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RESUMO

O controle do carrapato Rhiphicephalus microplus em criagdo de bovinos tornou-se essencial
para a diminuigdo de importantes doengas emergentes transmitidas por vetores. Contudo, este
controle tem sido realizado principalmente através de produtos quimicos, que muitas vezes, nao
sdo degradados e podem ser bioacumulados no meio ambiente. Por esta razdo, esforcos
continuos tém sido realizados no desenvolvimento de novas drogas e/ou métodos mais
eficientes. Uma das maneiras de controle mais segura atualmente é através de desenvolvimento
de vacinas produzidas apartir de proteinas importantes do ciclo celular e no metabolismo do
carrapato bovino. A proteina dissulfeto isomerase (PDI) ¢ uma enzima multifuncional que
participa de diversos eventos celulares, catalisa a isomerizacdo, oxida¢ao e reducdo do tiol nas
membranas celulares e contribui em diversos aspectos do metabolismo redox em diferentes
organismos. No entanto, as fungdes e a importancia da PDI ainda precisam ser deteRminadas
para os carrapatos Rhipicephalus microplus. Trés transcritos PDI foram localizados no banco
de sequéncias do transcriptoma e posterioRmente identificados por homologia de sequéncia,
analises de filogenia como RmPDI-1, RmPDI2 e RmPDI3. Diferengas estruturais significativas
relacionadas a distribuicdo eletrostatica e hidrofébica de superficie foram observadas na
construcdo de modelos tridimensionais computacionais para cada isoforma. Além disso, as
isoformas RmPDI exibiram graus distintos de exposicdo a cisteina e acessibilidade a DTNB
(um agente derivado de sulfidrila), de acordo com estudos de “docking molecular”. A anélise
da dindmica molecular com RmPDI-1 e DTNB demonstrou uma interacdo altamente estavel
com Cis?* e sugere uma possivel mudanca na sua atividade. Por sua acéo inibitdria sobre a
atividade de PDI, as células BME26 foram tratadas com DTNB em diferentes concentracoes e
tempos. Parametros celulares como viabilidade, atividade da lactato desidrogenase, glutationa
reduzida (GSH) e glicogénio mostraram-se reduzidos apds a exposicdo ao DTNB em dose
concentracdo e tempo dependentes. Curiosamente, a diminui¢do do contetudo de glicogénio
também foi observada pela coloracdo PAS e foi correlacionada com o aumento da expresséo de
GSK3pB em ambos os niveis de proteina (imunomarcagio) e transcri¢gdo (RT-qPCR). Além
disso, as células BME26 tratadas com DTNB exibiram alteracdes morfologicas, mas nédo
alteraram o perfil transcricional para isoformas RmPDI. Abordagem de gendmica funcional foi
usada para projetar estratégias de silenciamento de gene RNAIi para RmPDIs. O aumento da
transcrigdo relativa de GSK3p foi deteRminado para RmPDI2 e células BME26 duplamente



silenciadas. Os anticorpos policlonais foram obtidos contra epitopos RmPDI-1 especificos e
usados para confiRmar o silenciamento do gene apds a imunocoloracdo. Adicionalmente, a
deteccdo de B-catenina foi diminuida devido ao silenciamento do gene RmPDI1. Os dados aqui
apresentados ampliam o conhecimento atual das vias de sinalizag&o e processos fisioldgicos de
relevancia para as células BME26 que podem contribuir para a proposicao de novas estratégias

de controle de carrapatos bovinos.

Palavras-chave: Proteina Dissulfeto Isomerase, DTNB, Metabolismo Redox, Rhipicephalus

microplus.
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ABSTRACT

The control of the tick Rhiphicephalus microplus in cattle breeding has become essential for
the reduction of important emerging diseases transmitted by vectors. However, this control has
been carried out mainly through chemical products, which are often not degraded and can be
bioaccumulated in the environment. For this reason, continuous efforts have been made to
develop new drugs and / or more efficient methods. One of the safest ways of control today is
through the development of vaccines produced from important proteins of the cell cycle and in
the metabolism of bovine ticks. Protein disulfide isomerase (PDI) is a multifunctional enzyme
that participates in several cellular events, catalyzes the isomerization, oxidation and reduction
of thiol in cell membranes and contributes to several aspects of redox metabolism in different
organisms. However, the functions and importance of the PDI have yet to be deteRmined for
Rhipicephalus microplus ticks. Three PDI transcripts were located in the sequence bank of the
transcriptome and subsequently identified by sequence homology, phylogeny analyzes such as
RmPDI-1, RmPDI2 and RmPDI3. Significant structural differences related to electrostatic and
hydrophobic surface distribution were observed in the construction of three-dimensional
computational models for each isofoRm. In addition, the RmPDI isofoRms exhibited different
degrees of exposure to cysteine and accessibility to DTNB (a sulfhydryl-derived agent),
according to molecular docking studies. The analysis of molecular dynamics with RmPDI-1
and DTNB demonstrated a highly stable interaction with Cis264 and suggests a possible change
in its activity. Due to their inhibitory action on PDI activity, BME26 cells were treated with
DTNB at different concentrations and times. Cellular parameters such as viability, lactate
dehydrogenase activity, reduced glutathione (GSH) and glycogen were shown to be reduced
after exposure to DTNB in a dose-dependent concentration and time. Interestingly, the decrease
in glycogen content was also observed by PAS staining and was correlated with increased
expression of GSK3p at both protein levels (immunostaining) and transcription (RT-gqPCR). In
addition, BMT26 cells treated with DTNB exhibited morphological changes, but did not change
the transcriptional profile for RmPDI isofoRms. Functional genomics approach was used to
design RNAI gene silencing strategies for RmPDIs. The increase in the relative transcription of
GSK3p was deteRmined for RmPDI2 and BME26 cells doubly silenced. Polyclonal antibodies
were obtained against specific RmPDI-1 epitopes and used to confiRm gene silencing after
immunostaining. Additionally, the detection of $-catenin was decreased due to the silencing of

the RmPDI1 gene. The data presented here expand the current knowledge of the signaling
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pathways and physiological processes of relevance to BME26 cells that may contribute to the

proposal of new strategies for the control of bovine ticks.

Keywords: Protein Disulfide Isomerase, DTNB, Redox Metabolism, Rhipicephalus microplus.
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1. INTRODUCAO

Carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos obrigatérios pertencentes ao filo Arthropoda,
classe Aracnida, ordem Acari e subordem Ixodida, que por sua vez compreende trés familias:
os carrapatos moles - Argasidae (~200 espécies), carrapatos duros - Ixodidae (~700 espécies),
e os Nuttalliellidae (monotipicos) -Nuttalliella namaqua (Barker & Murrell, 2004; De La
Fuente & Kocan, 2006). Dados genéticos e morfoldgicos indicam que as familias de carrapatos
duros e moles sdo monofiléticas, com exclusdo de todos 0s outros acaros (Klompen, 2010). Isto
sugere que a hematofagia evoluiu dentro de uma linhagem ancestral de carrapatos
divergentemente. Outrossim, existem diferencas fisiologicas das glandulas salivares das
principais familias, sugerindo que muitos mecanismos de alimentacdo dos artropodes que se
alimentam de sangue evoluiram independentemente (figura 1) (Mans & Neitz, 2004; Mans,
2011).

Os Argasideos (carrapatos moles) se alimentam rapidamente levando ao seu
ingurgitamento, isso pode ocorrer em minutos ou horas, com a quantidade de sangue absorvida
limitada pela capacidade de extensdo de seus tegumentos. 1sso geralmente resulta na captacao
de sangue duas a dez vezes o seu peso corporal inicial. Assim, os Argasideos alimentam-se do
sangue dos seus hospedeiros, repetidas vezes, abandonando-os apds cada alimentagdo
(Sonenshine & Roe, 2014). Ap6s cada repasto sanguineo as fémeas efetuam varias posturas,
alternando com a alimentacao sanguinea. Cada postura ndo ultrapassa 150 ovos, um numero
pequeno quando comparada aos Ixodideos (carrapatos duros).

Nos Ixodideos, a alimentacdo € prolongada, ingerindo grandes quantidades de sangue,
chegando a atingir 100 vezes a sua massa corporal inicial. Todo este sangue é utilizado como
Unica fonte energética para o desenvolvimento destes carrapatos (Sonenshine & Roe, 2014).

Consideracdes recentes colocam os Nuttallielllidae dentro da familia Ixodoidea, mas
ndo resolvem as relagdes filogenéticas das trés familias, principalmente devido a auséncia de
dados moleculares para N. namaqua (Guglielmone et al.,2010). Portanto, a posi¢éo filogenética
deste Gltimo poderia ter implicacGes significativas para hipoteses sobre a evolugdo do estilo de
vida dos carrapatos (figura 1). Assim sendo, estratégias de estilo de vida para carrapatos duros
e moles sugerem que varias adaptacdes a alimentacdo sanguinea ocorreram apoés a divergéncia
(Mans et al., 2011).
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Figura 1 - Evolucdo da alimentacdo sanguinea em aracnideos. As filogenias dos aracnideos, &caros, e
carrapatos sdo indicados. Ramos veRmelhos indicam linhagens de alimentacdo de sangue. Os ndmeros entre
parénteses indicam o nimero de espécies para aracnideos, acaros e carrapatos. Adaptado: Mans et al 2010.

Estima-se que a hematofagia tenha surgido no curso da evolugéo entre 145-65 milhdes
de anos atrés, entre as eras jurassica e cretacea. Neste periodo, surgiram diversas estratégias
nutricionais entre os artropodes (Mans et al.,2002). O sangue dos hospedeiros € uma fonte rica
de nutrientes como: proteinas, aglcares, sais, lipideos, aminoacidos e hormonios, que suprem
as necessidades nutricionais dos artrépodes e de seus embrides (Hocking, 1971). A degradacédo
da hemoglobina, uma das proteinas mais abundante do sangue, libera grandes quantidades de
heme (Horn et al., 2009; Lara et al., 2003). O heme, é uma molécula essencial para os
organismos, devido ao seu grupo prostético das hemo enzimas (Mense & Zhang, 2006) que
consiste basicamente em um atomo de ferro (Fe) ligado a quatro &tomos de nitrogénio de um
anel porfirinico. O Ferro (Fe) é classificado como metal de transi¢do, que pode existir na forma
ferrosa (Fe?*) ou férrica (Fe®*). Contudo, esse grupo prostético possui uma natureza
potencialmente tdxica devido sua natureza lipofilica, que uma vez livre tende a interagir com
membranas de células e organelas, desestabilizando o citoesqueleto e a peRmeabilidade das
membranas (Schmitt et al., 1993). Além disso, devido sua natureza reativa, o Fe livre pode
reagir facilmente com as espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas durante processos
metabdlicos, desencadeando a reacdo de Fenton, uma reacdo em cadeia que leva a peroxidacéo

lipidica e a formacéo de mais ROS (Kehrer, 2000), que podem interagir com estruturas celulares
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danificando proteinas (Aft & Mueller, 1984), lipideos (Tappel, 1955) e DNA (Aft & Mueller,
1983).

As espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre, denominadas ROS, RNS e RSS
(do inglés Reactive Oxygen Species, Reactive Nitrogen Species and Reactive Sulfur Species),
respectivamente, sdo produzidas durante a funcdo celular noRmal e em resposta a varios
estimulos. Um desequilibrio no metabolismo desses inteRmediarios reativos resulta no
fendmeno conhecido como estresse oxidativo. Durante a evolucao os artropodes hematéfagos
desenvolveram estratégias bioguimicas e moleculares a fim de mitigar os efeitos deletérios
causados pelo estresse oxidativo, apropriando-se de sistemas naturais para o controle de radicais
livres. Um exemplo sdo os antioxidantes ndo enzimaticos que podem ser produzidos pelo
préprio organismo ou adquiridos através da dieta, que controlam o estresse oxidativo em
hematofagos. Estas moléculas podem atuar como cofatores enzimaticos ou como vitaminas,
como € o caso da Glutationa (GSH, em sua forma reduzida) e do acido ascérbico (Vitamina C),
respectivamente (Dickinson & Forman, 2002). Tais propriedades antioxidantes se dao através
da capacidade de doar elétrons a sistemas oxidativos, estabilizando espécies reativas e

impedindo a continuidade dessas reag0es descontroladas.

Uma outra estratégia dos artropodes para controlar o estresse oxidativo se da por meio
de reacbes enzimaticas, assim, as oxiredutases apresentam diferentes mecanismos de acdo,
estrategicamente localizadas em diferentes tecidos e microambientes celulares e degradam
diversas espécies reativas. Destarte, enzimas oxiredutases sdo fundamentais no combate as

espécies reativas e na homeostase redox de hematofagos (Sen, 2001).

A Proteina Disulfeto Isomerase (PDI) é uma chaperona e ditiol-dissulfeto oxido-
redutase abundante no reticulo endoplasmatico (RE) essencial para a regulacdo da proteostase
com funcéo de enovelamento de proteinas. Embora PDI esteja presente principalmente no ER,
também ela pode ser encontrada no citosol (Parakh & Atkin, 2015 , Turano et al., 2002 ,
Wroblewski et al., 1992), mitocéndrias (El Hindy et al., 2014) e em superficie celular (Soares
Moretti e Martins Laurindo, 2017). Em células vasculares, PDI interage e regula fisicamente
NADPH oxidase (NOX) e no meio extracelular atua como um regulador redox essencial a
atividade de proteinas de superficie celular, como integrinas (Laurindo et al.,2012). Uma fragédo
de PDI de superficie celular, denominada Pec/PDI, é apontada dentro de redes redox
supracelulares que regulam a matriz extracelular de células (ECM) e a arquitetura de sistemas

de 6rgdos com propriedades estruturais e funcionais (cataliticas ou alostéricas) das ligacbes
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dissulfeto, durante a regeneragdo de vasos sanguineos (Tanaka et al., 2020). Além disso, PDI
pode associar-se mecanicamente com a proteina de fissao mitocondrial Drpl, reduzindo seu
status e atividade redox, durante a cicatrizacdo de feridas e a angiogénese em pacientes
diabéticos (Young-Mee et al.,2018). Em Caenorhabditis elegans, PDI foi capaz de regular a
migracdo neuronal através da regulacdo redox, durante a secrecdo de Wnt (Nanna Torpe et
al.,2019). Em células HelLa, a superexpressao ectopica de PDIAG, levou a um aumento da
proliferacédo celular, acompanhado de progressédo acelerada do ciclo celular através da inibi¢ao
da fosforilagdo da -catenina por GSK-3p em Ser33, Ser37 ¢ Thr41 evitando a ubiquitinagao e
degradagao proteasomal da [-catenina por B-TrCP (Gao et al.,2016). Finalmente, Liao e seus
colaboradores identificaram trés isoformas de PDI no carrapato Haemaphysalis longicornis
(Liao et al.,2007) e nas andlises funcionais estas enzimas foram demonstradas como de grande
importancia na alimentacdo, formacao dos ovarios e no desenvolvimento deste carrapato (Liao
et al.,2008).

Na tentativa de controlar populacGes de carrapatos muitas drogas ja foram estabelecidas,
tais como acaricidas a base de organofosfatos (Patarroyo e Costa 1980), piretroides sintéticos
(Nolan et al.,1989), amitraz (Soberanes et al., 2002), inveRmectina (Martins e Furlong, 2001)
e fipronil (Castro-Janer et al., 2010). Entretanto, o principal problema no controle deste parasito
¢ a resisténcia aos acaricidas, uma caracteristica preocupante que ja esta bem documentada na
literatura (Ortiz et al., 1995; Benavides et al., 2000; Fernandes-Salas et al., 2012). Desta forma,
o0 controle da carga parasitaria tornou-se essencial para a diminui¢do de importantes doencas
emergentes transmitidas por vetores. Por estas razdes, os esfor¢os continuos tém sido feitos a
fim de desenvolver novas drogas e/ou métodos mais seguros, eficazes e de facil manipulacéo.
O controle quimico ainda é o mais utilizado e parece ser o mais eficiente até o presente
momento, no entanto, a rotatividade de moléculas se faz necesséria para evitar a pressdo de
selecéo sobre populagdes resistentes. Neste sentido, o entendimento da fisiologia e mecanismos
bioquimicos que regem o desenvolvimento deste artropode se torna imperioso para a proposicao
de alternativas moleculares de controle (Mehlhorn et al., 2012).

