtos (do inglés short
hairpin RNA ou shRNA), observou-se que os ovos de fémeas tratados com
ShRNA-TOR eram menores que 0s 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 utilizacdo da técnica de interferéncia do RNA para
genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da insulina e da TOR demonstrou
gue ambas cascatas desempenham papéis-chave na sintese de vitelogenina
e na maturacdo dos ovocitos (PARTHASARATHY; PALLI, 2011). No modelo
Nilaparvata lugens, um hemiptero que se alimenta de plantas de arroz, foi
demonstrado que a via de sinalizagdo TOR induz a biossintese de hormonio
juvenil que, por sua vez, regula a sintese de vitelogenina mediada por
aminoacidos (ZHAI et al., 2015; LU et al., 2016). No modelo Lepeophtheirus
salmonis, uma espécie de piolho de salméo, o silenciamento génico mediado
por RNAi da TOR demonstrou efeitos na maturacdo 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 reproducao do carrapato R. microplus e quando analisados
com dados anteriores do grupo (DE ABREU et al., 2013) reforcam a hipotese
gue a via insulina/TOR/AKT representa um sistema regulatério decisivo na
embriogénese de Rhipicephalus microplus. Vislumbra-se entdo 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 inibicdo quimica em outros processos celulares deste

carrapato na tentativa de buscar um aprofundamento deste trabalho.



91

CONCLUSOES

1. Os ORFs da RmTOR, RmS6K e Rm4E-BP1 foram sequenciados.
Quando analisados através de alinhamentos com sequéncias
ortdlogas, os alvos demostraram identidade de 98 a 58% no caso da
RmMTOR, 78% e 44% para RmS6K e 74% a 40% para Rm4E-BP1.

2. Foi demostrado que insulina exdgena pode estimular a via de
sinalizacdo AKT/TOR, como relatado em outros organismos
artropodes. Assim mesmo, os alvos RmAKT e RmTOR demonstraram

ser importantes na manutengao da viabilidade celular.

3. Existe um efeito inibitério da rapamicina para alvos a jusante da via de
sinalizacdo TOR, sugerindo uma fungéo potencialmente conservada
desta via em carrapatos. No entanto, quando as células BME26 foram
tratadas com RNAI para AKT, GSK-3B ou TOR, a transcrigcdo de alvos
a jusante ndo pareceu ser afetada sugerindo que o efeito de
silenciamento génico néo foi aparentemente suficiente para afetar a
funcdo proteica e que a regulagcdo ocorre principalmente no nivel pos-

transcricional.

4. O perfil transcricional de RmTOR demonstra uma grande deposicao de
MRNA de origem materna no primeiro dia da embriogénese, seguido
por niveis menores de transcricdo durante a fase intermediéria.
Quando analisadas as fases finais foi observado que os niveis de
transcricdo da RmTOR apresentam niveis maiores de transcricao
equivalentes ao estagio inicial, o que sugere a transcricdo zigotica
deste alvo nesta fase. Com relacdo aos niveis transcricionais de
RmS6K e Rm4E-BP1 na embriogénese do carrapato bovino foram
observados niveis de transcricdo maiores no primeiro dia apés a
oviposi¢do, seguido de niveis menores nos dias seguintes de
desenvolvimento, o que sugere que o embrido depende dos transcritos

de origem materna destes alvos para se desenvolver.
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5. O tratamento com dsTOR em fémeas parcialmente ingurgitadas
revelaram ovarios com desenvolvimento ligeiramente retardado, os
OoVvOS ovipostos mostraram uma aparéncia externa atipica e reducgéo
significativa do contetdo de vitelina assim como um menor teor de
proteina total, e o peso das larvas e a taxa de ecloséo foi afetada pelo

tratamento.
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ANEXOS

ANEXO 1

Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da RmTOR, RmS6K e Rm4E-
BP1 depositadas no Genbank

e RMTOR (Cddigo MK598842)

Sequéncia de nucleotideos:
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

Sequéncia de aminoacidos:
YQRSLNVKDLTQAWDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLMCRDFELA
VPGSYNPNQPVIRIARIESSLQVITSKQRPRKLCIKGSNGKDYMFLLKGHEDL
RQDERVMQLFGLVNTLLVNDPETSRRNLTIQRYSVIPLSTNSGLIGWVPHCD
TLHTLIRDYRDKKKILLNIEHRIMLRMAPDYDHLTLMQKVEVFEHALEHTNGD
DLAKLLWLKSPSSEVWFDRRTNYTRSLAVMSMVGYVLGLGDRHPSNLMLD
RLSGKILHIDFGDCFEVAMTREKFPEKIPFRLTRMLINAMEVTGIEGTYRMTC
AKVMKVLRGNKDSLMAVLEAFVYDPLLNWRLMDAQPKVKHSKTRGGSAPC
SHDQGDILEAVDIGSQPTAKKAVDAVSGIGDSEGGQPEALNKKALAIINRVR
DKLTGRDFAPDETLDVPEQVELLIKQATSHENLCQCYIGWCPFW

¢ RmMS6K (Codigo MK598841)

Sequéncia de nucleotideos:
AGGACCTCTGTCCTCATGACGTCCTTTTGGGAGAAGGGGGTCATGTGGT
CCTCACGTACTGCTGCTACTTCAATTGTGTTGATCGGTCACCCAGTCAGT
TTGCTCGGGAGAATCAGTATTGTGCTCCAGAAATCGACAACTTGGGTCC
TGTGACGCCAGCATGTGATTGGTGGAGTTTTGGAGCGCTGTTGTACGAG
CTGTTCGCTGAAGCTCCATTGATATTATGCCATCCCGGTGGTGTTACACC
AAGCACTCGCCTTTATATTCCCGCCCATGTTTCTGCCGAAGCTGCAGACT
TGTTGGAAAAGCTCTTGGAATACCATGCTCATCAGCGTCTTGGCCACGG
CCCCACGGGCACCGAAGACGTCAAGCGTCACCCCTTCTTTGCAGCGATA
GACTGGAAAAGAATGAGTCTCCCGAAGTGA

Sequéncia de aminoacidos:
DLCPHDVLLGEGGHVVLTYCCYFNCVDRSPSQFARENQYCAPEIDNLGPVT
PACDWWSFGALLYELFAEAPLILCHPGGVTPSTRLYIPAHVSAEAADLLEKLL



EYHAHQRLGHGPTGTEDVKRHPFFAAIDWKRMSLPK

e RmM4E-BP1 (Cddigo MK598840)

Sequéncia de nucleotideos:
ATGTCTGCACACTCTCCCGAGCACAAAGTGACCACTAGCCGCAGCATAC
CGACTCGGCGGATTGTCATCAACGATGCGAGTCAGCTGCCTCAAGACTA
CAGCTCGACGCCCGGGGGCACCATATTCTCCACCACTCCGGGTGGCTC
ACGCATCGTCTATGACCGGAGCTTCCTTATGCAGATGCGCCACTCTCCA
TTGGCCCAAACGCCACCCAAAGACTTGCCTGTGATCCCTGGGGTGACCC
TTTCCAGCAGCCCAGATGTCTCCAAGGCCAGTGGATCTCCCATGAAGCC
CACAGAGAATGGTGCTTTGTCATCTCCAATCAAGGGTGCCAAGCCTGAA
GGATCGGGTGACGAACCACAGTTTGCAATGGACATCTAG

Sequéncia de aminoacidos:
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.
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mohbilization. Glucose and ghyoogen levels have been shown to o=l
late during Rhipicephales microphes embryogenesis in a way mreatly
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supparted by gluconeogenesis [1]. Additionally, during tick embryo
development, the transition from syncytial to cellular blastoderm
represents not only a decisive moment in embryo formation, but
alsoa shift in embry metabolism in onder to reduce the consump-
tion of glucose reserves coupled with increased protein degradation
to sustain ghiconeogenesis [1.2] Interestingly. cellular processes
that take place before and after Aedes aegypti mosquito embryo
grmbandretraction are known to greatly affect glucose metabolism
aswell [3]

Globally, ectoparasites have medical, veterinary and economic im-
portance, primarily due to their ability to tanamit a diverse mnge of
pathogens, and also due to the toxic and i mmunosIppREe i Compo-
nents in their saliva [4). Thus, elucidating the physological processes
of disease vectors is central to the development of new control
methods. The establishment of tick cell lines provided a powerful tool
for sudying vector- pathogen interactions at cellular level and akso to
understand the mechanizms behind pestidde resisance |5-8). A better
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undersanding of the physiolegical and metabdic proceses used by
these cells may contribute to the discovery of nowel pathiways that can
be targeted in the design of anti-tick control measures [9,10).

Cell metabolism, growth, survival and replication are de pendent on
extracellularsignals that require rece ptor-mediated transduction to in-
tracellular components [11]. Growth factors responsive machinery co-
ardinates such events in a mechanism whose components are highly
conserved in metazoan species: the phosphoinsitide 3-kinase [PEEK)Y
AKT [alzo known as protein kinase B, PKE) pathway [12,13]. In mam-
mals, the activation of FOK/AKT pathway facilitates glucose uptake in,
but mot limited to insulin-responsive tisaies [14-16). Mormally, 3K
iz activabed upon stimulation of membrane receptor tymsine kinase
[RTK], G protein-coupled receptors [GPCRs) and oytokines receptors
vig extracellular growth factors [17]. Activated PI3K generates phos-
phatidyinositod lipids which lead to recruitrnent and activation of addi-
tional kinases, especially AKT. AKT activation is fully accomplished by
phosphorylation at two specific residues and represents a node of
major regulation of the many cellular effects of insulin/insulindike
growth factors signaling pathway [15P) [18-21). A diversity of AKT sub-
stratesis associated with the promotion of cell sunvival, inhibition of ap-
optosis, stimulation of ghycogen, protein and lipid synthesis, i nhibition
of gluconecgenedis and promotion of gymlytic enzymes [12]

Previous studies reported the immunode tection of insulin-like pro-
teins in tick syngangion [22-24]. Although such endogenous peptides
remain to be identifed, IGF-binding proteins [ [GFEP) have been charac-
terized in ticks hefore, suggesting modulation of the insulin IGF path-
way to complete blsodmeal acquisition [25]. Moreover, the BME2G
cell linewas shown to be responsive to the addition of exogenous insu-
lin that is marked by an increase in ghycogen content, and this effect was
completely abolished in the presence of PBEK inhibitors [26]. Insuin ad-
dition alonewas also able to alter the relative transcription of 3K reg-
ulatory subunit p85. Recent identification of AKT in parthe nogenic
Hoemaphysalis langicomis ticks points to its role in blood feeding and
cell and organ growth in adult stages [27].