Dentre varias moléculas estudadas em nosso laboratorio, com potencial funcéo
acaricida, esta o 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). O DTNB é um agente
derivatizante de cisteinas livres e reduzidas que reage equimolaRmente com o grupamento
sulfidrila livre em cisteinas. O produto formado nesta reacdo é o acido 2-nitro-1-benzéico
(TNB) que tem coeficiente de absorvidade molar definido em 412 nm. Uma vez ligado aos

residuos de cisteinas, 0 DTNB pode promover uma desestabilizacdo estrutural irreversivel em
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proteinas tiois (Moraes et al., 2011). Em um estudo preliminar anterior, o DTNB foi investigado
a fim de avaliar seus possiveis efeitos em coelhos (hospedeiro) e no carrapato Rhipicephalus
sanguineus. Neste estudo, observou-se que o DTNB apresentava baixa citotoxidade para os
coelhos. No entanto, os carrapatos R. sanguineus que se alimentaram em coelhos tratados com
DTNB, bem como os carrapatos que receberam alimentacdo (artificial) por meio de sangue
adicionado de DTNB tiveram diminuicao das taxas de ovoposicao e eclosdo (Machado, 2014).
A molécula de DTNB também €é conhecido como uma molécula impeRmeavel a membrana
celular (Lara et al., 2011), e o seu papel funcional tem sido exaustivamente aplicado e estudado
em modelos de interacdo de fusdo celular de parasitos como virus em superficie celular (Ryser
et al., 1994; Barbouche et al., 2005; Golwthaman et al., 2008; Lara et al., 2011; Calderon et
al., 2012), bactérias (Conant et al., 2007) e protozoarios (Santos et al., 2009). Nestes trabalhos,
de forma unanime, o DTNB bloqueia eficientemente a fuséo celular entre o patdgeno e a célula
hospedeira, num mecanismo mediado pela proteina dissulfeto isomerase (PDI), impedindo a
reacdo de inter-troca tiol-dissulfeto na superficie da célula hospedeira entre a PDI e as proteinas
extracelulares do patogeno (Ryser e Flickiger, 2005).

As constatacOes supracitadas suscitaram a hipdtese do envolvimento redox da PDI
durante a transdiferenciacdo, migracao e proliferacdo em células BME26.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Carrapato Rhipicephalus microplus e as células embrionarias BME26

Rhipicephalus microplus é um carrapato monoxeno pertencente a familia Ixodidae e
considerado o principal e 0 mais importante ectoparasita que acomete 0s bovinos entre 0s
paralelos 32° Norte e Sul. Uma caracteristica importante do R. microplus € o rapido e Unico
ingurgitamento das fémeas, durante seu ciclo de vida, e que resulta na postura de um grande
numero de ovos, de 2000 a 4.000 ovos por fémea, e que depois morrem (Flechtmann, 1977). O
ciclo de vida do carrapato R. microplus apresenta duas fases distintas: a parasitaria que dura um
periodo médio de 22 dias sobre um Unico hospedeiro e outra fase de vida livre que ocorre no
solo podendo durar de dois a trés meses, dependendo principalmente das condi¢fes climaticas
existentes (Figura 2) (Gonzales et al., 1974).

O R. microplus é encontrado em quase todas as regides do mundo, com predominancia
em areas tropicais e subtropicais. A sua importancia sanitaria e econdmica € ampla, haja vista
que, diversos patdgenos (virus, bactérias e fungos) pode causar doengas em rebanhos bovinos
e por desvalorizarem produtos de origem animal. Devido sua acdo espoliativa, 0s carrapatos
produzem em seus hospedeiros lesdes cutaneas durante o repasto sanguineo, levando a
consideraveis perdas econémicas na producdo animal, somando-se 0s gastos mundiais com
programas de controle do carrapato, especialmente 0os quimicos, 0s prejuizos sao bastante
elevados, estimando-se uma perda global anual em US$ 8 bilhdes. Segundo o setor
agropecuério do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), 0 prejuizo
econdmico anual, causado por R. microplus, esta na ordem de US$ 2 bilhGes (Grisi et al., 2002),
incluidos os gastos com acaricidas quimicos, crescimento retardado, redugdo no consumo de

alimentos, queda na producdo, baixa fertilidade e alta mortalidade.
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Figura 2 - O ciclo biolégico do Rhipicephalus microplus. Desenvolvimento dividido em duas fases: fase de vida
livre e fase parasitaria, em seu hospedeiro bovino, adaptado de (Sonenshine e Rog, 2014).

Os ovos de R. microplus comecam a eclodir em aproximadamente 21 dias apos a
postura. As larvas ainda ndo alimentadas passam por um periodo de maturacdo de
aproximadamente uma semana para estarem aptas a fixarem-se no hospedeiro vertebrado
(bovino) e continuarem o desenvolvimento (Gonzales et al., 1974). A larva alimenta-se e inicia
0 processo de desenvolvimento e crescimento tegumentario. Em torno do sexto dia a larva
torna-se ninfa adquirindo uma nova estrutura com mais um par de patas, ficando agora com 4
pares. Esta fase dura em média dois a quatro dias, até que ao final do processo surja o individuo
adulto, sexualmente diferenciado, que acontece em torno do décimo segundo dia. Em torno do
décimo sétimo dia 0s machos ja estdo aptos a copula, podendo fecundar as fémeas. Apds a
fecundacgdo, as fémeas, em um periodo de trés dias, passam a partenogina (parcialmente
ingurgitada), e em mais dois dias a teledgina (ingurgitamento maximo), quando ocorre uma
grande ingestdo de sangue, levando ao aumento de até 100 vezes do seu proprio peso inicial
(Sonenshine e Roe, 2014).

O carrapato bovino suga, em média, 2 mL de sangue do seu hospedeiro (Gonzales et
al., 1974). As fémeas apresentam tamanho cerca de 10 vezes superior ao dos machos.
Aproximadamente aos 22 dias, a maioria das fémeas cai ao solo. Os machos podem peRmanecer
no bovino por mais de 38 dias fecundando inimeras fémeas (Gonzales et al., 1974) (Figura 2).
Dado o grande nimero de ovos posto pela fémea de R. microplus, e a etapa de desenvolvimento

embrionario dos ovos levarem a uma média de 90% de eclosdo em larvas, a interferéncia na
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proliferacdo de novos individuos pode representar uma GOtima estratégia de controle a estes
carrapatos.

O processo da embriogénese do carrapato R. microplus ocorre em média de 21 dias,
desde a postura dos ovos até a eclosao, em condi¢fes controladas de temperatura e umidade. O
desenvolvimento dos embrifes do carrapato bovino se da de forma semelhante ao da mosca
Drosophila melanogaster, onde na fase inicial da embriogénese, ocorre a formacdo do
blastodeRma sincicial, quando muitos nudcleos estdo presentes em um citoplasma comum
(Figura 3) (Santos, et.al., 2013).

Figura 3 - Desenvolvimento embriondrio do carrapato R. microplus nas diferentes etapas do
desenvolvimento da embriogénese. Ovos pemeabilizados em diferentes dias ap6s a oviposi¢ao foram observadas
por microscopia confocal de varredura a laser. (A) 5° dia ap6s a oviposi¢édo (DAO). (B) 7° DAO. (C) 12 °DAO -
estagio sincicial. (D) 17° DAO - estagio de blastodeRma celular. (E) 20° DAO - estagio de fechamento dorsal
(arquivo pessoal).

Em trabalhos anteriores, a caracterizagdo bioquimica, funcional e molecular de enzimas
participantes do desenvolvimento embrionario ampliou o conhecimento dos processos
fisiologicos importantes para o carrapato bovino. Adicionalmente, essa abordagem pode
também auxiliar na compreensdo dos papeis fisioldgicos e exploracdo desses novos alvos
moleculares em futuras estratégias de controle (Santos et al.,2013).

A primeira linhagem de células de carrapato foi estabelecida hd mais de trés décadas
(Varmaet al., 1975) e, hoje, estas linhagens s&o valiosas ferramentas, para estudos bioquimicos
e moleculares, embora apresentem ainda algumas limitacOes para o estudo comparativo com o
sistema in vivo. Elas fornecem também modelos de estudo de interacGes carrapato-patogeno em
nivel celular e molecular (Bell-Sakyi et al., 2007). Aproximadamente 50 linhagens foram
estabelecidas nos Gltimos 30 anos, a partir de 13 espécies de carrapatos Ixodideos, além de
outras linhagens estabelecidas de Argasideos (Mattila et al., 2007, Bell-Sakyi et al., 2007). A

maioria das linhagens de células de carrapatos atualmente disponiveis foram estabelecidas a
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partir de células embrionarias. Como resultado, as linhagens celulares de carrapatos geralmente
compreendem dois ou mais tipos de células que podem estar presentes em proporcdes variaveis
tanto em diferentes momentos dentro de uma unica cultura, como em diferentes niveis de
passagens, confoRme previamente reportado (Bell-Sakyi et al., 2007). Esta mistura de células
parece ser essencial para a sobrevivéncia da cultura, pois as tentativas de selecionar e clonar
estes diferentes formatos de células falharam (Munderloh, et al., 1994). Segundo Bell-Sakyi e
colaboradores (2007), as linhagens celulares de carrapatos compartilham vérias caracteristicas
com os artropodes dos quais foram derivadas. ConfoRme os parasitos hematéfagos, eles
crescem em meios de cultura suplementados com soro de mamifero (no caso, soro fetal bovino),
as temperaturas de incubacdo sdo entre 28 °C e 34 °C, embora algumas linhagens também
crescam a 37 °C. Algumas linhagens celulares de carrapatos prosperam em condi¢des acidas
(pH 6,5 - 6,8) semelhante ao ambiente de células proliferativas, no entanto, algumas culturas
de células de carrapatos precisam ser propagadas em pH neutro a alcalino, possibilitando o
crescimento de agentes patogénicos. As células de carrapato ndo exibem inibicao por contato e
a maioria crescera prontamente em trés dimensdes, majoritariamente aderidas ao substrato e
uma pequena parte em suspensado. Elas se dividem relativamente devagar, levando em torno de
uma semana para duplicar, e podem ser mantidas em altas densidades celulares (10° -107
células/ml). As culturas celulares de carrapatos podem ser extremamente duradouras, resistem
naturalmente a pouco mais do que uma semana sem troca de meio, refletindo a capacidade dos
carrapatos Ixodideos para periodos extremamente longos entre as refeicbes de sangue na
natureza (Bell-Sakyi et al. 2007).

A cultura priméria da linhagem BME26 foi desenvolvida em 1981 usando uma massa
de ovos de até 17 dias de desenvolvimento de uma Unica fémea ingurgitada (Kurtti et al., 1988).
Como essa linhagem teve origem em fragmentos de tecidos embrionarios, a origem tecidual e
o nivel de diferenciacdo dessa linhagem ainda ndo sdao conhecidos. O carrapato R. microplus é
o principal vetor de A. marginale, o agente etioldgico da borreliose em regides tropicais e
subtropicais (De La Fuente et al., 2007). Assim como outras linhagens de células de carrapato,
as células BME26 possuem um crescimento relativamente lento, o tempo de duplicacédo dessa
linhagem é de 5 a 10 dias dependendo de fatores como temperatura de incubacéo, historico de
passagens e suplementacdo do meio (Munderloh e Kurtti, 1989). A linhagem BME26 se adere
ao substrato de forma semelhante as outras linhagens de cultura de células de carrapatos sendo
caracterizadas como semi-aderentes e € morfologicamente heterogénea, apresentando nucleos
de diferentes tamanhos (Figura 4A, nucleo marcado com DAPI, setas amarelas). Culturas

iniciais, pouco confluentes, possuem a aparéncia fusifoRme com varios prolongamentos
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celulares (setas rosas, indicando os prolongamentos). A medida que aumenta a confluéncia, as
células véo se tornando arredondadas, maiores e com uma grande quantidade de vesiculas
dispersas no citoplasma e apresentam diferentes graus de acidificacdo (Figura 3B, vesiculas
marcadas com laranja de acridina, setas azuis). Essas vesiculas, possuem alto teor lipidico, e
variam de célula para célula com relagdo a quantidade e tamanhos. Além disso, apresentam

numerosas mitocondrias (Figura 4C, mitocondria marcada com rodamina, seta veRmelha) e

inclusdes de glicogénio dispersas no citoplasma (Figura 4D, marcado por asterisco preto)
(Esteves et al., 2008).

A

Figura 4 - Caracteristicas das células BMEZ26. Figuras A-C, mostram imagens de microscopia de fluorescéncia
em sobreposi¢do com DIC (contraste de interferéncia diferencial). Em A, mostra marcacéo de nlcleos por DAPI
(setaamarela). Em B, mostra as vesiculas coradas com Laranja de Acridina (seta azul). Em C, observa-se marcagdo
de mitocéndria por rodamina (seta veRmelha). A figura D, mostra inclusdo de glicogénio marcada por um asterisco
preto (*), imagem de microscopia eletronica de transmissdo (Modificado de Esteves et al., 2008).

Nos ultimos anos, a linhagem BME26 tem sido utilizada nos estudos envolvendo a
identificacdo e caracterizagéo funcional de componentes das vias de sinalizagéo: 1) por insulina,
em que 0 maquinario enziméatico ndo apenas é capaz de promover um acumulo de glicogénio
em resposta a adigdo de insulina exdgena (bovina) ao meio de cultivo (Abreu et al., 2009),
como apresenta caracteristicas conservadas relativas a organizacdo hierarquica de AKT e
GSK3, bem como o papel desempenhado nos processos de viabilidade celular e no metabolismo

de carboidratos (Abreu et al., 2013); IlI) por TOR (Target of Rapamycin), mostrando a
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importancia dessa via ndo apenas na reproducdo, como também na embriogénese de R.
microplus (Waltero et al., 2019); III) por CDK’s (Cyclin-dependent kinases), associadas nao
apenas na integracdo de sinais intra e extracelulares que regulam o ciclo celular, como
participantes também dos processos de ovogénese e embriogénese no R. microplus (Gomes et
al., 2013). De modo complementar, ja foi identificada a importancia do metabolismo energético
nas células BME26, tanto pela inibicdo da Triose fosfato isomerase (Saramago et al., 2012;
Saramago et al., 2018), como pela acdo inibitoria do 3-Bromo-Piruvato sobre o metabolismo
de glicose e cadeia respiratoria (Braz et al.,2018). Essa ideia é refor¢ada ainda pela observacao
de que o metabolismo de carboidratos nas células BME26 confere a estas tolerancias ao estresse
oxidativo, especialmente pela maior disponibilidade de poder redutor na forma de NADPH
intracelular (Noce et al., 2019). Os perfis de transcricdo e de atividade de enzimas relacionadas
a via glicolitica (Hexoquinase- HK, Piruvato Quinase- PK) foram observados em células
BME26 expostas a diferentes condi¢des nutricionais relativas a disponibilidade de glicose e
demonstraram uma correlacdo direta com a disponibilidade de carboidratos (da Silva et al.,
2015).

2.2 Proteina Dissulfeto Isomerase

A atividade de PDI foi publicada pela primeira vez de forma independente por dois
grupos em 1963. O grupo de Brund Straub (Dejeans et al.,2012) em extratos do pancreas de
pombos e galinhas que foram capazes de estimular a reoxidagéo de ribonuclease. Paralelamente,
Anfinsen e seus colaboradores (Hettinghouse et al.,2018), como parte do trabalho sobre
ribonuclease que concedeu a Anfinsen o Prémio Nobel de Quimica de 1972 com Moore e Stein,
realizou estudos detalhados, mostrando a aceleracdo da reativacdo da ribonuclease por um
sistema microssomal de figado de rato. O grupo de Anfinsen posterioRmente purificou
parcialmente a enzima responsavel (Schulman & Furie, 2018) e mostrou que era capaz de
catalisar reacdes de troca de tiol-dissulfeto. A Proteina Disulfeto Isomerase (PDI) é uma classe
de enzima multifuncional encontrada principalmente no reticulo endoplasmatico (ER), podendo
ainda ser encontradas em outros compartimentos celulares e no ambiente extracelular (Khan&
Mutus, 2014).