One of the target pmteins negatively regulated by the PI3K/AKT
pathway is glycogen synthase kinase 3 (GSK3), a conserved eukarny-
otic serine,threonine kinase, which is inhibited by phosphonylation
at Ser*' (GSKa) or Ser” [GSKR) positions by AKT [28] GSK3 is
reported to affect sewveral cellular functions such as cell opcle, gene
transcription, apoptosis and development, besides its role in carbo-
hydrate metabolizm, where it inhibits glyoogen aynthase by phosphor-
ylation. Tick GSK3 exdstsonly in one isoform, and it has been found that
its enzymatic activity is inversely related to embryo ghroogen content
| :29). Similady, mosquite GSK3 adivity also vared oppostely with ghy-
cogen content dunng initial s@ges of A. gegypt embnyo devel opment
3] Importanthy, GSK3 activity is also necessary for tick oviposition
and egg viahility, as evidenced from both chemical inhibition and
adult gene knockd marn [30]

Although GSK3 role in oviposition and embryo development has
heen characterized in other models [31], the upstream regulators that
contrel tick metabalism are unknown. Herein, we report the identifica-
tion and cloning of an AKT from R microphes, and characterized its role
in ghycogen metabalism and cell viability as an upstream regulator of
GSE3 in BME2G cells using both RMA inerference (RNAi ) and chemical
inhibition methods The antagonistic mles observed for AKT and GSK3
strongy suggest that audh a signaling axis is conserved in tick embnyos.

2 Experimental procedures
2.1. Chemicals

The AKT inhibitor 10-DEBC {10-4'-{N.N-Diethydamino)butd}-2-
chlomphenoxazine hydrochleride ) and PI3K inhibitor, wortmannin,
weme purchased from Tocris Bioscience [Ellisville, MO, USA).
L¥204002, an additional inhibitor for POK was purchased from
Calbicchem [San Diego, CA USA). GSK3 inhibitor, alsterpaullone

{9-Mitro-7, 12-dihydmindole [3.2-d)[ 1 Jbenzaz epin-6(5H)-one), Hoedhat
33342, Propidium iodide, MTT [3-{4.5-Dimethy-2-thiazolyl)-2.5
diphenyl2H-tetrazoliuvm bromide], Leibovitz's 15 culture medium
and oe-amiloglucosidase were purchased from Sigma Chemical Co.
(5t Louwis, MO, USA). Fetal bovine serum [FBS) was obtained from
Nutricell Mutrientes Celulares [Campinas 5P, Brazil ). Other reagents
and chemicals used were of anahrtical grade and purchased localhy.

22 BMEXG cell line

Cells were maintained as previously described | 32). Attached cells
from confluent flasks (25 cm®) were resuspended in fresh complete
medium wsEng a 22-gauge needle with bent tip fitted to a 5-mil plastic
syringe. Cells were passaged every 3—d weeks, and the medium
replaced weeldy. Culture density was determined using a Meubauer
hemocytometer and cell viahility was determined by tryrpan blue exclu-
sion [DL4E Sigma) technigue. Two weeks prior to their use in experi-
ments, synchronized cells were prepared by tmnsfming 1:x 107 cells
into 5 mL of fresh complete medium [ final volume ), and incubated at
34 °C to promaote doubling (within 2 weelz), and the medium replaced
weeldy. BME2G cell line is derived from embryos of different ages of
Rhipicephalies microphes ticks. first isolated in the 19805 and described
in 2008 [32].

2.3, Vighility assay

BME26 cell suspension was seeded into 24-well plates (5=
10 cells/well) to a final volume of 500 pl. of complete medium and
allowed to attach. After 24-h incubation ar 34 "C, chemical inhibitors
were added at the final concentrations indicated, and whereas 0005
D50 was used in negative control wells After 24 h of treatment,
50 pl MTT prepared in serum-free medium (5 mg/mL] was added
to each well. After additional 2-h incubation, media were completely
discarded and 1 mL of acid-isopropy] alcohol (0.15% HClinisopropyl]
akohal) was added to dissolve the formazan crystals. The mixture
was transferred to 1.5-ml fubes, spun at 6000 <g fr 15 min, and
the clear supernatant collected in new tubes for absorbance
measurement at 570 nm using quartz avettes in an U'Vmini- 1240
UW-VIS spectrophotometer [Shimadzu, Japan). Unless otherwise
stated, absorbance values of control reatment were used for nor-
malization [ 100 viahility).

2.4, RmAKT cloning

The degenerate primers, forwand 5'-CARTGCACNACNGTNATY GA-3'
and reverse 5'CCRCACATCATYTCRTACAT-3' | 13] were used to amplify
a jpartial AKT sequence from R micophes egg cDNA containing the
conserved regions of AKT, the PH {pleckstrin homoloegy) and kinase
domains, by touchdown PCRL The cpcling program was as folows:
94 °C for 5 min; 95 *C for 3, 60 °C to 50 °C (decreasing 06 °C at
each cycle) for 45 s, 72 °C for 1 min, 17 cydes followed by 95 *C for
30 5, 48 °C for 45 £ 72" C for 1 min, 40 cycles; and a final extension at
T2°C for 5 min, in 200l microtubes. A T8-bp PCR product was puri-
fied using the Gene Clean 11 DMA purification kit (QBiogene, Carlshad,
CA, USA), and cloned into pGEM-T wedor [Promega, Madizon, WL
USA) acconding to the manufacturers instructions, follewed by propa-
gation in Escherichio afi [DH5q strain). Recombinant plasmid DNA
was extracted using Qiagen Miniprep kit (Qiagen, Hilden, Gemany)
and DMA sequencing performed by CEQ 2000 Dye Terminator Cycle
with Quick Start kit (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USAL). To
obtain the entire cDMA sequence coding for RmAKT, 3* and 5'-RACE
[rapid amplification of cDMA ends) amplifications weme performed
using the nudeotide sequence of the 793-bp amplified fragment
The first-strand cDMA for 3'-RACE was obtained through the reaction
af SuperScript™ 1 Beverse Transcriptase | Invitrogen) with total ENA
and an olige [dT) adaptor primer. The cDMA was amplified with the
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gene-specific forward primer and adaptor primer. First-strand cDNA
fior 5'-RACE was synthesized from total RMA using the oligonucleo-
tide 5-CCTTCAZGAACTCAAAC-3' and reverse transcriptase enzyme,
as spevified by the manufacturer [ Invitrogen, Carlshad (A, USA). The
PCR-amplified dC-tailed cDMA was made using the abridged anchor
primer AUAP and a nested gene-specific primer 5 -CCTTGAGGAAC
TCAAAG-3'. A second nested specific primer 5-CCACTCCTCOGTCOC
TTGEEC-3 was wsed to perform a scond PCR. The product was
cloned into pGEM-T and sequenced. Subsequently, using primers
designed from the 5'-RACE (forward primer ATGATGGAAGOGCC
ATTGGC) and 3'-RACE (reverse primer TCAGCAGAGCATGGCCT
TCCOGGTC) products, the full-coding cDMA was amplified by RT-PCR
and sequenced to confirm the coding region of AKT. The amplified
fragment was cloned into pGEM-T and sequenced.

2.5 Sequence analyses

Mucleotide analysis and deduced amino acid sequenceswene camried
out using a commercial software paclkage, GEMETYX-Win wersion 4.04
[ Software developmen tCo. LTD., Tokyo, Japan) and with BioEdit verson
T049.0 [34]. The new saquence was alimnad with related sequences re-
trieved from the Genbank usng CLUSTAL W [35], and conserved regions
identified by the PROSITE algorithm [36]. A phylognetic ree was
oonstructed using neighbor-joining method [37] executed in Mem wr-
sion 5.0. module.

2& Double-stmnded RNA [dsRNA) synthesis

A595-bpdsRNAwasdesgned for B microphes AKT coding sequene.
Since R micraphes genome is not yet available, dsRNA specificity and po-
tential off targets were estimated from similar genes in other spacies
with de’heck [Drosophils melonogaster and Romues novergicus) [38)
and DEQOR (0. melonogaser and Anopheles grmbige) |39)] programs. OF
igonucleotide primers containing T7 promater sequences |lower case
letters) for in viro transcription and synthesis of dsRNA were synthe-
sized to amiplify the DMA-encoding tick AKT (595 bp) (GenBank Acces-
sion number [X&48548). The primer squences were as bllows:
RmAKTITTf  5'-taatacgactcactatagggTCACCCTOR ACAACTTTCACTTOCT
C-3, and RmAKTITTr 5'-taatacgactcactatagegATTTCATACATGACCACG
CCOCAGC-3'. The amplicon (&35 bp) generated from 1-day-old eggs
cDMA were purified by gel fillration in a 5400 spin column
(Amersham) and a 2-pg aliquot was used for in vio tanschp ton of
dsRMA using the T7 RibohMAX™ Express RMAi System | Promega ). Pur-
fication of dsRNA was performed acconding to manufacturer's instrsc-
tions, quanttated at 260 nm and its integrity confimed by agarose
] electrophoresis. Double-stranded RMNA synthesis for RmGSEIf was
conducted as desaibed previoudy [30]. The negative control fior BRNAI
induced gene silencing was an unrelated dsRMA designed for E cali
Frmlactesidase |kindly donated by Professor Marcos H. Sorgine,
Institute de Bioquimica Médica ([BgM), Universidade Federal do Rio
de Janein [UFR])]. Double-stranded RNA complexes dzes: dsAKT -
635 bp, dsCN — 800 bp and dsCSK — 798 bp.

2.7. dsRNA delivery into BME2E cells

EME26 cell suspension was seeded into 24-well plates (5=
10° cells/well] to a final wlume of 500 pl of complete medium.
After 24-h incubation at 34 °C, culture medium was replaced by
200 pl of fresh medium containing 4-8 pg of dsENAAwell and the
plate was gty mixed After additional 24-h incubation, 300 pl of
complete med iumwell were added, and kept at 34 "Clor 48 h [8]. Cul-
ture meedium was then fully replaced by 500 pl of fresh complete medi-
um and incubated for additional 72 h. Cells were then collected and
processed as indicated (prolonged exposure assay ). Alternatively, calls
wemeexposad to dsRNA for 24 hin 200 pland then collacted for assays.

28, Confirmaton of gene slencing by RT-gFCR

Tatal RMA was extracted using Trizol Reagent (Invitrogen) from
cells exposad to dsRNA for 24 b Two micrograms of total RNA were
reverse transcribed with High Capacity cDMA Reverse transcription
kit (Applied Biosciences). qFCR amplifications were performed with
a LightCycler 1.5 capillary platform [Roche ) Serial dilutions of the
cDMA were used to construct calibmtion curves and amplification
efficiencies [85-100% ) determined for each setof primer pairs hased
on the calibration curves in 10-pl reactions. The sequences of
the primers used were: 5-CAACTTCOCCACTCAGCACCA-3' | forward).
5-COCTCCAGATOC TGAACTTGT-3' (reverse) for RmAKT (T, =56 °C,
Amplicon 86 bp). Specific primers for & micraples Elongation Factor
1A (EIf1A) {accession number EWET9365) [40], for RmSK3 | acce sion
number EF142066) [29) and for Rma05 ribosomal protein [ accession
no. BWETS2E] [41) weme the zame as described previously. Relative
expresion wasdetermined wsing the Cp valses from each run on Rela-
tive Expression Software Tool—REST [42). Bf1A was used as meference
ne for RmAKT analysis and Rma0S was the reference gne for
RmESK3 analysiz cDMNA from BME2E not exposed to dsRMA was used
as calibrator.