A familia das PDIs é identificada, até 0 momento, composta de 21 membros, todas
possuem pelo menos um sitio catalitico com assinatura tioredoxina (tabela 1). A PDI e seus

analogos sdo as unicas enzimas da familia das Tiorredoxinas capazes de catalisarem a
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isomerizacdo de pontes dissulfeto por repetidos ciclos de reducgéo e oxidacdo (Wilkison et al.,
2004). Tal capacidade se da devido a uma funcéo do estado redox do substrato proteico e do
estado tiol redox do microambiente local. O sitio catalitico da PDI contém uma sequéncia
CGHC encontrada em ambos dominios. A troca de dissulfeto envolve essencialmente
transferéncia de pontes dissulfeto de proteina pelo intercambio tiol-dissulfeto envolvendo as
duas cisteinas do sitio catalitico, levando a um acumulo do conjunto de dissulfetos consistente
com o estado conformacional mais estavel para um polipeptideo (Oliveira et al.,2019). Todos
os genes da familia PDI fazem parte de uma superfamilia conhecida como superfamilia da
tioredoxina (TRX), que também inclui as glutaredoxinas, TRXs, ferroredoxinas e
peroxidoxinas. As enzimas prprincipais enzimas responsaveis por facilitar a troca tiol-dissulfeto
sdo membros da familia das PDIs. Embora esteja implicito que todos os membros da familia
PDI possuem a capacidade de reorganizar as ligacGes dissulfeto, apenas um subconjunto é
considerado ortdlogo e capaz de realizar essas reacdes (Galligan & Petersen, 2012)

Tabela I. Familia da proteina dissulfeto isomerase humana, adaptado de Galligan & Petersen 2012

Nome do Outras Nome da proteina Localizacéo Numero de
Gene denominacgdes cromossémica aminoacidos
AGR2 XAG-2, HAG-2, Homologo de 7p21.3 175
AG2, PDIA17 proteina 2 de
gradiente anterior
AGR3 HAG3, hAG-3, Homologo de 7p21.1 166
BCMP11, proteina 3 de
PDIA18 gradiente anterior
CASQ1 PDIB1 Calsequestrin-1 1921 396
DNAJC10 | MTHr, ERdj5 Homologo de 2032.1 793
DnaJ (Hsp40),
subfamilia C,
membro 10
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ERP27 FLJ32115, Proteina residente 12p12.3 273
ERp27, PDIA8 do reticulo
endoplasmatico 27
ERP29 ERp28, ERp31, | Proteina residente 12924.13 261
ERp29, PDI-DB, do reticulo
PDIA9 endoplasmatico 29
ERP44 KIAA0573, Proteina residente 9022.33 406
PDIA10 do reticulo
endoplasmatico 44
P4HB DIA1, PROHB, Proteina 17925 508
DSI, GIT, PDl, dissulfeto-
PO4HB, P4Hb, isomerase
PDI-1
PDIA2 PDA2, PDIp Proteina 16p13.3 525
dissulfeto-
isomerase A2
PDIA3 P58, ERp61, Proteina 15q15 505
ERp57, ERp6O, dissulfeto-
GRP57, PI-PLC, isomerase A3
HsT17083
PDIA4 ERP70, ERP72 Proteina 7935 645
dissulfeto-
isomerase A4
PDIAS PDIR, FLJ30401 Proteina 3021.1 519
dissulfeto-
isomerase A5
PDIAG P5, ERp5 Proteina 2p25.1 440
dissulfeto-
isomerase A6
PDILT PDIA7, ERp65 | Proteina proteina 16p12.3 584

semelhante a

dissulfeto
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isomerase do
testiculo
TMX1 TMX, PDIA11 Proteina 14922.1 280
transmembrana 1
relacionada a
tiorredoxina
TMX2 PDIA12 Proteina 11cen-g22.3 296
transmembrana 2
relacionada a
tiorredoxina
TMX3 FLJ20793, Proteina 18q22 454
KIAA1830, dissulfeto-
PDIA13 isomerase TMX3
TMX4 DJ971N18.2, Proteina 20p12 349
KIAA1162, transmembrana 4
PDIA14 relacionada a
tiorredoxina
TXNDC5 MGC3178, Proteina 5 6p24.3 432
FLJ21353, contendo dominio
FLJ90810, de tiorredoxina
EndoPDI, Hcc-2,
ERp46, PDIA15
TXNDC12 | TLP19, ERP1S8, Proteina 12 1p32.3 TXNDC12
ERP19, hAG-1, | contendo dominio
AGR1, PDIA16 de tiorredoxina

A PDI é uma proteina tiol abundante em varias células, em concentra¢cdes milimolares

no reticulo endoplasmatico (Noiva, 1999), representando ainda cerca de 25% das proteinas tidis

de superficie em vérias células, sendo importante na sobrevivéncia celular. A superexpressao

de PDI aumenta a resisténcia a apoptose apds hipdxia de astrocitos e células endoteliais (Graven

et al., 2002; Sullivan et al., 2003; Tanaka et al., 2000).

No reticulo endoplasmatico a PDI exerce atividade isomerase/oxidase, enquanto fora do

reticulo a PDI atua geralmente como redutase, de acordo com as condigdes oxidante e redutora,
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respectivamente (Fig.5) (Noiva 1999, Wilksonson et al., 2004). Embora, classicamente a PDI
apresente a funcdo de promover o enovelamento oxidativo de proteinas no reticulo
endoplasmatico, a fosforilacédo e ligacédo ao calcio podem potencialmente modular a ligacao da
PDI a outras proteinas (Gruber et al., 2006; Noiva, 1999; Wilkinson et al., 2004). Apesar do
papel da PDI no RE ser bem estabelecido, tem sido crescente novos conhecimentos de fungdes
das PDIs em outros ambientes celulares. Recentemente PDIs foram encontradas em membranas
plasmaticas de varios tipos de células (Tanaka et al.,2018), incluindo megacaridcitos e
plaquetas (Tanaka et al.,2020). Em alguns casos, € relatado que a PDI associada a superficie
pode ser secretada para o ambiente extracelular, por exemplo, células pancreaticas exdcrinas de
rato transportam PDI para a membrana plasmatica e secretam-na no lumen acinar (Laurindo et
al., 2008). Além disso, foi relatado que as plaquetas ativadas liberam PDI para interagirem com
integrinas de células endoteliais. Na superficie plaquetaria, foi demonstrado que o PDI catalisa
a isomerizacdo de dissulfetos na trombospondina 1 associada a superficie, alterando
subsequentemente sua ligacdo a catepsina neutréfila (Oliveira et al.,2019).

Também foi demonstrado que PDI de superficie reduz as ligacdes dissulfeto
estabelecidas entre um ligante e um receptor da superficie celular. Especificamente, Ryser e
colaboradores (Ryser et al., 2012) mostraram que a ativacao e translocacéo da toxina da difteria
ligada ao receptor, bem como a entrada do virus da imunodeficiéncia humana ligada ao

receptor, exigem a presenca de PDI na superficie celular.
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Figura 5 — Multiplas Funcdes de PDI: A PDI pode desempenhar mdultiplas funcdes dependendo o status redox
do substrato. PDI apresenta fungéo de redutase em substratos oxidados, oxidase em substratos reduzidos ou através
de sucessivas atividades de oxidacao e redugdo atuar como uma isomerase. Fonte: llustracdo adaptado de Laurindo
et al., 2008.
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A PDI possui cinco dominios organizados na sequéncia a-b-b’-a’-c (Figura 6). Os
dominios a e a’ da PDI sdo homdlogos a tiorredoxina e apresentam sitios ativos independentes,
enquanto os dominios b e b’ ndo apresentam o motivo redox e estdo relacionados como o
reconhecimento ou interagdo da PDI com peptideos (Gruber et al.,2006; Noiva, 1999;
Wilkinson et al.,2004). Ja o dominio c, tem sido sugerido como sitio de ligacdo de célcio, e

perece ser menos critico em mamiferos quando comparado a leveduras (Tian et al., 2006).

1
WCGHC

(Active site 1)

Figura 6- Modelo tridimencional de PDI Humana: Em destaque com diferentes cores dos dominios a, b,b’,a’ e
regido ¢ teRminal com cddigo de retencdo do RE adaptado de (Laurindo, 2008).

Apesar de a PDI conter a sequéncia KDEL (lys-asp-glu-leu) (Harter et al., 1996) de
retencdo no RE (presente na regido C-terminal da proteina), evidéncias crescentes indicam
possibilidade de localizagéo fora do RE, podendo ser secretada para 0 ambiente extracelular.

Neste contexto, a PDI pode se associar @ membrana plasmatica por interacdo eletrostatica
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(Terada, 1995) e de fato tem sido detectada na superficie de uma variedade de células. Os
mecanismos pelos quais a PDI deixa de reconhecer o cddigo de retencédo do receptor KDEL,
apesar de manter esta sequéncia de retencédo, e migra para regido extracelular ainda ndo estéo
claros (Terada et al., 1995, Wilkison et al., 2004).

Na superficie celular, a PDI exerce predominantemente atividade redutase (Turano et
al., 2002) e pode catalisar reacdes de transnitrosacdo, responsaveis pela internalizacédo de 6xido
nitrico a partir de S-nitrotiois extracelulares (Ramachandran et al., 2001). Nesse local, a PDI
esta ainda envolvida na modificacdo de cisteinas de proteinas de membrana, podendo modular
fortemente a adesdo celular mediada por receptores de integrinas (I-Hua Chen et al., 2015). O
modelo mais estudado neste sentido é a adesdo/agregacao plaquetaria. A agregacao plaquetaria
¢ inibida por antagonistas da PDI, incluindo o anticorpo monoclonal neutralizante RL90 (Essex
et al., 1995; Essex et al., 2001; Lahav et al., 2000; Lahav et al., 2002). De fato, é conhecido
que a troca tiol-dissulfeto enzimatica estabiliza a agregacdo plaquetaria mediada pela integrina
_ 281 (Lahav et al., 2003). Adicionalmente, foi demonstrado que subunidades betas de
integrinas interagem fisicamente com a PDI (Burgess et al., 2000).

A PDI de superficie tem ainda a propriedade de se ligar a galectina-9 na superficie de
linfécitos T e, por mecanismos redox, dar suporte a migracao celular e a infeccdo por HIV (BI
et al., 2011). Em células endoteliais, a fun¢do oxidoredutase da PDI de superficie celular
contribui para manter a assimetria de fosfolipidios de membrana, prevenindo a exposicdo da
fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica, via inibicdo de translocases de
aminofosfolipidios (responsaveis pela atividade flipase e/ou flopase trans-membrana) (Popescu
et al., 2010). Mais ainda, além de seus efeitos na superficie celular, a PDI tem importantes
funcBes no trafego e secrecdo de proteinas, como na ligacdo e exportacdo da tireoglobulina
(Delom et al., 2001). E reportado que a PDI desempenha um papel critico na internalizagéo
desses patdgenos pela célula hospedeira. Interessantemente, 0 DTNB bloqueia eficientemente
a fusdo celular entre o patdgeno e a célula hospedeira mediada pela PDI (Lara et al.,2011). Tal
inibicdo impede a reagdo de intertroca tiol-dissulfeto na superficie da célula hospedeira entre a
PDI e as proteinas extracelulares do patogeno (Ryser e Fliickiger, 2005).

Em macréfagos, a transfeccdo com plasmideo PDI-senso aumenta fagocitose de
Leishmania, enquanto o plasmideo PDI-antisenso, SiRNA contra PDI ou catalase reduzem a
infeccdo (Santos, et al 2009). Em neutrofilos humanos, a PDI associa-se a varias subunidades
do complexo NADPH oxidase, particulaRmente p47phox, e modula funcionalmente a ativagao
(de A Paes et al., 2010). A superficie hidrofobica e a flexibilidade estrutural da PDI peRmitem
a ligagdo desta proteina a substratos de diferentes tamanhos e com grupos dissulfeto em
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diferentes localizacGes (Gruber et al., 2006, Tian et al., 2006, Wilkinson et al., 2004). De fato,
inimeros estudos sugerem que o sitio de ligacdo da PDI a substratos é independente dos sitios
cataliticos (Noiva et al., 1993), contudo, os motivos redox Sa0 necessarios para a posterior
estabilizagéo desta ligacdo (Klappa et al., 1997; Noiva et al., 1993). Mais ainda, a fosforilacao
e ligagdo ao Ca?* podem potencialmente modular a ligacdo da PDI a proteinas (Guthapfel et
al., 1996; Rao et al., 1993; Wilkinson et al., 2004). Em sintonia com estes aspectos estruturais,
a PDI possui ainda fungédo chaperona, a qual parece ser independente dos dominios redox ativos
(Tian et al., 2006).

2.3- O Estresse Oxidativo e 0 Codigo Redox

Ao longo da evolucdo o processo metabolico aer6bico como a respiracdo e
fotossintese, teve como consequéncia a producdo de ROS nas mitocdndrias, cloroplastos e
peroxissomos. Este processo metabolico leva a producédo de diferentes tipos de ROS na célula.
Além disso, a literatura demonstra que ROS em altas concentragfes, e produzidos de modo
descontrolado, possuem capacidade de causar dano oxidativo em proteinas, DNA e lipideos
(Apel & Hirt, 2004; Forman & Torres, 2002).

O oxigénio intracelular pode ser convertido a varias formas reativas por transferéncia
de energia ou por transferéncia de elétrons, levando a formacdo de oxigénio parcialmente
reduzido, resultando em reducdo sequencial de superoxido para peroxido de hidrogénio e entdo
radical hidroxil (Apel & Hirt, 2004). O estresse oxidativo ocorre por meio de um desequilibrio
no metabolismo de espécies redox ativas, que culmina com a formacdo de agentes oxidantes
(Gregory et al, 2001). As espécies reativas tém sua origem na sintese enzimatica, inducao
ambiental ou pela reacdo quimica adicional de uma espécie ativa com outras moléculas
enddgenas para gerar uma espécie reativa de segunda geracdo (Jones & Sies.,2015). Essas
espécies de segunda geragdo possuem um espectro de atividade diferente das espécies
progenitoras, com diferentes reacfes redox alvos bioldgicos (Oronsky et al.,2014). Assim, o
estresse oxidativo é caracterizado pela presenca de concentracGes altas de espécies reativas
toxicas, principalmente ROS.

O Codigo Redox é definido como o conjunto de principios que indicam
posicionamentos de NAD/NADP, de tiois/dissulfeto e de outros sensores redox capazes de
suportar o equilibrio redox em condi¢fes moderadas de oxidagdo (Jones & Sies.,2015). Em
sistemas bioldgicos, se aplica a organizacao redox de células, tecidos e organismos e se estende

a todos organismos vivos (Paulsen & Carroll,2013). O Codigo Redox é dependente de ciclos
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de ativacéo e desativagdo que se déo por meio de Oz e H>Oo, respectivamente, e este processo
contribui para a organizacdo de desenvolvimento e adaptacdo ao ambiente. A partir da ruptura,
ou desestabilizagéo, dessas estruturas organizacionais instala-se o estresse oxidativo, levando a
desestruturacdo de moléculas e tecidos (Oronsky et al.,2014).