29 dycogen content detemmination

Cell lysates [inm triplicate] were incubated with 1 unit
a-amyloghicosidase in acetate buffer (200 mh, pH 4.8) for 4 h at
40 °C The reaction was stopped with phosphate buffer [ 100 mb,
pH 7.4). Liberated glucose was detectad with a commercial kit for
gucose concentration [Glucox®, Doles) at 510 nm. Control condi-
tions (without o-amyoghicosidase ) were used to determine basal
fucose level and subtracted from test conditions. Clycogen content
was determined wsing a standand curve submitted to the same con-
ditions [1), and nomalized by total protein content Results are
presented as mean and standard deviation from three independent
experiments.

210, Membrane integrity analysis

EME26 cells were plated 3= 10° cellwell | over gass coverslips
plaed at the bottom of 24-well plate. Cells were treated either with
dish MA for tick AKT, or with unrel ated dsRMA. After prolon ged exposune
aszay, BMEXG cells were directly stained by adding Hoechst 33342
(0.4 pg/ml, final concentration) for 5 min, and then propidium iodide
(2 pz/ml, final conceentration ) for additional 2 min Incubations at
oo temperature were performed protected from light. Well content
was discarded, coverslips were washed with PBS and mounted owver
glassslideswith 5 pl of ghycerol Cells were observed under floresence
microscope (model Eclipse 80L Mikon, Japan), and pictures were
abtained at 400 = magnification.

211. Pratein de tenmination

Tatal protein was determined according to Bradford [43], using
baovine serum albumin as standard.

212 RmAKT expression during embryogenesis

Total RMA was extracted from B micraphes eggs on different days
after oviposition with TRIZOL reagent (Invitrogen) acconding to the
manufacturer’s protocol One microgram of total RNA was comverted
into complementary DNA with the High Capacity cOMA Reverse tran-
srription kit [Applied Biosciences) (uantitative PCR analysis was
performed using 200 ng of cDNA in 10-pl reactions in a LightCycler
platform as described above. Relative expression determination was
performed as desoibed aadier, using one-day-old eggs as calibators,
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and EIfiA as reference gene. The results represent mean + 5D from 3
different experiments performed in triplicates (independent samples).

213, WMmavialer Bght expasine

BME2E cells treated with dsRMA for tick GSK3 were exposed to LUV
light {254 nm) within a distance of 54 cmy, for & min in orderto induce
celldeath [44]. After treatment, cells were incubated for 24 hand viabil-
ity deerminad by the MTT asmay. Values were normalized with cells
naot treated with dsRMA and comparisons done with treatment with
unrelaed dskNA

In othe r experi menits, BMEX cell swe re incubated with alsterpa ullone
arvehicle alone (0U05E DMSO) for 60 min at 34 °C prier to UV lightexpo-
sure {15 min), and cell viability was determined by MTT after additional
24-h incubation. Viability vahes were normalized by those obtained for
cells invehicle alone not exposed to LUV,

2.14. Statistical analysis

Mon-parametric analyss was used in ghroogen and viahility com-
parisons between inhibition/knock down of AKT and GSK3. Results
fior AKT expression were analyzed by one-way ANOVA The GraphPad
Prism 503 Software was used in all analyses.

3. Results
3.1. AKT or GSK3 inhibition has different offacts on BME2 cell viahiliny

To examine the effects of AKT inhibition on viability, BMEXS cells
were treated with different concentrations of 10-DEBC [AKT inhibitor)
or vehick alone (0L05E DMSO) for 24 b Cell viability as determined
by MTT, which revealed that AKT inhibition with 10-DEBC decreasad vi-
ahility ina dose-dependent manner within the range of 24 and 96 ph
[Fig. 1A). Cell viahility was slightly altered up to 24 ph 10-DEBC, but
it significantly decreased in the presence of 48-9& ph 10-DEBC. The
s value for 10-DEBC inhibitor was determined to be approdmately
48 pM (insert). In order to determine the effects of 10-DEBC on glyoo-
gen content, we used concentratons lower than the comesponding
ICs Alsterpaullone, a chemical inhibitor of GSK3, had no significant
effect on BME26 viability, when wsed in concentrations Rnging from 4
to 400 nM (Fig 1B] Treament with PI3K inhibitors [Y204002 and
wortmannin mildhy affected BME2E viability (Supplementary Fig. 2).

3.2 Effects of AKT and GSK3 inhibition on BMEX glycagen comntent

The participation of AKT and GSK3f in glycogen metabolism in
BME2E celk was determined by culturing them in the presence of in-
hibitors in the growth medium. Glycogen content decreased 304%
and 36.5% in cells exposed to 6 and 12 pM 10-DEBC, respec tively, com-
pared tocells treated with vehicle alone [(U5E DAMEO) (Fig. 24). On the
other hand, cells treated with 1 pM alsterpaullone [GSK3 inhibitor)
showed a nearly 50% increase in ghycogen level (g 2B

3.3. Cloning and segquence analysis of RmAKT

FCR with egg cDMA yielded a fragment that encodes an AKT-like
pmtein sequence when searched against protein sequences in
the NCBL Full-length tidk AKT cDMA (1584 bp) was determined from
sequence data obtained by cloning RACE PCR products and from
sequences available in nucleotide database. The deduced RmAKT
aming acid sequence (527 aa) was aligned with homologows proteins
with Chustal' (Supplementary Fig 1). ScanProsite analysis showed
that the Pleckstrin Homology (PH) domain ranges from positions 39
to 141, the Sering/Threonine [Ser/Thr) kinase domain is between posi-
tions 180 and 437, and a hydrophobic motif is present from positions
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[Fig- 1_In habitiom of AKT ar (253 ar vty paomotes diffesnt affecs on BMERS callswia bl
ry BMEDNS cellls were treated for 24 b in the presence o difflesnt cancentration sof AKT
i btor 10-DEBC (A ) or (3K 3 inh betor 2keespaullone {B) in complete meadomintrph-
cate wells Cell viabalty was not altered by dlsterpan lone exposur {4-400 n ) Trea-
ment with 10-DEBC (036 p ) decmeased oell wabilily in 2 conceniraion-dependent
fashion. (el viahility was measumd by MIT assay, and the results wene normalized
agimst conirol aposed o wihnde alone (0053 DAGO ) Gray kne indicaes the conenma-
tian imtenval o be wed for fusther analysis. Insest: Ky of 48 8 was deermned for
10-DEBC tregtment. Fiats mpresent mean+ 5 fom 2 least two independent axpen:
ments. "= p (U], compared tocaninal featment.

501 to 506 The putative phosphornylation sites are also conserved at
Thr'™® and Ser*® residues.

EmAKT and amino acid sequences of related proteins were
subjected to phylogenetic anabysis, and a tree was constructed (Fg 31
The phylogeny consisE of bwo protein clades one that includes
EmAKT and other AKTs from arthropods, and one bearing mammalian
AKT=. In addition, the RmAKT sequence pairs with AKT homologue
from H. longicomis, with high bootstrap values.

3.4. Effects af RmAKT and RmGSK3 slendng on BME2G cells

Possible accidental targets of AKT and GSK3 silencing by RMAi
were selected based on orthologows sequences of 0. melanogaster
and C. elegans, since the entire & micoplus genome i unavailable.
Both DEQOR and d 2 heck analyses showed high efficiency and spec-
ificity of the iRMAs, and revealed that the chances of non-target inhi-
hition would be significantly lower in comparison with the desired
targets [data not shown).

The RMAi mediated gene slencing for AKT and CSK33in BME2Gcells
was greater than 7 [Fig. 4Aand B), as determined by relative expres-
sion analyss using KT-gPCR within the first 24 h of dsRNA exposure.
Additionally, glycogen content in AKT silenced cells decreased by ap-
procamatety 30 (Fig. 5A) On the other hand, ghrcogen content was in-
creased in cells silenced for GER3 by almast 50% [ Fig. 58). Clycogen
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determination was performed in samples obtained after prolonged ex-
POSITe assay.

EME26 cells slenced for AKT exhibited a near 30% reduction in cell
viability, asdetermined by the MTT assay | Fig. 64). It was also observed
thateells treated wit hdsAKT double-stai ned with propidium iodide and
Hoechat 33 342 [ pink muclei in Fig. 6C) at higher inten sity, compared to
cells exposed to the unmelated dsRMA (Hoechst 33342 blue stained
nuclei in Fig. 6B).

BME26 cells were exposed to UV light for 8 min and cell viabiliny
determined by the MTT assay after 24 h [ Fig TA). There was no sig-
nificant difference between cells treated with test dsRNA (black bar)
and those treated with unrelated control dsENA [ white bar|. Howew
er, cells previously silenced for GSK3 showed a significant increase
[17%) in cell viahility (dashed bars). Chemical inhibition of GSK3 by
alsterpaullone treatment prior to UV light exposure also protected
BME2& viability (Fig. 7B) in a dose-dependent manner. Cells treated
with 1 pM alsterpaullone were as viable as those not exposed to LIV,

Fig. 8 is a schematic representation of the proposed mode] of the
conserved role of the AKT/GSK3 axis in cell viability and glycogen
metabolism in B microplus tick embryo cell line BMEXG.

35 RmAKT is mansaribed during tick embryogensss

In tick embrycs of different ages the AKT gene was found to be
expressed at the highest level in day 1 embnyos, at significan thy lesser
amaounts in day 3 embryos, and thereafter remained unaltered wntil
day 18 (Fig. 9).

100
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Hz 3 Phylogenesc analysis of AKT from different species. Phylogenstic fmee
mpmsenting the sum of evolutonary distances for branches (0L05) usng Muscle
ool i 50 MECA sofrware. MNOBI ssquences used for companison analysis were
Haemaphysalis bagiconis BAKHGS 311 | Hion), Bombyx mori: ABYS0539.1 {Bmaoni),
Dresophils melmnogusier: WP_T3Z114.1 {Dmel), Asopheles gombioe: EAMNIS TOE S5
[Agam), Asder gegyps: AAPITESS] (Aaeg). Apk melbifers: NP_39EET44 | Amel),
Tribodium oxcnem: XP_SSE0452 (Toax), Camonkabditic segrnc: MP_0010023 6451
{Cede ), Homo sapdens 10 AMLSSTIED (Hmapl), Homo sqeiens 20 AAR OS9G 1 (Hap 2),
Home sapdens 3 AADEA1SET (Hsap3), Bosfouras 1: CAAL33TT D {Bou 1), B dourus
2 DAAISEIS ] (Brau?), Bos fowrus 3 DAAZIA0R1 (Btaud) and Domls rerac
MNP_ 3 TTEAL] {Drer )L

4. Discussion

Here, we describe an important signal transduction axis that inte-
grates our previous knowledge about the PI3KAKT sgnaling pathway
in EME2E cells and the importance of GSK3 in tick embryogenesis
|26.30]. The importance of AKT sgaling has been demonstrated in a
number of organisms, and upports a conserved mile in the regulation
of cell metabolism [45]. It is grongly associated with some types of
human cancer, and acts mainly by increasing the inhibition of
pro-apoptotic components and improving energy metabolism [46].
AKT kinase is an important downstream effector of the POK pathway
that can be adivated by growth Bctors, cytokines and peptides related
tovthe insulin family | 11,12 ). Remarkably, dysfunctional AKT activityhas
emerged as a promising target in the development of drugs agains
somee fiormes of cancer [47].