O cadigo redox consiste em quatro principios pelos quais os sistemas biolégicos sao
organizados. O primeiro principio é o uso das propriedades reversiveis de aceitacdo e doacao
de elétrons da nicotinamida no NAD e NADP para fornecer organizacdo do metabolismo,
operando em equilibrio préximo. Isso € observado nas oxidacGes do substrato que estdo ligadas
a reducdo de NAD* e NADP®, que por sua vez estdo relacionadas a producdo de ATP,
catabolismo e anabolismo, respectivamente. Em segundo lugar o metabolismo esta ligado a
estrutura da proteina atraves de interruptores redox (redox switch), cineticamente controlados
no proteoma, que determinam a estrutura terciaria, interagdes macromoleculares e tréfego,
atividade e fungdo. Destaca-se neste caso a abundancia de proteinas e a reatividade dos
interruptores de enxofre com oxidantes, variando em muitas ordens de grandeza, para
deteRminar a especificidade nos processos bioldgicos. Em terceiro, a deteccdo redox, em que
os ciclos de ativacdo/desativacdo do metabolismo redox, envolvendo especialmente o H,O»,
apoiam a organizacao de sequéncias espago-temporais na diferenciacdo e nos ciclos de vida de
células e organismos. E em quarto e Gltimo destaque séo as redes redox que formam um sistema
adaptativo para responder ao meio ambiente desde micro compartimentos através de sistemas
subcelulares até os niveis de organizacdo celular e tecidual (Jone & Sies, 2015).

A localizagdo especifica de uma atividade enzimética em estruturas subcelulares ou em
orgdos distintos sdo ambientes peculiares com potencial cinético especificos, influenciando o
estado de reducdo-oxidacdo de uma deteRminada dupla redox, definido por seu potencial
teRmodinadmico redox (Prigogine 1978). Isso permite que mdltiplos processos fisicos e
quimicos associados ocorram simultaneamente numa mesma célula ou 6rgédo, obedecendo as
mesmas forcas teRmodindmicas, levando a caracteristicas distintas de resposta espacial e
temporal, e suportando fungdes diferenciadas. A estrutura de rede redox adaptavel é necesséria
para manter a saide em um ambiente em mudanca e, se estiver funcionalmente comprometida,
contribui para a falha de doencas e organismos dependendo necessariamente da
compartimentalizacdo celular. A forma reduzida (ditiol) da proteina dissulfeto-isomerase é
capaz de catalisar a reducdo de uma ponte dissulfeto malformada de um substrato, através da
sua atividade redutase ou da atividade isomerase. Para o método da redutase, uma ligacéo
dissulfeto de substrato dobrada incorretamente é convertida em um par de residuos de cisteina

reduzidos pela transferéncia de elétrons da glutationa e NADPH. PosterioRmente, o dobramento
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noRmal ocorre com a formacdo da ligacdo dissulfeto oxidativa entre os pares corretos de
residuos de cisteina do substrato, levando a uma proteina dobrada adequadamente (Fig.5). Para
0 método da isomerase, 0 rearranjo intramolecular dos grupos funcionais do substrato €
catalisado proximo ao teRminal N de cada sitio ativo. Portanto, a PDI é capaz de catalisar a
troca de dissulfeto de modificacdo pos-tradugédo (Passam et al.,2018)

2.4- O enxofre como um sensor Redox

O enxofre ocupa uma posi¢do Unica na biologia devido a sua capacidade de adotar uma
ampla gama de estados de oxidacdo (-2 a +6) e formas quimicamente Gnicas ou "quimiotipos"
(3a), cada um com vias distintas de formacdo, propriedades fisicas e de reatividade. Sendo o
10° elemento mais comum no universo, 0 15° mais comum na crosta terrestre e o0 7° elemento
mais comum em animais (Jones & Sies.,2015). Essa concentracdo bioldgica é indicativa da
consideravel utilidade e versatilidade do enxofre nos sistemas vivos (Lau & Pluth2019).

As especies reativas de enxofres podem desempenhar um papel importante na biologia
redox, pois o enxofre tém seis elétrons de valéncia e exerce grande parte de sua sinalizacéo por
meio da interagdo com o enxofre de cisteina (Cys-SH) nas proteinas reguladoras, ou seja, a
peroxidacdo por Cys-SH produz sulfenilos (Cys-SOH) enquanto a persulfidagao (sulfidragéo)
produz cisteina persulfetos, Cys-S-SH (Giles et al.,2017).

Grupos tidis servem como tampdes redox celulares, reduzindo ROS e, assim, mantendo
0 estado redox geral da célula em algumas situacdes (Gruhlke & Slusarenko, 2012). Sabe-se
que os tidis atuam como agentes redutores e, uma vez oxidados, os dissulfetos correspondentes
sdo apenas levemente oxidantes. Assim as modificacOes de oxidacao e reducdo, poderiam estar
funcionando como verdadeiros tampdes redox, mediando reagdes biologicas importantes para
a homeostase nos organismos (Giles et al.,2017).

Moléculas de ocorréncia natural contendo enxofre em estados de oxidacdo mais
elevados, como os acidos sulfinico e sulfonico, sdo incapazes de participar de transformacdes
redox espontaneas em condicdes fisioldgicas. A possibilidade de estados de oxidagdo redox-
ativos do enxofre serem gerados sob condicdes de estresse oxidativo (Kawahara et al.,2007).
Os acidos sulfénicos ja foram identificados em varias enzimas contendo cisteina redox-ativa e
a oxidacdo da cisteina em &cido cisteina-sulfénico pode fazer parte da sinalizacdo celular (Pei
et al., 2019). Um exemplo é o componente alicina do alho (dialildissulfeto-S-mondxido), que
contém uma ligacdo dissulfeto oxidada, estudado por varios anos (Giles et al.,2017). A

mudanca no estado de oxidacdo de um dos atomos de enxofre da ligagdo dissulfeto ativa a
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ligacdo SS, aumentando a reatividade do composto em relacdo aos tidis por meio de uma reagao
de troca de enxofre e enxofre, e acredita-se que essa reatividade aprimorada seja responsavel
pelas propriedades antimicrobianas da alicina (Lawal et al., 2016).

A possibilidade de estados de oxidacdo redox-ativos do enxofre serem gerados sob
condicBes de estresse oxidativo, é uma possibilidade pouca explorada até o momento. Nos
sistemas biologicos destaca-se necessariamente 0 aminoacido cisteina, uma estrutura impar
capaz de promover o enovelamento proteico, através de formacdo de pontes dissulfetos, e
funcionar como o mais importante sensor redox das superficies proteicas (Giles et al.,2017). As
reacOes redox de residuos de cisteina podem levar a uma série de modifica¢fes pos-traducionais
gue sdo um mecanismo importante para a regulacdo de proteinas de todas as principais
categorias funcionais, como por exemplo: enzimas, proteinas contrateis, estruturais, de
aRmazenamento e de transporte. Entre essas modificacGes estdo dissulfetos reguladores
reversiveis, tiossulfinatos, S-glutationilacéo, &cidos sulfénicos, sulfenamidas, sulfinamidas, S-
nitrosilacdo e persulfetos em conjunto com espécies amplamente irreversiveis, como acidos
sulfinicos, acidos sulfonicos e sulfonamidas que sdo frequentemente vistas como caracteristicas
do estresse oxidativo (Brigelius-Flohé & R, Flohé L, 2011).

A quimica da formacdo da ligacdo dissulfeto é a quimica das reacGes redox e dos
tiolatos. As reacdes redox, ou reagdes de reducdo-oxidagdo, sdo, como 0 nome sugere, reagoes
nas quais uma espécie quimica atinge um estado de oxidacdo mais alto através da perda de
elétrons ou ganho de oxigénio, enquanto outra é reduzida, ou seja, atinge um estado de oxidacao
mais baixo, através do ganho de elétrons ou da perda de oxigénio. Para a formacao de ligacGes
dissulfeto, a espécie inicial é o grupo tiol encontrado na cadeia lateral dos residuos de cisteina
nas proteinas. O grupo tiol representa o estado de oxidacdo -2 do atomo de enxofre. Quando
dois grupos tiol sdo oxidados para formar um dissulfeto, ambos os atomos de enxofre
envolvidos atingem o estado de oxidacdo -1, e dois elétrons e dois prétons devem ser
transferidos para o oxidante. O oxidante mais simples que pode ser usado para formar uma
ligacdo dissulfeto é o oxigénio molecular, que, no processo de formacdo do dissulfeto, é ele
proprio reduzido ao peroxido de hidrogénio (Giles et al.,2017). A formacdo de ligacOes
dissulfeto usando oxigénio molecular como oxidante é um processo teRmodinamicamente
favoravel, e ocorre espontaneamente, desde que os dois grupos tidis possam ser justapostos. No
entanto, esse processo de oxidacao € cineticamente lento, mas € usado, em combina¢do com a
catalise de ions metalicos, in vitro para a redobragem de proteinas produzidas como corpos de

inclusdo insolaveis (Giles et al.,2017). Essa reacdo também reflete o que acontece, pelo menos
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em parte, in vivo. No entanto, em sistemas bioldgicos, a reacdo é catalisada por enzimas
conhecidas como sulfidril oxidases, incluindo a proteina Erol residente no ER

As ligacdes dissulfeto sdo ligagdes covalentes formadas entre as cadeias laterais dos
residuos de cisteina. Sua funcdo usual é estabilizar estruturas proteicas, embora elas também
possam desempenhar outros papéis, incluindo a regulacdo redox da atividade enzimética. A
formacdo de ligacBes dissulfeto esta provavelmente envolvida na biogénese de
aproximadamente um terco das proteinas humanas. Um ator central nesse processo essencial é
a PDI.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Identificar o papel funcional da proteina dissulfeto isomerase no controle da divisao

celular em células embrionarias do carrapato bovino Rhipicephalus microplus (BME26)

3.2- Objetivos Especificos

I. Caracterizacgio “in silico” da Proteina Dissulfeto Isomerase (RmPDI)

a.
b.

C.

Clonagem e sequenciamento de fragmentos referentes aos transcritos de RmPDI
Analise por homologia de sequéncias de aminoacidos

Construgdo de Modelos 3D Comparativos das 3 isoformas da Proteina
Dissulfeto Isomerase (PDI);

Analise das Superficies de Potencial Eletrostatico das 3 isoformas da PDI;
Docking molecular da PDI com o ligante DTNB;

Dindmica molecular dos complexos formados entre a enzima e o ligante
DTNB,;

1. Avaliacio do efeito do DTNB em células BME26

a.
b.
C.
d.

Analise da viabilidade celular e capacidade proliferativa

Avaliagdo morfoldgica das células tratadas com DTNB

Avaliacao do perfil transcricional de RmPDI e GSK3[3

DeteRminagao do conteudo de glicogénio, Glutationa reduzida e Atividade de

Lactato Desidrogenase

I11.Correlacao Metabolica das células BME26 silenciadas para RmPDI

a.

Estabelecimento de uma estratégia de silenciiamento génico simples e duplo
para os transcritos de RmPDI

Avaliacao de enzimas do metabolismo de insulina

Avaliacao de enzimas da via Wnt

Caracterizacao imunologica da RmPDI-1
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ldentificacdo das sequencias codificantes para PDI em R. microplus

As sequéncias foram obtidas a partir de um banco de dados de sequéncias de transcriptoma
de R. microplus (RmINCT-EM), e a partir das sequéncias do carrapato Hemaphysalis

longicornis denominado com RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-3.

4.2 Manutencio das células da linhagem BME26.

As células BME26 foram cultivadas na presenca do meio Leibovitz L-15 (Sigma-Aldrich,
#1.4386) suplementado com aminodcidos, glicose, sais minerais e vitaminas, detalhados no
ANEXO 1, de acordo com (Munderloh e Kurtti, 1989). O meio foi diluido em agua estéril (3:1)
e depois adicionados 10% de caldo triptose fosfato (Sigma-Aldrich, #T8782), 10% de soro fetal
bovino (Nutricell®, inactivado por aquecimento) e Penicilina/ Estreptomicina a 100 U/mL e
100 pg/mL, respectivamente (Gibco, #15140122). As células foram mantidas a 34 °C, com
meio de cultura substituido semanalmente. ConfoRme descrito por Esteves e colaboradores
(2008) A linhagem BME26 ¢é mantida. As garrafas de cultura de célula confluentes (25 cm?)
foram ressuspensas em 5 mL de meio completo usando uma agulha de calibre 22 (0,70 x 25mm)
anexada a uma seringa de plastico de 5 mL. A densidade da cultura foi determinada utilizando
hemocitometro Neubauer, e a viabilidade celular foi determinada usando a técnica de exclusao
de células mortas marcadas pelo corante Azul de Tripan (Trypan Blue 0,04% - Sigma-Aldrich).
Para realizar todos os experimentos desta tese a densidade de célula em garrafas de cultura (25
cm?) foi noRmalizada em uma aliquota inicial de 107 células por garrafa em 5 mL de meio
(2x10° células/mL), para ser usada 14 dias depois, com uma concentragdo celular esperada de
aproximadamente 2x107 células por garrafa (~ 4x10° células/ml), para manter caracteristicas
homogéneas entre as garrafas de cultivo celular utilizada em todos os experimentos (Abreu et
al., 2013).
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4.3 Extracdo de RNA e quantificacio relativa de transcricio de genes por PCR em tempo
real

Apos os tratamentos 0 RNA total foi extraido de células BMEZ26 a partir de placas de
24 pogos utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Um micrograma de RNA total foi transcrito reversamante usando o
Kit Transcription reverso-M-MLV de alta capacidade cDNA (Takara Biotechnology, Shiga,
Japdo). A transcricdo relativa foi analisada com molde de cDNA em uma PCR quantitativa
usando a plataforma LightCycler 480 11 (Roche, Mannheim, Alemanha) e os primers descritos
no ANEXO 2 (Foward: 5’-
TAATACGACTCACTATAGGGCCACGTCAAGCACCACCACC -3’/Reverse: 5-
TAATACGACTCACTATAGGGGCGTAGTTTTCCTTATCGCG -3°). Dilui¢bes em série do
cDNA foram utilizadas para construir uma curva de calibragdo. As eficiéncias de reacdo entre
85% e 100% foram deteRminadas a partir de curvas de calibracéo para cada conjunto de primers
em reagdes de 10 uL. O gene de R. microplus elongation factor-alpha (EIf1A) foi utilizado
como gene de referéncia (Nijhof et al., 2009) para noRmalizar as reacdes. O cDNA controle foi
obtido de células BME26 ndo tratadas, e utilizado como um calibrador para os ensaios. Para a
expressdo relativa dos calibradores foi atribuido o valor de 1 unidade. As anélises estatisticas
(média e erro padrdo) foram realizadas em dados obtidos de trés experimentos independentes.
A expressao relativa foi determinada usando valores de Cp de cada corrida na tabela no software
Relative Expression Software Tool (Pfaffl, 2001).

4.4 Clonagens de RmPDIs e Andlises da sequéncia de aminoacidos.

Foram usados primers desenhados para PDIs, para amplificacdo a partir de células
BMEZ26. Os fragmentos amplificados foram ligados ao vetor de clonagem pGEM-T Easy
(Promega-USA) produzindo as construcdes plasmidiais pGEM-CASP. Os plasmidios
recombinantes foram propagados em E. coli Topl10 através de choque téRmico e em seguida
selecionados em meio de cultivo Luria-Bertani (LB) com &gar e o agente selecionador
Ampicilina (100 pg/mL). Todas as construcGes obtidas foram confiRmadas por PCR e analise
das sequéncias in silico. Os clones positivos da construcdo foram sequenciados em ambas as

direcdes pelo menos 3 vezes usando o Genetic Analyzer 3500 (Life Technologies).
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4.5 Reacéo de ligacao do inserto ao vetor de clonagem

Este procedimento foi realizado seguindo as recomendacdes do fabricante do kit de

clonagem pGEM-T Easy Vector System (Promega, cat # A1360).

4.6 Transformacéo das E. coli DH5a quimicamente competentes

Aliquotas contendo 100 pL de células de E. coli DH5a, quimicamente competentes,
aRmazenadas em freezers -80°C foram utilizadas para a transformacao por choque téRmico para
todas as construcdes produzidas nesta tese. O procedimento foi realizado da seguinte maneira:
foram adicionadas 10 pL da reacdo de ligacdo na aliquota de células competentes. Esta mistura
foi mantida em gelo por 20 min e entdo submetida a choque téRmico (banho seco) a 42 °C por
45 seg e retornando ao gelo por 2 min. Em seguida foram adicionados 500 pL do meio de
cultura SOC e estes foram colocados em agitacao orbital por 1h30min a 37 °C. Ao fim desta
incubacdo, foram transferidos entre 100-150 uL desta suspenséo para placas de petri com meio

de cultura LB-Agar suplementado com ampicilina a 100 pg/mL.
4.7 Reacdo de PCR para a checagem das col6nias transformadas

Apobs a transformacdo das E.coli DH5a, pelo menos 10 clones brancos foram
transferidos para uma segunda placa contendo o meio de cultura LB-Agar suplementado com
100 pg/mL de ampicilina. Os primers (ANEXO 2) utilizados para a obtenc¢do dos insertos para
clonagem das PDlIs foram utilizados para esta reacdo de checagem do inserto.

4.8 Extracdo do DNA plasmidial

Este procedimento foi realizado seguindo as recomendac0es do fabricante do QlAprep
Spin Miniprep Kit (QIAgen, cat # 27106).
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4.9 Analises Filogenética das RmPDIs

A relacdo filogenética de RmPDlIs, foi realizada atraves de alinhamentos usando sequéncias
deduzidas apartir de bancos de dados do sequéncias de PDI-1 de Riphicephalus microplus,
Haemophisalis longicornis GenBank sob o nimero de acesso AB289618 - (HIPDI-1) e Ixodes
scapularis GenBank sob 0 nimero de acesso XM_002408931.2 (IsPDI-1). Sequéncias de PDI-
2 de Riphicephalus microplus, Haemophisalis longicornis GenBank sob o numero de acesso
AB289617 - (HIPDI-2) e Ixodes scapularis GenBank sob o ndmero de acesso
XM_002405788.2 (IsPDI-2). Sequéncias de PDI-3 de Riphicephalus microplus, Haemophisalis
longicornis GenBank sob o numero de acesso AB289619 - (HIPDI-3), e Ixodes scapularis
GenBank sob o nimero de acesso XM_002406398.2 (IsPDI-3) foi construida uma tabela
descrevendo as caracteristicas principais de cada RmPDIs. Em seguida foi construido uma
arvore filogenética baseada nas PDIs de varios eucariotos usando o programa MEGA 5.

4.10 Desafio do DTNB em células BME26

As células foram inicialmente noRmalizadas durante 14 dias para contagem com a
quantidade de 1x107 células por garrafas. PosterioRmente, as células ressuspensas da garrafa
noRmalizada de cultura de células foram contadas e plaqueadas em 5x10° células por poco em
uma placa de 24 pogos em 500 pL de meio, incubadas a 34 °C num periodo de 12-16 horas para
adesdo celular. Com excec¢do dos experimentos, para microscopia com células fixadas, quando
2,5x10° células foram colocadas sobre laminulas redondas por pogo em uma placa de 24 pogos
com 500 pL. de meio. Apos 12 horas foram realizados os tratamentos com DTNB, as células
foram observadas morfoldgica e numericamente em microscopio optico em aumento de 400
vezes. Os resultados representados nesta tese foram feitos com no minimo trés experimentos

independentes.



46

4.11 Ensaio da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi deteRminada utilizando hemocitémetro (cAmara de Neubauer) pela
técnica de exclusdo de células mortas marcadas pelo corante Azul de Tripan (Trypan Blue
0,04% - Sigma-Aldrich) por método manual (Cadena-Herrera et al., 2015). Apds o tratamento
com DTNB, as placas de 24 pogos com células foram cuidadosamente lavadas com 0,5 mL de
PBS pH 7,0. E descoladas em 1 ml solucéo de tripsina com azul de tripan, na proporc¢éo de 3,5
mL de PBS pH 7,0, para 1 mL de tripsina (2,5%, sem fenol red, #15090046) e 0,5 mL de azul
de tripan 0,4% (Sigma-Aldrich). E entdo, 10 uL da mistura foram adicionados em cada camara
do hemocitometro. O procedimento experimental e o céalculo foram realizados de acordo com
a metodologia padrdo (John M. Walker, 2013), focando nas regides de grade de 1x1mm de
dimensdo usando a objetiva de 10x foi feita imagens usando a camera Axiocam 503 color
acoplada no microscépio Axio Imager 2 (zeiss). E as células foram contadas pelo ImageJ no

plugin cell counter para contagem manual (Ferreira e Rasband, 2012).

4.12 Analises morfologicas das células BME26

Apobs o tratamento as células plagueadas em placa 24 pocos sobre laminula redonda no
fundo de cada poco foram lavados 1x com PBS pH 7,0. A coloragéo por panotico foi feita de
acordo com o fabricante (Laborclin, #620529), um Kit para rapida coloracdo de células. As
células foram incubadas por 1 minuto na solugdo-1 (triarilmetano a 0,1%) e 1 minuto na
solucdo-2 (xantenos a 0,1%). Apods 2 lavagens com agua destilada as células foram incubas por
3 minutos na solugdo-3 (tiazinas a 0,1%) e lavadas 3 vezes em &gua destilada. As laminas foram
preparadas em glicerol para serem observadas. As imagens de microscopia foram capturadas
em campo claro usando o microscopio de luz polarizada Axio Scope.Al, Zeiss atraves do

software Blue Zeiss.
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4.13 Andlises de Viabilidade das Células BME26

Ap0s os tratamentos em placas de 24 pocos, as células BME26 foram lavadas com PBS (pH
7,2). As células foram mecanicamente descoladas da superficie da placa utilizando 500uL de
uma solugdo 1x de tripsina diluida em PBS com azul de tripan a 0,04% em cada poco.
Utilizando uma pipeta, aplicaram-se 10 pL de suspensao celular a cada lado do hemocitdmetro
e contou as células vivas, utilizando um contador de contagem manual (as células vivas ndo
marcadas com azul de tripan). Como as células contadas foram diluidas em um volume de
500ul, para o calculo final do nimero de células por 1 ml = ((média de células contadas x
10%)/2). Os resultados foram analisados usando um pacote de software estatistico (GraphPad
Prism 5).

4.14 Avaliacao da Atividade de LDH

Apos o tratamento com DTNB as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS 1x pH 7.2, em
seguida as células foram descoladas dos pogos com Tampao de lise (Tris1OmMpH?7.4, Triton
X-100 0,1%, contendo coquetel de inibidores para proteases Sigma). As amostras foram
transferidas para um tubo tipo empendorff® e vortexadas durante 15 segundos e centrifugado
por 5 minutos a 6.000x g. O sobrenadante do lisado celular foi utilizado para o ensaio de

quantifica¢do usando o Kit de LDH Labtest® utilizando protocolo do fabricante.

4.15 Avaliacdo da GSH reduzida

O contetdo da forma reduzida da Glutationa (GSH) foi medido seguindo orientagdo da bula
do fabricante usando o corante, 7-amino-4-clorometilcoumarina (Cell Tracker ™ Blue CMAC)
(Molecular Probes, Oregon, EUA) (Tauskela et al., 2000). Basicamente, foi utilizado a
concentracdo de 10uL/mL (nos pogos de 500 pL foi adicionado 5 pL da sonda) e incubado em
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apos incubacéo as laminulas foram retiradas dos pocos
lavadas 3 vezes com PBS 1x pH7,0 e levado ao microscépio de fluorescéncia Nikon e

observado em aumento de 400 vezes.
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4.16 Quantificaciio de glicogénio

Para marcar glicidios foi desenvolvida a técnica histoquimica do acido periddico-Schiff
(periodic acid-Schiff), abreviadamente PAS. Estruturas ricas em aglicares assumem uma
coloragdo magenta (violeta/aveRmelhada) ap6s serem submetidas ao PAS. Apds o tratamento
as células plagueadas em placa 24 pogos sobre laminula redonda no fundo de cada poco foram
lavados 2 vezes com PBS pH 7,0 e fixadas em 4% de solugédo paraformaldeido (em PBS pH
7,0) por 25 minutos a temperatura ambiente, em seguida lavadas 5 vezes com PBS pH 7,0. Os
carboidratos das células fixadas foram oxidados na solucdo de acido periddico por 5 minutos,
em seguida lavado em 4gua corrente 2 vezes com agua destilada. Seguido da incubag¢do com
300pnL do reagente Schiff por 5 minutos. E entdo lavado em agua corrente por 10 minutos. Para
localizagdo do ntcleo algumas laminas foram escolhidas para marcagdo com solugdo de
hematoxilina de Harris por 6 minutos. E novamente lavado com agua de corrente por 5 minutos.
Para montagem as ldminas foram desidratadas e clarificadas através de etanol 95%, etanol
absoluto, e xileno; 2 trocas de 2 minutos em cada, e montadas em resina (Entelan). As imagens
de microscopia foram capturadas em campo claro usando o microscopio de luz polarizada Axio
Scope.Al, Zeiss através do software Blue Zeiss.

Para a quantificacdo enzimatica de glicogénio, ap0s o tratamento, as células foram lavadas
1x com PBS, e ressuspendida em 1000 uL de PBS. E entéo foi separado 20 pL para contagem
celular, 10 uL foi adicionado em cada lado da camara Neubauer, o procedimento experimental
e o calculo foram realizados de acordo com a metodologia padrdo (JOHN M. WALKER, 2013).
Apos a contagem de cada poco, os 980 uL restantes, foram centrifugados em ependorfs, por 15
minutos de centrifugacdo (centrifuga hettich-universal320) a 6000 rpm 15 °C, o sobrenadante
foi descartado. O pelete de células (em triplicatas) foram lisados em 250 pL do tampao de lise
(preparado com 980 pL de tampdo acetato de sddio 200 mM, pH 4,8; 10 pL de Triton-X100,
concentracédo final de 0,1%; 10 pL de coquetel de inibidores de proteases - Sigma aldrich
#P8340). E entdo o homogenato foi para o vortex por 10 segundos, depois passado 20 vezes
pela seringa de 1ml com agulha de 26G, para lise mecanica das células. Em triplicatas para cada
condi¢do nos tubos de ensaio, 40 pL do homogenato foi incubado com 1 unidade de a-
amiloglucosidase (e triplicatas sem a-amiloglucosidase, condi¢des de controle, para dete Rminar
nivel basal de glicose e subtraido das condigdes de teste), em tampao acetato (200 mM, pH 4,8)
no volume final de 200 pL, durante 4 h a 40 °C. A reacao foi parada com 300 pL de PBS gelado
(pH 7,4). A glicose liberada foi detectada com um kit comercial para concentragao de glicose

(Glucox®, Doles) a 510 nm. Contetido de glicogénio foi deteRminado usando uma curva padrao
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de glicogénio submetida as mesmas condi¢des, e noRmalizado pelo nimero de células (Moraes

et al., 2006).

4.17 Determinacio de Proteinas

A concentracao de proteina total foi deteRminada de acordo com o protocolo do fabricante
do Kit de Bicinchoninic Acid (Sigma-aldrich Produto # BCA-1), utilizando albumina bovina

como padrio.

4.18 Sintese e adicdo de RNA de cadeia dupla (dsRNA) em células BME26 (Silenciamento
génico por RNAI)

Apos obter os produtos de PCR para sintese de dsSRNA com a utilizagdo de primers para
PDI contendo a regido promotora T7. O produto de PCR do gene ndo relacionado (B-
galactosidase de E. coli) e amplificado por um primer que reconhecia sua por¢éo T7. Ao final
da reacdo o produto seré purificado a partir do gel de agarose com o auxilio do kit Gene Cleaner
(Bio Agency). A sintese da dsRNA foi realizada com o kit T7 RiboMAX Express RNAI System
(Promega) utilizando 1ug de template. Para verificagdo da integridade da dsRNA foi realizado
uma eletroforese com gel de agarose 1,5% e quantificado em espectrofotdmetro (Shimadzu
UV-visivel-1240) a 260nm e 280nm. Para confiRmacéo do silenciamento nas células, as células
incubadas com dsRNA foram realizada a extracdo de RNA e sintese de cDNA, e analise da

transcrigdo de PDI.

4.19 Imunolocalizacao RmPDI-1, GSK3p e B-catenina

As células foram plaqueadas em placa 24 pogos sobre laminula redonda no fundo de cada
poc¢o. Apos 12 horas foram adicionados os tratamentos e apds a incubacdo as laminulas foram
lavadas 2 vezes com PBS pH 7,0 e fixadas em 4% de solucao paraformaldeido (em PBS pH
7,0) por 25 minutos a temperatura ambiente, em seguida lavadas 2 vezes com PBS pH 7,0. A
peRmeabilizagdo foi feita em acetona absoluta a < -20 °C, durante 5 minutos, e lavadas com
PBS por 5x. As células foram incubadas durante 1 hora com 1% de BSA (diluida em PBS,
solugdo de bloqueio) seguido por uma incubacdo de 16 horas (over night) com os respectivo
seguintes anticorpos: anti-RmPDI-1 diluido 1:1000 em solu¢do de bloqueio; Anti-B-catenina

(Sigma C2206) diluido 1:200, em solugao de bloqueio; anticorpo anti-Glicogénio-Sintase (Cell
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signaling, #3893) diluido 1:200, em solu¢do de bloqueio. Depois disso, as células foram lavadas
3 vezes, incubadas com o anticorpo secundario IgG anti-coelho conjugado-Alexa Fluor 555,
Ex: 555nm, Em: 565nm (Cell Signaling, #4413), diluido 1:1000 em solu¢do de bloqueio,
durante 2 horas, seguido da incubagdo com DAPI (1 pg / mL) por 15 min. As laminas foram
preparadas em glicerol, apo6s 2 lavagens, e observados por microscopia. A aquisi¢ao das fotos
foi feita utilizando-se 0 microscépio confocal Zeiss LSM710, objetiva no aumento de 40x
(Water Plan-Apochromat 40x/1.0 DIC), atraves do programa ZEN 2.3 (black edition). Os

nucleos das células foram corados com DAPI.

4.20 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados com trés amostras bioldgicas independentes em trés
repeti¢des experimentais cada, para obter a média. Todos os valores sdo expressos como media
+ S.D. Os dados foram verificados para distribuicdo noRmal, usando o teste de Shapiro-Wilk.
Quando a noRmalidade foi confiRmada, a significancia estatistica foi avaliada por ANOVA
unidirecional e bidirecional para deteRminar diferencas significativas entre os grupos. O teste
de Tukey foi usado para comparar dados entre grupos. A significancia foi estabelecida em p
< 0.05, **p < 0.01, #**p < 0.0001. n.s., ndo significativo (Comparado com controle); e #p <
0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.0001 (Comparado dentro da mesma concentracéo, entre os diferentes
tempos 2 e 24 horas)

A analise das imagens foi feita com base em trés amostras bioldgicas independentes
em trés repeticBes experimentais (laminulas). Trés ou mais imagens de cada repeti¢cdo foram
gravadas por microscopio confocal de varredura laser LSM 710, Zeiss. Para analises de
imagens, a média de intensidade de fluorescéncia (IF) por area celular em mm? foi calculada
usando o software ZEN 2.3 (edicdo blue) da Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011, ou para a
contagem de células e nucleos foi realizada usando o plugin Cell Counter no software Image.J.
Os calculos de porcentagem, bem como as andlises estatisticas e graficas foram realizadas

usando o software GraphPad Prism 6.

4.21 Modelagem estrutural das RmPDI’s

Uma das premissas mais fundamentais das ciéncias biologicas é a relacdo entre a funcéo
de uma proteina e sua estrutura tridimensional. Portanto, com o intuito de obter uma melhor

compreensdo dos mecanismos das diferentes isoforma da PDI e a importancia das cisteinas
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presentes, foram adotadas técnicas de bioinfoRmatica estrutural. Dentro desta tematica, foi
realizada uma etapa de construcdo dos modelos estruturais utilizando as sequéncias de

aminoacidos como referéncias.

Durante a construcdo dos modelos estruturais, foi adotado o servidor I-TASSER
(Iterative Threading ASSEmbly Refinement), que tem como objetivo predizer a estrutura de
proteinas a partir de multiplos alinhamentos de estruturas oriundas do banco de dados PDB
(Protein Data Bank). As sequéncias das trés PDI’s foram inseridas no servidor [-TASSER no
formato FASTA. Apos a construgdo dos modelos, foi utilizada uma etapa de minimizagéo de
energia, que visa aproximar os modelos aos seus estados nativos, utilizando célculos fisico-

quimicos; para esta tarefa, o servidor locPREFMD foi escolhido.