In [ melanogas ter, AKT activity has been shown to be at the core of
nutrient sensing mechanisms that incorporate hormonal and growth
Bctors pathways, and processes associated with reproduction [4548].
More mecently, activation of AKT simaling in Anopheles stephens
maosquitoes was shown to reduce malaria parasite infectivity [49].
Maoreover, Bombyx mor AKT has been shown to be phosphorydated fol
lowing stimulation by bombayin, an endegenous insulin-like peptide,
aswell asbydietry intake |50).

AKT megulation during ghycogen metabolism has largely been
deduced from comrelating the phosphornylation status of both AKT [ac-
tive upon phosphonylation at Ser Thr residues) and GSK3 [is inhibited
upon phosphorylation at Ser®™ by AKT) [19.3151]. In the present
study, we show that gycogen distribution i tilked in opposite direc-
tions when either AKT or GSK3F is genetically silenced (Fig. 5). Our
data akso strongly suggest that GSK3isa downstream target of AKT g
ulation during ghroogen metabalism in tick calls (Fig 8). Chemical inhi-
hition of either AKT or GSK3 [Fig. 2) promoted opposing effects in
gycogen content, which reinforces owr observationz Interestinghy,
even though cells treated with low concentrations of alsterpaul line
exhibited an increase in g@ycogen content, cell viability was not altered
wit hin the range of 4 and 400 nM (Figs. 1B and 2B). On the other hand,a
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Fig. 4 Confirmation of RNAI madiated gene silencing by RTQPCR i BMEN clic
[BMEZS cells were treated with dskNA for AKT [A) or GG (B) genes mdependently,
and relatre fransoption was detemmined by KT-gPOR AKT slmang was confirmd
24 haferdskNA memment (3 s dng was mon firmed & the end of the projonged
exposure assay. The plots mpresent mean +5E fram three indepeandent speniments.
Tmpe 0L, with respear to clls teaed with unreleed dcEMNA (delN ). and osing
[EHTA (&) or 405 {B) as refrance genes to determine relathe ransoiption using the
[Pl {2001) method.

decrease in gycogen content was observed folloawing AKT inhibition at
conentrationsbelow the s, determined [Figs. 1Aand 2A). These data
suppart a prevalent role of AKT in the regulation of BMEX cell sunvival.

Besides the suggested mles of AKT/GSK3 pathway in call metabo-
lism and survival, the data presented here also support its participa-
tion in vive during R micraplus embryogenesis (Fig. 9). In such
context, tick embryogenesis emerges as a tempting target in identi-
fyring novel pathways whose inhibition would have significant im-
pact on tick physiology [5253]. Studies using neuronal cell lines
depict a differential modulation of AKT/GSK3f pathway in the reguls-
tion of apoptotic and cytoprotective signaling responses |54 ). Similary,
in the current study, AKT knodedown resulted in reduced viability of
BME26 cells (Fig 6A) and disturbed cell permeability (Fig 6B and C),
which grongly suggests that an apoptotic pathway may akso ocour in
BME2E cells. However, the type of cell death promoted by AKT Imock-
down in BME26 cells was not the focus of the present work. Previous
studies meported progammed cell death in adult Rhipicephohs
sanguinews [55,56], R microphes [57) and Dermacentor varighilis |58
ticks. The ohsenations that both AKT (Fig. 9) and GSK3p [29] are
expresed during tick embryogenesis do not rule out the posmihility
that AKT/CSK3R signaling exerts similar importanee in viva, and at
other lile stages.

The results presented here further suggest that GSK33 i abkso in-
vohed in cell survival in addition to ghycogen metabolizm in BME26
cell line. UV light exposure is thought to induce cell death mainly
thmough the d eleterious effects on DNA, which then compromise some
protein functions [59). GSK3/ knocked-down BME2E calls challenged
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Fig. 5. Clycogen content is defflerenfy affecied by AKT and CSK3 gene shenang. BMEN
el were teted with dsRMA for AKT (A} or (5K3 (B) genes indepandendy, and gy
cogen content was enzymatically determined (see Mathodology) by the end of ghe
prodonged evposue sy, Clymgencanten was demeased upon AKT sl cng bt
easad by (313 slenang, The plots represent mean + 50 from three independ ent ex-
periments in mipliaes * sp<dos.

by UV exposure exhibited extended longevity as determined by MMT
amay, in comparison with controls (Fig. TA). Moreover, GSK3{ inhibi-
tion prior to UV exposure promated a protective effect for cell viability
(Fig TB). These results support the importance and functional conser-
vation of CSK33 activity for BME2E cell line. In vitmo studies in mammal
cell culfure demaon strate that CSK3R inh ibition attenuates or fully abro-
gates apoptods [60). Taken together with findings from other studies
these chservations place GSK3@ as a promoter of apoptosis due
to inhibition of presurvval transcription factors and facilitation of
proapoptotic transcription factors [61]. Such protective effect of delet-
img GSK3f is also forus of developing novel mdioprotectors. The use
of GSK3 inhibitors in animals undergning radiotherapy were shown
to protect normal tisses fom radiation-induced apoptosis and attenu-
ate neuromgnitive dysfunction resulting from cranial irmdiation [62).