Ap0s 0 processo de otimizagdo estrutural, as estruturas das trés PDI’s foram submetidas
ao servidor ModLoop, que realiza predi¢cbes da conformacdo dos loops por restricdo da
conformacao espacial. Esta etapa foi auxiliada pelo servidor ERRAT para observar as regioes
de residuos onde existia a maior probabilidade de ocorrer incorreta disposi¢do estrutural,
através de uma taxa de erro (acima de 95%).

Em cada etapa de otimizacdo, as estruturas foram analisadas pelos servidores
PROCHECK e ProSA-web, O servidor PROCHECK avalia a qualidade estereoquimica das
estruturas proteicas, analisando a geometria das interacGes entre residuos e da proteina como
um todo; este servidor reporta o famoso grafico de Ramachandran. O servidor ProSA-web tem

como finalidade reconhecer erros das estruturas tridimensionais das proteinas.

Apos as etapas de otimizacdo, foram obtidos os perfis de hidrofobicidade dos modelos
por meio do visualizador PyMOL (v.2.3), em conjunto com o script disponivel no PyMOLWiKi.
O grau de hidrofobicidade é associado com a escala da cor veRmelha. PosterioRmente, as
superficies de potencial eletrostatico dos modelos foram calculadas pelo PyMOL em conjunto
com plugin APBS e o servidor PDB2PQR (com o campo de forca AMBER).

4.22 Simulac@es de “docking molecular”

Com o objetivo de compreender a importancias das cisteinas presentes nas PDIs e sua
relacdo com os mecanismos destas proteinas, foram realizadas simula¢des docking molecular
dos modelos otimizados das trés PDIs com o ligante DTNB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid). A estrutura do DTNB foi obtida pelo banco de dados PubChem, sob o cdédigo PubChem
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CID 6254.Primeiramente, foram obtidos o grau de exposicdo das cisteinas para cada estrutura
construida. A area de superficie de acessibilidade ao solvente de cada cisteina foi calculada pelo
programa PyMOL. As simulagdes de docking molecular foram realizadas no servidor
SwissDock?3, Este servidor é fortemente indicado em situagdes onde ndo sem sabe a localizacéo
do sitio de ligacdo; exatamente onde nos encontramos. Foram inseridas as estruturas dos
modelos construidos e do ligante (DTNB). Os resultados das simulacdes de docking molecular
foram analisados pelo servidor PLIP, em conjunto com o visualizador PyMOL (v.2.3). O
servidor PLIP oferece um perfil de facil compreensdo de interaces ndo covalente entre os
residuos da estrutura da proteina e seus ligantes. Os resultados das simulagfes de docking
molecular foram comparados com o grau de exposicao de cisteina, com o intuito de observar

se havia uma correlacdo clara.
4.23 Dindmica Molecular do DTNB

Para melhor compreender a dindmica estrutural e de interacdo da ligacdo do DTNB nas
isoformas de PDI, simulagdes de dinamica molecular dos complexos DTNB-PDI obtidas por
estudos de docking foram realizadas usando AMBER12 e os programas disponiveis no pacote
AmberTools 13 (Case et al., 2012). Primeiro, os sistemas foram neutralizados por adicdo de Na
+ e explicitamente solvatados com modelos de agua TIP3P (Jorgensen et al., 1983) em uma
caixa clbica na qual as proteinas foram mantidas a 8 A das bordas da caixa, usando campo de
forca FF99SB (Hornak et al. ., 2006).Adotamos um protocolo de minimizacgdo de energia com
nove etapas. Inicialmente, os sistemas foram submetidos a 2000 ciclos de minimizagdo de
energia utilizando o método de descida Steepest, um corte de 10 A para interacdes nio ligadas
e uma constante de forca de restricdo de 5,0 Kcal/mol, mantendo um volume constante. O
segundo passo consistiu em uma simulagdo de 100.000 passos com tempo de integracdo de 1
fs em um sistema NPT sob condi¢fes de contorno periddicas de 1.0 atm e 298.15 K usando o
teRmostato Berendsen (BERENDSEN et al., 1984). Um corte de 10 A para interacdes nio
ligadas, algoritmo de SHAKE (Ryckaert et al., 1977) e constante de forca de restricdo de 0,5
Kcal/mol.A2 foram aplicados nesta etapa. Em seguida, foram realizadas trés etapas de
minimizacdo de energia utilizando os pardmetros iniciais, porém com reducao gradual da forca
de contencéo constante (2,0, 0,1 e 0,05 Kcal/mol.A2, respectivamente). Em seguida, quatro
etapas consecutivas da dindmica molecular foram realizadas com 0s mesmos parametros
utilizados para o segundo estagio, mas com uma diminui¢do gradual da forca de contencéo
constante (1,0, 0,5, 0,1 e 0,05 Kcal/mol.A2, respectivamente). Durante os passos 8 e 9, apenas

os atomos Ca, C e N foram restringidas para aumentar o grau de liberdade dos sistemas.
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Finalmente, a etapa de producéo foi realizada para 100 ns. O software Grace (http://plasma-
gate.weizmann.ac.il/Grace/) foi usado para geracdo de gréaficos e o software Visual Molecular
Dynamics v. 1.9.1 (Humphrey et al., 1996) foi usado para a estrutura tridimensional.

visualizacéo e andlise de interagdes inteRmoleculares.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise de sequéncia e estrutura das PDIs de Rhipicephalus microplus

As PDIs sdo tipicamente compostas na maioria das vezes por cinco dominios a, b, b’
a'-c, com sitios ativos redox localizados nos dominios a e a’. De acordo com a classificagdo das
classes PDI, 0 RmPDI-2 e 0 RmPDI-3 pertencem a classe | com 224 a 247 aa residuos entre
dois sitios ativos, enquanto o RmPDI-1 pertence a uma classe desconhecida com 124 residuos

de aminoéacidos entre dois sitios ativos (Figura 7).

Embora todos os trés RmPDIs possuam caracteres tipicos de PDI, as identidades dos
aminoacidos entre as trés sequéncias sdo bastante diferentes, quando comparadas em conjunto.
Os resultados do alinhamento multiplo de aminoacidos apresentam baixa identidades de 15%,
17% e 29% podem ser observadas entre as sequéncias RmPDI-1 e RmPDI-2, RmPDI-1 e
RmPDI-3, RmPDI-2 e RmPDI-3, respectivamente.

Trés genes PDI foram identificados e designados nesta tese como RmPDI-1, RmPDI-2
e RmPDI-3. As analises das sequéncias de aminoacidos indicam que todas as trés PDIs tém um
peptideo sinal N-teRminal clivavel de 16 a 18 amino&cidos, sugerindo que, semelhante a uma
molécula PDI tipica, as RmPDIs sdo direcionadas para a via secretdria. Ademais, todos as trés
RmPDIs possuem duas regides com os dominios cataliticos tioredoxina (CGHC), que sdo
considerados sitios ativos classicos de PDIs e um codigo de retencdo de ER na regido C
teRminal como VEL (RmPDI-1), DEL (RmPDI-2) e EEL (RmPDI-3) (Figura 7, Figura 8, Figura
9 e Tabela 2).

O alinhamento de aminoacidos comparativo para a RmPDI-1(Fig.7) apresenta ~97% de
identidade com os genes de Hemaphysalis longicornis (HIPDI-1) e ~85% com genes de Ixodes
escapularis (IsPDI-1). Reforcando a sua identidade com outras PDIs de carrapatos, foram
identificados dominios conservados e posicionamento de cisteinas especificas nas regides dos

aminoacidos 54 e 180 nos dominios a e a’, respectivamente.
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Figura 07- Alinhamento de sequéncias de aminoacidos RmPDI-1: sequéncias de PDI-1 de Riphicephalus
microplus, Haemophisalis longicornis GenBank sob o numero de acesso AB289618 - (HIPDI-1) e Ixodes
scapularis GenBank sob o nimero de acesso XM_002408931.2 (IsPDI-1). As caixas veRmelhas indicam RegiGes
do sitio catalitico Tioredoxina (CXXC), a caixa amarela indica regido C teRminal VEL (cddigo de retencdo do
Reticulo Endoplasmatico). As setas azuis indicam os residuos de cisteinas de cada sequéncia. As sequéncias
mostram alto grau de conservacdo entre as espécies de carrapatos.

Alinhamento comparativo para o gene de RmPDI-2 (Fig.8) apresenta alta identidade

com 0s genes de Hemaphysalis longicornis (HIPDI-2) e Ixodes escapularis (IsPDI-2). Foi
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possivel identificar o sitio catalitico, o codigo de retencdo do Reticulo Endoplasmatico e os
residuos de cisteinas especificos que mostram um alto grau de conservacgao entre as espécies de

carrapatos analisados.
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Figura 08- Alinhamento de sequéncias de aminoacidos RmPDI-2: sequéncias de PDI-2 de Riphicephalus
microplus, Haemophisalis longicornis GenBank sob o nimero de acesso AB289617 - (HIPDI-2) e Ixodes
scapularis GenBank sob o nimero de acesso XM_002405788.2 (IsPDI-2). As caixas veRmelhas indicam
Regides do sitio catalitico Tioredoxina (CXXC), a caixa amarela indica regido C teRminal VEL (c6digo de
retencdo do Reticulo Endoplasmatico). As setas azuis indicam os residuos de cisteinas de cada sequéncia. As
sequéncias mostram alto grau de conservacao entre as espécies de carrapatos.

O Alinhamento comparativo para o gene de RmPDI-3 (Fig.9) apresenta alta identidade
com o0s genes de Hemaphysalis longicornis (HIPDI-3) e Ixodes escapularis (IsPDI-3).

Observou-se alto grau de conservacdo entre as espécies analisadas onde foram identificados a
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regides do sitio catalitico, o cddigo de retencdo do Reticulo Endoplasmatico e novamente os

residuos de cisteinas conservadas de cada sequéncia.
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Figura 09. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos RmPDI-3: sequéncias de PDI-3 de Riphicephalus
microplus, Haemophisalis longicornis GenBank sob o nimero de acesso AB289619 - (HIPDI-3). e Ixodes
scapularis GenBank sob o ndmero de acesso XM_002406398.2 (IsPDI-3). As caixas veRmelhas indicam RegiGes
do sitio catalitico Tioredoxina (CXXC), a caixa amarela indica regido C teRminal VEL (cddigo de retencdo do
Reticulo Endoplasmatico). As setas azuis indicam os residuos de cisteinas de cada sequéncia. As sequéncias
mostram alto grau de conservacdo entre as espécies de carrapatos.

As caracteristicas das sequéncias das trés PDIs estdo resumidas na Tabela I. O
comprimento total do quadro de leitura aberto (ORF) dos genes RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-
3 € de 1308, 1500 e 1464 pb, que codificam 435, 499 e 488 aminoacidos, com massas
moleculares preditas aproximadamente de 48, 55 e 54 kDa, respectivamente.
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Tabela Il. Caracteres da sequéncia da familia PDI de R. microplus

Gene ORF NUmero de Massa Peptideo Sitio Sinal de
(pb) aminoacidos | molecular Sinal Ativo Retencéao
(kD) R.E.
RmPDI-1 1308 435 47,85 18 CGHC VEL
RmPDI-2 1500 499 54,89 18 CGHC DEL
RmPDI-3 1464 488 53,68 16 CGHC EEL

Durante a analise de identidade e similaridade dos genes para as PDIs demostrou que o
gene RmPDI-1 UNIPROT (cod.NP005733.1) 440 aa apresentou ldentidade de 56%,
Similaridade de 72% com cobertura de 97% 15084 ID 55,8 SIM 73%. O gene RmPDI2,
apresentou, segundo UNIPROT (cod. NPp07237), Identidade de 53% com Similaridade de
74,2% cobertura de 99% da isoforma de PDIA2 de C. elegans. Ja a RmPDIA3 UNIPROT
(Cod.NP_0053043) Identidade de 49,7, Similaridade de 67,9% PDIA3 humanos com 93% de
cobertura.

Para evidenciar a diferenga entre as isoformas de PDIs foi construida uma arvore
filogenética com varios organismos diferentes com sequéncias de aminoacidos que codificadas
por genes de PDI. As informacg6es contidas na arvore filogenética abaixo estdo referenciadas
com os seguintes codigos: PDIA6 Bos taurus (NP_001193274.1), PDIA6 Homo sapiens
(NP_005733.1), PDI1 Haemaphysalis longicornis (BAF 63672.1), PDIA6 Ixodes scapularis
(XP 002408975.1; PDI-2 Bos taurus (XP_027383655.1), PDIA2 Homo sapiens (NM_006849),
PDI-2 Ixodes scapularis (XP_002405832.2), PDI-2 Haemaphysalis longicornis (BAF63671.1);
PDIA3 Homo_sapiens (6ENY), PDI-3 Bos taurus (XP_027376484.1), PDI-3 Haemaphysalis
longicornis (BAF63673.1), PDI-3 Ixodes scapularis (EEC01613.1),
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100 —— PDI-2 Rhipicephalus microplus
10 PDI-2 Haemaphysalis longicornis
¥ —— PDI-2 Ixodes scapulans
— PDI-2 Bos taurus
100 ——— PDIA2 Homo sapiens

100 — PDI-3 Bos taurus
L PDIA3 Homo sapiens
100 — PDI-3 Ixodes scapularis
100 — PDI-3 Rhipicephalus microplus
100 — PDI-3 Haemaphysalis longicomnis
100 — PDIA6 Bos taurus
L PDIA6 Homo sapiens
100 — PDIAG Ixodes scapularis

- _E PDI-1 Rhipicephalus microplus
52 PDI1 Haemaphysalis longicornis

010

Figura 10- Associagdes filogenéticas dos genes RmPDI. A &rvore evolutiva foi obtida pelo método de juncéo de
vizinhos, baseado no alinhamento de aminoacidos das seqiiéncias de aminoacidos RmPDI e comparada com as
sequencias de outros organismos. A construcdo foi realizada com uso do programa MEGAG.

5.2 Modelos tridimensionais das RmPDIs

Para analisar as estruturas das RmPDIs, foram construidos modelos tridimensionais para
RmPDI-1 (Fig.11), RmPDI-2 (Fig.12) e RmPDI-3 (Fig.13), usando o programa I-Tasser e
analisou-se a disponibilidade de residuos de superficie acessivel por solvente e exposi¢do do
aminodcido cisteina na superficie das isoformas do PDI (Tabela 2). Os modelos apresentam
residuos de cisteinas destacadas e numeradas de acordo com as sequéncias de aminoacidos. As
trés isoformas de PDIs apresentam diferencas tanto em quantidades quanto em graus de

exposi¢coes dentro dos modelos tridimensionais analisados.
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Figura 11- Predicdes das estruturas de RmPDI1: os modelos tridimensionais, foram construidos usando o
servidor I-TASSER. A sequéncia da PDI-1 foi inserida no servidor I-TASSER no formato FASTA. existia a maior
probabilidade de ocorrer incorreta disposigdo estrutural, através de uma taxa de erro (acima de 95%). folha B em
roxo; a-Helix em amarelo; loops em ciano. Foi utilizado o programa PyMol (Schrédinger LLC, 2015). Destaque
em diferentes cores nas numeraces das cisteinas: em veRmelho (C-36; C39; C163; C166) regides dos sitios ativos
nos dominios a e a’, em verde (C-264; C-270; C-281 e C-285) cisteinas fora do sitio catalitico na regido do
dominio b.
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Figura 12- Predicfes das estruturas de RmPDI-2: os modelos tridimensionais, foram construidos usando o
servidor I-TASSER. A sequéncia da PDI-2 foi inserida no servidor I-TASSER no formato FASTA. existia a maior
probabilidade de ocorrer incorreta disposicdo estrutural, através de uma taxa de erro (acima de 95%). folha  em
roxo; a-Helix em amarelo; loops em ciano. Destaque em diferentes cores nas numeragdes das cisteinas: em
veRmelho (C-36; C-39; C-377; C-380) regibes dos sitios ativos nos dominios a e a’,
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Dominio b’
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Figura 13- PredicBes das estruturas de RmPDI3: os modelos tridimensionais, foram construidos usando o
servidor I-TASSER. A sequéncia da PDI-3 foi inserida no servidor I-TASSER no formato FASTA. existia a maior
probabilidade de ocorrer incorreta disposicéo estrutural, através de uma taxa de erro (acima de 95%). folha B em
roxo; a-Helix em amarelo; loops em ciano. Destaque em diferentes cores nas numeracdes das cisteinas: em
veRmelho (C-30; C-33; C-375; C-378) regides dos sitios ativos nos dominios a e a’, em verde (C-61; C-70; e C-
117) cisteinas fora do sitio catalitico na regido do dominio b.



Tabela I1. | Area de acessibilidade (%) de residuos de cisteina selecionados das isoformas PDI 1-3
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Area (A% % Acessibilidade

PDI-1

Cys36 37.1 26.1
Cys39 2.0 14
Cys163 46.4 32.7
Cys166 45 3.2
Cys264 85.4 60.2
Cys270 30.81 21.7
Cys281 28.3 19.9
Cys285 33.1 23.3
PDI-2

Cys36 20.0 14.1
Cys39 7.2 5.1
Cys377 19.3 13.6
Cys380 9.7 6.8
PDI-3

Cys30 13.9 9.8
Cys33 8.5 6.0
Cysb61 6.4 4.5
Cys70 10.9 7.7
Cysl17 1.8 1.3
Cys375 1.7 5.4
Cys378 8.7 6.1
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Considerando a PDI-1, dominios a e a’, foi observado que a Cis*® (Dominio a) e a Cis'®®
(Dominio a”) sdo mais expostos a solventes do que os outros residuos de cisteinas (Tabela 2,

Figura 11). No entanto, Cis?*

, que ndo faz parte dos dominios redox, tem a area mais alta e
acessibilidade de 60,2%. A andlise adicional dos RmPDIs 2-3 revelou que seus residuos de
cisteina sdo, em geral, menos expostos do que os do RmPDI-1, o que é suportado pelas areas
menores calculadas em porcentagem de acessibilidade. Cis® em RmPDI-2 e Cis*® em RmPDI-
3, pertencentes ao dominio a, respectivamente, sdo 0s residuos de cisteina mais expostos a
solventes. Vale a pena notar, no entanto, que a RmPDI-1 apresenta um dominio a menos (a, a’
e b) (Fig.11) em relagdo a RmPDI-2 (a,b, b’ e a”) (Fig.12) e RmPDI-3 (a,b, b’ e a”) (Fig.13).
Além disso, suas cadeias laterais podem adotar diferentes conformacdes in vivo que sdo
susceptiveis de alterar a acessibilidade do solvente, a fim de ligar substratos ou inibidores de
entrada.

Em uma outra abordagem estrutural analisou-se 0 mapeamento de caracteristicas fisico-
quimicas na superficie das PDIs. Esta analise de uma proteina pode fornecer informacdes
cruciais sobre sua funcdo e evolucdo. Tais informacgdes podem ser usadas ainda mais na
caracterizacdo e identificacdo de semelhancas na superficie de regies da proteina. Na figura
14 observam-se superficies proteicas em que estdo evidenciados os potenciais eletrostaticos
calculados para RmPDIs 1-3, destacando-se diferencgas relacionadas, necessariamente, com o
comportamento de cada PDI, que provavelmente estd relacionado com a especificidade de

inibicdo, ou mesmo de ativacdo de cada uma de forma peculiar.
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Figura 14- Superficies de potencial eletrostatico das RmPDIs:(A), (B) e (C), respectivamente RmPDI-1,
RmPDI-2 e RmPDI-3. Em destaque em cores: quanto mais veRmelho, mais eletronegativo, e quanto mais azul,
menos eletronegativos.
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Outra analise de superficies foi a de areas de hidrofobicidades das RmPDIs 1-3.
Surpreendentemente, neste caso, ndo se observou diferencas marcantes em relacdo aos

dominios redox (Figura 15).

PDI1 PDI2 PDI3

Figura 15- Superficies hidrofébicas das PDIs 1-3 (A), (B) e (C), respectivamente: Os residuos de cisteina
pertencentes aos dominios a e a 'sdo representados como esferas amarelas (setas azuis). Cores veRmelhas
representam maior hidrofobicidade.

Em geral, PDI-1 e o PDI-3 parecem ter maior semelhanga de carga em torno dos
dominios redox a e a’, estando localizados em uma vizinhanga mais carregada positivamente,
enquanto 0os mesmos dominios no RmPDI-3, bem como sua superficie estrutural geral, mostram
uma carga negativa predominante (Figura 15). A inspecéo visual revela que o RmPDI-3 possui
muitos residuos de aminoacidos do grupo carboxilato expostos a solvente, que € responsavel
por suas caracteristicas ricas em elétrons e pode influenciar o reconhecimento molecular de

contatos de substrato e proteina-proteina.

5.3 Docking Molecular das PDIs com o DTNB



67

O mecanismo de acdo do DTNB foi avaliado realizando Docking molecular e avaliando
possiveis interacdes com modelos de homologia das trés isoformas de PDIs do carrapato R.
microplus (RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-3).

Para a RmPDI-1 destacam-se 3 regides de preferéncia do ligante. Um deles possui duas

285 @ Cis?®!) e esta destacado com o circulo veRmelho na Figura 16. Focando a

cisteinas (Cis
analise nestes residuos, se pode observar como o ligante se comporta, realizando 3 ligacGes de

hidrogénio e o enxofre do DTNB estd bem proximo do enxofre das cisteinas.

Figura 16- Representacdo modelo RmPDI-1. Foi utilizado o programa PyMol (Schrédinger LLC, 2015).
Destaque em diferentes cores nas numeragdes das cisteinas: em veRmelho (C-36; C39; C163; C166) regides dos
sitios ativos nos dominios a e a’, em verde (C-264; C-270; C-281 e C-285) cisteinas fora do sitio catalitico na
regido do dominio b.

Na analise da RmPDI-2 mostra-se que o ligante tem 4 regides de preferéncia (Figura
17). Porém, nenhuma delas possui residuos de cisteinas proximas a esta regido, o que
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provavelmente ndo representa uma regido de potencial para um ataque nucleofilico do enxofre

do DTNB.

Figura 17- Representacdo modelo RmPDI-2. Foi utilizado o programa PyMol (Schrédinger LLC, 2015). A
cadeia azul corresponde & subunidade y2 ¢ a cadeias verde corresponde a subunidade al. A regido do sitio dos
benzodiazepinicos esta destacada no circulo tracejado. As setas indicam a regido das a-hélices transmembranares

que foram removidas.

Para as analises de docking da RmPDI-3 (Figura 18), mostra-se que o ligante tem 4

regides de preferéncia. Em uma delas (regido circundada) existem algumas cisteinas ao redor.



69

Podemos observar que a Valina 91 estd ancorando este ligante com uma ligacao de hidrogénio,

e a0 mesmo tempo duas cisteinas estdo com seus enxofres apontados para o enxofre do DTNB.

Figura 18- Representacdo modelo RmPDI-3. Foi utilizado o programa PyMol (Schrédinger LLC, 2015). A
cadeia azul corresponde a subunidade y2 e a cadeias verde corresponde a subunidade al. A regido do sitio dos
benzodiazepinicos esta destacada no circulo tracejado. As setas indicam a regido das a-hélices transmembranares
que foram removidas.

5.4 Dinamica Molecular da PDI1
Os dados fornecidos pelos estudos de docking molecular indicaram maiores

possibilidades de um ataque nucleofilico ocorrer entre DTNB e a RmPDI-1. Para investigar
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melhor as interagdes predominantes no complexo DTNB-RmPDI-1, foram realizadas
simulacdes de dindmica molecular (DM) durante 100ns a fim de investigar o comportamento

dindmico do sistema, usando o modo de ligacao predito pelo docking como estrutura de partida.

5.4.1 Andlise das distancias entre os dominios da RmPDI-1 e alterac¢Ges conformacionais

Para verificar as possiveis mudancas conformacionais, foram deteRminadas as
distancias entre os dominios da proteina, utilizando alguns aminoacidos como referéncia
durante a DM (Figuras 19 e 20).

W162 HS0 Dominio a

Dominio a’

Dominio b

Figura 19- Distancias entre os Dominios da RmPDI-1: Residuos de aminoacidos utilizados como referéncia
para a medida das distancias entre os dominios da RmPDI-1 ao longo da simulagdo de DM. Linhas tracejadas
mostram as distancias entre os aminoacidos que foram destacados para cada dominio da proteina: Dominio a e a’
(H90-W162); Dominio a’ e b (K181-D352); Dominio a e b (G97-S350).
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Figura 20- Distancias entres os dominios de RmPDI-1 complexado com DTNB: Os tres dominios estdo
destacadaos nas tabelas correspondentes, com as comparacg@es respectivas das distancias entre os dominia a, a’ e
b da RmPDI-1. Observa-se menores distancias entre os dominios durante toda a dindmica molecular quando
formado o complexo RmPDI-1/DTNB. (A) distancias entre os dominios a-a’(H90-W162); (B)dominio a’ e b
(K181-D352); (C) dominio a e b (G97-S350).

5.4.2 Analise da estabilidade do complexo RmPDI-1-DTNB

Os valores de RMSD foram obtidos na simulacdo de DM para a RmPDI-1 Apo (PDI1-
Apo) e complexada com 0 DTNB (DTNB-RmPDI-1). Ao complexar com o DTNB, a RmPDI-
1 apresenta menor variacdo conformacional, indicado pela menor variacdo do desvio dos

atomos em comparacao a proteina livre.
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Figura 21- Analises de estabilidade do complexo RmPDI1-DTNB: Valores de RMSD obtidos na simulagdo de
DM paraa RmPDI-1 Apo (PDI1-Apo) e complexada com 0 DTNB (DTNB-RmPDI-1). Valores de RMSD, Média
e Desvio Padréo (DP) obtidos na simulagdo de DM para a RmPDI-1 Apo (PDI1-Apo) e complexada com o DTNB
(DTNB-RmPDI-1):

5.4.3 Mudangas conformacionais na RmPDI-1

A investigacao das variagdes conformacionais da RmPDI-1 na forma Apo e complexada
com DTNB (Figura 22) mostra que a ligacdo do DTNB parece manter a estrutura da PDI1 mais
organizada e compactada, especialmente o dominio a’, onde se observa a menor variagao,
indicativo de estabilidade conformacional. Dada a natureza flexivel das PDIs, é interessante
observar que a presenca de um inibidor diminui tal flexibilidade, muito provavelmente
influenciando no reconhecimento de substratos e bloqueando, ao menos parcialmente, a sua

atividade bioldgica.

PDI1-Apo PDI1-DTNB
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Figura 22- Modo de ligacdo do DTNB em diferentes momentos: Assim como observado no docking,
inicialmente o DTNB (laranja) estava ligado préximo as C-163 e C-166 (dominio a’), Entretanto, observou-se uma
variacdo conformacional significativa do ligante ao longo da simulacéo, a partir de 40 ns, distanciando-se das
cisteinas (em amarelo) e explorando sitios distintos da RmPDI1.

A Figura 23 mostra os valores das distancias entre os dominios a’ € b obtidos na simulacdo
de DM paraa RmPDI-1 Apo (PDI1-Apo) e complexada com 0 DTNB (DTNB-RmPDI-1). Mais
uma vez nas figuras 22 e 23, ndo deixam duvidas de que os dominios a, a’ e b, se encontram
consideravelmente mais proximos quando se compara a RmPDI-1 Apo e complexada com o
DTNB (DTNB-RmPDI-1).

PDI1 - Apo

PDI1 - DTNB
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Figura 23. Mudancas conformacionais na RmPDI-1 — sobreposi¢do: A ligacdo do DTNB parece manter a
estrutura da RmPDI1 mais organizada ¢ compactada, especialmente o dominio a’. Cores verdes proteina sem
complexo com o ligante (RmPDI1-Apo); Cores azuis proteina complexada com o ligante (DTNB-RmPDI-1). MD
durante 100 ns em destaque para mudangas conformacionais a partir de 40 ns.
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5.5- DTNB inibe a proliferacédo das células BME26 e ndo altera a expressdo génica de
RmPDIs

Para a avaliacdo dos efeitos do DTNB sobre a viabilidade, morfologia e proliferacdo das
células BME26, estas foram tratadas com DTNB 1, 2 e 4 mM, respectivamente. Além disso,
foi avaliado também o tempo (2, 4 e 6 horas) de exposi¢do para cada tratamento. ConfoRme
ilustrado na Figura 24 o tratamento com DTNB 2 mM durante 4 e 6 horas diminuiu 0 nimero
de células BME26 em cerca de 21 e 22%, respectivamente. Para o tratamento DTNB 4 mM
durante 4 e 6 horas, observa-se uma diminui¢cdo mais acentuada no numero de células BME26
(39 e 40%, respectivamente). Apds 12 horas da remocdo do DTNB ,no tratamento de 6 horas
de incubacdo, observou-se que as células BME26 tratadas com DTNB 2 e 4 mM recuperaram
0 seu crescimento em 19 e 34%, respectivamente, em comparacao com o controle de 6 horas.
Além disso, os resultados mostram que o tratamento com DTNB 2 e 4 mM promoveu uma

proliferacéo celular de 41% e 74% de morte celular apds a troca do meio.
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Figura 24. Efeito do DTNB na viabilidade e proliferacao celular: Diminui¢cdo do nimero de células nos
tratamentos em que as concentrages foram 2 mM e 4 mM de DTNB. Os resultados foram analisados usando um
pacote de software estatistico (GraphPad Prism-8). Os experimentos foram realizados com trés amostras bioldgicas
independentes em trés repeticBes experimentais cada, onde ** p <0,01, *** p <0,0001, comparado ao controle; no
teste de comparag6es multiplas de Tukey.

Outro dado significativo sobre o efeito do DTNB nas células BME26 pode ser
observado na Figura 25, onde as alteracbes na morfologia celular estdo diretamente
relacionadas aos tratamentos com esta droga. De fato, observamos que as células apresentaram

sua morfologia alterada de um tipo fusifoRme para uma forma esférica. Assim, 0S Nossos
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resultados indicam fortemente que os graus de alteracdo morfologica sdo dose-dependentes. No
pOs-tratamento com novo meio fresco, as células BME26, que sobreviveram ao tratamento com
DTNB, recuperaram a sua morfologia original, de forma geral as células BME26 apresentam

uma importante plasticidade celular.

CONTROLE DTNB 1mM DTNB 2 mM DTNB 4 mM

2 horas

4 horas

6 horas

Pos-tratamento

Figura 25: Efeito DTNB em células BME26: as células foram tratadas em trés diferentes concentracdes (1 mM,
2 mM e 4 mM) e em diferentes periodos de tempo (2h, 4h, 6h e 12h pos-tratamento). A-D: tratamento por duas
horas em crescentes concentragdes; E-H: tratamento de 4 horas em crescentes concentracdes; I-L: tratamento por
6 horas em crescentes concentracdes; M- Q: Apds retirada do DTNB as células forma incubadas por 12 horas com
novo meio L15 B300. Durante o tratamento com DTNB, as células alteram sua morfologia e viabilidade, 24 horas
apos a retirada do DTNB as células retornam a sua morfologia original. Os tratamentos com DTNB interferem na
viabilidade, morfologia e ciclo celular na linhagem de células BME26. Aumento de 400x, microscopio Zeins.