Conversely, overexpression of wild-type GSK3/ induces apopto-
siz in various cell types in culture, and specific inhibition of GSK3f
ameliorates apoptosis | 63,64). GSK3 inhibition was shown to inhibit
apoptotic cell deathin neuroblastoma cell line SH-5Y5Y upon treat-
ment with fipronil [65]. More recently, GSK3@ inhibitors have ako
been used in pharmacolegic prophylaxis to pmtect normal tissues
during mdiotherapy in cancer patients, due to its key role in regula-
tion of mdiation-induced apoptosis [62). Previous observations of
GSK3F mole during tick and mosquito emb ryogen esis sup port astrict
control in respect to glycogen metabolism and mobilization [3,29].
Additionally, GSK3f activity was recently shown to greatly influence
tick oviposition and nomal embryo development [30].

Targeting P components has been proposed for Glardia intestinafis
by selective inhibition of POK [66]. In insects, 15P regulates growth, nu-
tritional stats and reproduction. Inhibition of PBE mimics the effects
of staration and reduction of Insulin Receptor sigaling reduces



2580 LA d Abreu etal [ Blockimios et BlophyscaAck 1830 {2013)

A
125
B
100
£ wx%
Z
- |
a
]
-
K
o

Fig. G AKT slno Secrs on cell viability and membrane permeabaiity BME2S cells
were silenced for sing Te prolonged exposare 222y, and then cedl viabainy was
dexrmuned by the MIT =y (A) loss of membrane megaty was dso deteced in
cells staned with Hoechst 33342 Propecium sod ide obsarved with pink nuded (aster
ks) under fluorescence microscope (Nikon 800). Hoachst 33342 permeable cells
were staned with biue nucle | rows). Compare pmk signal m B and C The plotrep
resents mean + 5D from two independent expenIiments i
compared D cor wexment {B ¢ =d dsRNAL Magraficanon: 400« Pictures
e repmsantxive of 2 independent experiments in triphicates.

fertility [ 10]. In vitro treatment of adult Schistasoma japonicum with spe-
cific inhibitors for or antisera against ligand binding domains of Insulin
Receptor blocks ghucose uptake [67 ). These cbservations suggested that
designed inhibitors capable of blocking the binding site of Insulin recep-
tor or in hibit ing downstream signals could starve the worms The grow-
ing reports on the insulin signaling pathway present a new opportunity
on the emerging need for expertise in arachno-entomology |68].
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Hg 7. (343 blodade ofecss on call viabilty after dexh mduang UV exposuz. A
BME2S celis were silenced for CSI3 using the prolonged expos ure assay, and $hen ex
posad to Ehtior £ min Cell vidhility was determinad by the MIT assay 24 h Jfer
LV exposure, and normalmed by the vishility of celis not rmaed with dsENA (blxck
bar). Whie bar - unrelzted dsRNA. Dashed har - (543 gene sllenced celis The plot
mpresens mean + 50, * wp<Q05. B: BME2S calls not rexted with dsRNA were ;ncu
bred with alserpaulions (Als) or vehicke Jlone (005X DMSD, black bar) by 60 men
2 34 °C prior to LV. lgght exposure {15 mun ), and afer addmonal 24 h incubazon
ol viabdlty was determined by MTT sy, Viabhdity values were normalioed by
those obtained for celis i vehice 3lone not exposed to 1LV, Plars mpresent mean +
SD. from 3 sndependent expeniments in = Astensic represent sigmificant dif
ferences from Trezment with vehide alone (* w« p<0.1; "« p<0.01) Parggraphsym
grificant differnces fram Teatment with vehice and LLV. exposure

Charactenzing gene functions by RNAI silencing has bacome an es-
sential procedure for tick bidlogists [6). RNAI using dsRNA was suc-
cessfully performed on BME26 cells with a transcription reduction
over 70%, being detected 24 h post exposure (Fig. 4). Past reports on
gene silencing in BME26 cells focused on the mechanisms underdying
RNAi pathwayin ticks |%0] and to determine genesthat are differential-
ly expressed in response to infection with Anaplasma marginale [8].
Moreover, the majority of studies that have reported using RNAI in
tick cell lines have focused on tick-bome pathogen pathology and the
function of genes either in vector-pathogen relationships or as candi-
date targets for anti-tick control methods [71]. In the present work,
we extend the application of RNAI in tick cell lines to examine the
AKT/GSK33 axis. Our data suggest that such a pathway is conserved in
ticks and tidk cell lines in a way that integrates both glycogen metabo-
lism and cell survival (Fig 8). Both processes are essential for proper
embryo development, and cannat be ignored in adult life stages of
ticks Further studies are necessary to better understand the mecha-
nismsinvolved on the regulation of cell survival in ticks. The comrelation
between signal transduction and metabolic pathways emergesasan at-
tractive area for tickcell line research, and may be extrapdated to other
tick life sages.

Although mammalian and arthropod AKT proteins have similar
biochemical properties sequence and phylogenic analyses coupled
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[Fig. 8 Sthamasic madel showing the conened mibe of the AKT-C53 axicon oell vaballity and givongen mess bolicm in BM ERS cells. BMERS calls were treated 25 indicated by the ket sde
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with RmAKT slencing indicate that these enzymes differ significantly
[Fig. 3). Therefore, it could be possble to explit these differenes in
the design of new inhibitors that selective by i mpair the arthropod vector
while causing minimal effects on the mammalian hest, a preraguisite
for commercials acaricides. With existing acaricidal products mpidly
losing their efficacy, there is urgent need to explore altemative contmol
methods agains ticks. The discovery and characterization of physiolog-
ical pathways could lead to nowvel drag targets, candidate drugsor anti-
gens while at the zame time reveal new processes that are esential to
ticks' com plex p hysiological adaptations.

Supplementary data to this article can be found online at http:)/
dxdoiorg 10,1016/ bbagen 2012 12016
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