Além disso, durante os desafios das células BME26 com DTNB, observou-se que
algumas células que apresentavam um formato fusifoRme tiveram mudangas significativas logo
apos o tratamento em dose e tempo dependentes. Os tratamentos nas concentracdes de 2 mM e
4 mM foram os mais pronunciados, apresentando diminuigdes significativas no numero de
células viaveis e mudancas drasticas do padrdo fusifoRme para formatos mais arredondados.
No entanto, as células que resistiram aos tratamentos mais severos, quando retirado o DTNB e
adicionado novo meio LB15-300, tiveram maiores transdiferencia¢fes celulares e as taxas de
crescimento foram mais significativas. O tratamento com DTNB 2 mM durante 4 e 6 horas

diminuiu o nimero de células viaveis BME26 em cerca de 21 e 22%. Para o tratamento com
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DTNB 4 mM durante 4 e 6 horas, observa-se uma diminui¢do mais acentuada no numero de
células BME26 (39 e 40%, respectivamente). Apos a remocao de todos os DTNB nos grupos 6
horas de incubacdo, observou-se que as células BME26 tratadas com DTNB 2 e 4 mM
recuperaram o seu crescimento em 19 e 34%, respectivamente, em compara¢do com o controlo
de 6 horas. Além disso, nossos resultados mostram que o tratamento com DTNB 2 e 4 mM
promoveu uma flutuacdo geral de 41% e 74% de morte celular (Figuras 24 e 25), sugerindo
grande capacidade de resiliencia celular. A capacidade de migracdo pela matriz extracelular é
mediada por moléculas da superfamilia das integrinas, glicoproteinas de membrana que

integram os meios intra e extracelulares (Passam et al.,2018).

5.6 Transcricdo de RmPDI durante tratamento com DTNB

Para deteRminar os perfis de expressdo dos trés genes de RmPDI sob influéncia de
DTNB, amostras totais de RNA de células BME26 foram tratadas em diferentes tempos e
concentragfes. A quantidade relativa de RNAm de RmPDI por unidade de EIf1A esta

apresentada na Figura 26, onde observa-se que as taxas de expressdes relativas (%) mostram
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que os trés genes RmPDI n&o se alteraram, nem em dose resposta e nem em tempo de resposta,

durante os tratamentos. Este experimento foi conduzido nos mesmos intervalos onde observou-

se as mudancas morfologicas das células BME26 tratadas com DTNB.
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Figura 26 — Perfil transcricional das RmPDIs durante o tratamento com DTNB: As células foram tratadas
com DTNB nas concentra¢des de 1mM, 2mM e 4mM no periodo de 2 horas, 4 horas e 6 horas. Os experimentos
foram realizados com trés amostras biologicas independentes em trés repeticdes experimentais cada, onde * p

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,0001, comparado ao controle; no teste de comparagdes multiplas de Tukey.

5.7- Correlagdes metabdlicas em células BME26 tratadas com DTNB.

Para investigar as respostas metabolicas das células BME26 frente ao tratamento com

DTNB, foram avaliadas diferentes enzimas envolvidas no metabolismo e ciclo celular.

5.7.1 Atividade de Lactato Desidrogenase (LDH) e avaliacdo do contetudo de Glutationa
Reduzida (GSH)
O lactato representa uma importante fonte de energia para a respiracdo mitocondrial: é

o principal precursor gliconeogénico, além de se apresentar como uma molécula de sinalizacéo.
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Para avaliar a rota metabolica das células BME26 desafiadas com DTNB, inicialmente
mensurou-se a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) e quantificou-se os niveis de
glutationa reduzida (GSH). Observou-se que o tratamento com DTNB, em diferentes
concentragOes, foi capaz de induzir um aumento da atividade de LDH - no sentido
piruvato/lactato — indicando um significativo desvio metabdlico (Figura 27). Com relacdo aos
niveis de GSH foi possivel perceber uma diminuicdo do sinal e aumento dos vacuolos durante
o tratamento com DTNB de modo dose dependente inversamente proporcional ao pos-

tratamento (Figura 28).

1.0
OH O
1 o
© P ?.:o u:m * % %
N >-<
W 0.8
=
o N
. 1 Nio Candeico 1 % 5k ¥k
8 0.6 - e * Kok
%k %k

E % %k %k
% 0.4- s
d’ *
°
g -
>
= 0.24
<

0.04 T T

N T A T - R N S
& 0T & S & S
(%) [¥) [€)
2 horas 4 horas Bhoras

Figura 27 - DTNB aumenta a atividade de LDH em células BME26: As células foram tratadas com DTNB nas
concentragdes de 1mM, 2mM e 4mM no periodo de 2 horas, 4 horas e 6 horas. Os experimentos foram realizados
com trés amostras bioldgicas independentes em trés repeticdes experimentais cada, onde * p <0,05, = p <0,01,
+*x% p <0,0001, comparado ao controle; no teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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P6s tratamento (12 horas)

Figura 28 - Marcacdo de Glutationa reduzida (GSH) em células BME26 tratadas com DTNB: As células
foram tratadas com DTNB em diferentes concentragdes (A) controle, (B) 1 mM, (C) 2 mM e (D) 4 mM e incubado
por 4 horas. Apds o tratamento foi retirado o DTNB e adicionado novo meio L15 B300 respectivamente aos
tratamentos e incubado por 12 horas. Marcagdo Azul escuro CMAC (GSH), marcacdo Azul claro MDY-64. As
amostras foram avaliadas triplicatas bioldgicas, em Microscdpio Olympus com aumento de 400 vezes.

Os resultados indicam um desvio metabdlico devido a inducdo de formac&o de lactato,
via ativacao de lactato deshidrogenase, e modificacdo do potencial redox pela dosagem de GSH
nas células BME26.

5.6.1 Imuno marcacio de GSK3p total em células BME26 tratadas com DTNB

Uma das enzimas chaves na regulacdo do glicogénio e metabolismo celular das células
¢ a GSK3p. Devido ao aumento da atividade de LDH no sentido piruvato lactato e diminuigéo
GSH das células BME26 tratadas com DTNB, verificou-se a imunolocalizagdo RmGSK-3
(Figura 29) e o conteudo de glicogénio (Figura 30) nessas condigdes. Interessantemente, as
marcagOes mais intensas e difusas, ocorrem durante o tratamento dose dependente, indicando

que as modificacBes do pode estar acontecendo através do controle por atividade de GSK3p.
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Figura 29 - Imunomarcacio para GSK3 em células BME26: as células foram tratadas com DTNB nas
concentragdes de 1mM, 2mM e 4mM durante 4 horas, em seguida foram marcadas com anticorpo anti-GSK3p. A
marcacdo aumentou dose dependente, marcacdo em veRmelho GSK3P e azul Dapi com aumento de 400x
microscopio Nikon. Amostras representativas de trés experimentos independentes.

Para verificar melhor os efeitos do DTNB sobre a GSK3, foi avaliado a sintese de
glicogénio. Para isso as células BME26 foram tratadas com DTNB e foram deteRminados os

niveis de glicogénio durante o tratamento. As analises espectofotometricas, pelo método
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enzimatico, e avaliacdo microscépica pelo método de PAS, mostraram que h& diminui¢do no
conteddo de glicogénio durante a exposicdo das células BME26 ao DTNB de modo dose e
tempo dependentes. Nos tratamentos de 2 horas mostraram quedas de: 5,02% (1mM),10,86%
(2mM) e 20,01% (4mM). No tratamento de 4 horas mostraram quedas de: 13,42% (1mM),
39,09% (2mM) e 51,49 (4mM). Finalmente nos tratamentos de 6 horas observou-se quedas de:
14,80% (1mM), 22,07% (2mM) e 55,75% (4mM) (Fig.30A). Os resultados foram ilustrados
com a marcacao pela técnica de PAS em tratamentos iguais durante 4 horas (Fig. 30B).
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Figura 30 - O DTNB induz e altera os niveis de glicogénio durante o tratamento das células BME 26: (A) as
celulas BME 26 foram tratadas com DTNB por 2h, 4h e 6h nas seguintes concentra¢cdes:1mM, 2mM e 4mM.
Observa-se diminuigdo nas concentracdes de glicogénio dose e tempo dependente nos tratamentos das células com
DTNB. Os experimentos foram realizados com trés amostras bioldgicas independentes em trés repeticdes
experimentais cada, onde * p <0,05, ** p <0,01, =+ p <0,0001, comparado ao controle; no teste de comparagées
multiplas de Tukey. (B) As células BME 26 foram tratadas com DTNB durante 6 horas, em seguida foram fixadas
e coradas com PAS.

As células BME26 tratadas com DTNB mostraram uma queda significativa , no contetddo de

glicogénio em dose e tempo dependentes. Nos tratamentos de 2 horas mostraram quedas de:
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5,02% (1mM),10,86% (2mM) e 20,01% (4mM). No tratamento de 4 horas mostraram quedas
de: 13,42% (ImM), 39,09% (2mM) e 51,49 (4mM). Finalmente nos tratamentos de 6 horas
observou-se quedas de: 14,80% (1mM), 22,07% (2mM) e 55,75% (4mM). Os resultados foram
ilustrados com a marcagéo pela técnica de PAS em tratamentos iguais durante 4 horas. Estes
resultados demonstram o papel do glicogénio no metabolismo das células BME26 e estdo em
acordo com os resultados de embriogenese do carrapato R.microplus (Abreu et al., 2013). Foi

avaliada ainda a trasncricao relativa de GSK3f3 em células BME26 silenciadas para RmPDISs.
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5.6.3 Silenciamento Génico para RmPDI’s

Para entender melhor as correlacdes metabodlicas entre PDI ¢ GSK3p, verificou-se o
efeito do silenciamento génico de PDI e seu efeito sobre a transcricdo de GSK3p. Na figura 31
demostra que as células BME26 que foram silenciadas para os genes de RmPDI-1, RmPDI-2 e
RmPDI-3 apresentaram diferentes niveis de transcricdes para GSK3p. O silenciamento de
RmPDI-1 ndo modificou os perfis transcricionais de GSK3p, j& para a RmPDI-2 aumentou
discretamente. Para o silenciamento da RmPDI-3, além de diminuir a transcricdo da RmPDI-2
também reduziu o numero de transcritos de GSK-3B. Interessantemente, 0s niveis
transcricionais de GSK-33 foram aumentados em todos os duplos silenciamentos,
especialmente, durante o silenciamentos duplos dos genes de RmPDI-1 e RmPDI-3 em células

silenciadas por 48 horas.
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Figura 31 - Efeito do silenciamento génico: as células BME26 foram tratadas com PDI dsRNA por 48 horas. (A),
(B) e (C) silenciamento simples. (D), (E) e (F) silenciamento duplo. Os tratamentos mostram diferencas nos
ntmeros de transcrigdo para as diferentes isoformas RmPDI e GSK-3p . Maior efeito transcricional em RmGSK-
36 em grupos de duplos silenciamentos. Os experimentos foram realizados com trés amostras bioldgicas
independentes em trés repeticdes experimentais cada, onde * p <0,05; ** p <0,01; **x p <0,0001; comparado ao
controle; no teste de comparagdes multiplas de Tukey.

5.9 Avaliacéo do anticorpo anti-RmPDI-1
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Para verificar a importancia da RmPDI1, para o ciclo das células BME26 foi sintetizado
anticorpo especifico para esta proteina (Figura 32A). Inicialmente testamos a eficiéncia do
anticorpo por dot blotting (Figura 32B), em seguida as células foram desafiadas em diversas
concentragfes (1:2000, 1:1000 e 1:500) durante 12 horas (Figura 32C). Finalmente,
estabeleceu-se a concentragdo de 1:1000 para posteriores experimentos (Figura 32D). Os
resultados mostram que células BME26 que foram incubadas com o soro Anti-RmPDI1 durante

12 horas tiveram diminuicdo (~20 %) nos numeros de células, de modo dose dependéncia.
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Figura 32- Imunomarcacao especifica de anti- RmPDI1 em células BME26: (A) Regido de construgdo do
epitopo para Anti-RmPDI-1, apresenta baixa similaridade e alta imunogenicidade, (B) Teste do soro Anti-RmPDI-
1 em homogenato de células em diferentes quantidade de amostras, (C) Teste de sobrevivencia celular quando
exposto a diferentes concentragdo do soro Anti-RmPDI1, (D) Teste de sobrevivencia celular quando exposto na
concentracdo de 1:1000 durante 12 horasdo soro Anti-RmPDI1. Os experimentos foram realizados com trés
amostras biologicas independentes em trés repeticdes experimentais cada, onde * p <0,05, ** p <0,01, #** p

<0,0001, comparado ao controle; no teste de comparagdes maltiplas de Tukey.

5.10 Imunomarcacédo para RmPDI-1 em células BME26 silenciadas
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Para entender melhor os mecanismos bioquimicos e moleculares, que regem
proliferacdo em células BMEZ26, primeiramente o anticorpo especifico para anti-RmPDI-1. -

catenina foram testados em células BME26 silenciadas para RmPDIs.

P

Controle

siPDI-2

siPDI-3

Figura 33- Efeito silenciamento génico para RmPDI-1: As células foram silenciadas com dsPDI-1, dsPDI-2 e
dsPDI-3 e marcada com anti-PDI-1. Observa-se diminui¢do apenas onde as células foram silenciadas para siPDI-
1.
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Controle

GFP

siPDI-1/2

siPDI-1/3

siPDI-2/3

Figura 34- Efeito silenciamento génico para RmPDI-1: As células foram silenciadas com dsPDI-1/2, dsPDI-
1/3 e dsPDI-2/3 e marcada com anti-PDI-1. Observa-se diminuicéo apenas onde as células foram silenciadas para
siPDI-1e 2 e siPDI-1e 3

5.11 Imunono marcac¢io para f-catenina
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Interessantemente, as figuras 33 e 34 demostra que a marcagdo do anticorpo foi
especifica para RmPDI-1, tanto no silenciamento simples quanto nos silenciamentos duplos,
onde RmPDI-1 foi silenciada. Nas figuras 35 e 36 mostras que as marcagdes para [3-catenina

foram diminuidas, onde RmPDI-1 foi silenciada

Controle

GFP

siPDI1

siPDI-2

siPDI-3

Figura 35- Efeito silenciamento génico para RmPDI-1 sobre B catenina: As células foram silenciadas com
dsPDI-1, dsPDI-2 e dsPDI-3 e marcada com anti-Bcatenina. Observa-se diminuico de Bcatenina apenas onde as

células foram silenciadas para siPDI-1.
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B-catenina

Controle

GFP

siPDI1/siPDI2

siPDI1/siPDI3

siPDI2/siPDI3

Figura 36- Efeito silenciamento génico para RmPDI sobre B catenina: As células foram silenciadas com
dsPDI-1/2, dsPDI-1/3 e dsPDI-2/3 e marcada com anti-Bcatenina. Observa-se diminui¢do de Pcatenina apenas
onde as células foram silenciadas para siPDI-1e 2 e siPDI-1e 3.
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Finalmente, a figura 37 mostra um resumo grafico de uma via PDI/GSK3-B e B-

catenina, propondo assim, um novo modelo

de regulacdo do crescimento celular e no

metabolismo redox, envolvendo a participacdo sinérgica de componentes da cascata de

insulina em células BME26.
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Figura 37. Modelo esquematico ilustrando o papel do eixo conservado PDI-1-AKT-GSK3-fcatenina na
viabilidade celular e metabolismo de glicogénio em células BME26. (A) modelo descrito em células de
mamiferos (Gao et al.,2016). (B) modelo proposto para as células de carrapatos. As células BME26 foram
silenciadas com dsRNA, tratadas com DTNB e Anticorpo anti-PDI a fim de bloquear a atividade da cascata de
insulina. Os efeitos na viabilidade celular e no conteido de glicogénio sdo indicados por setas verde (aumento),
seta veRmelhas (diminuicdo). PDI-1 interfere na cascata de insulina em células BME26.
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6. DISCUSSAO

Nesta tese foi estudada, em células embrionérias de carrapato BME26, as funcGes
relacionadas ao envolvimento no controle do ciclo celular e metabodlico de Proteinas Dissulfeto
Isomerases (RmPDIs): proteinas tidis multifuncionais extremamente conservadas em diversos
0s organismos. As proteinas tidis tém sido estudadas como interruptores redox capazes de
promover regulacdo de alvos moleculares especificos, exercendo multiplas funcdes celulares
(Oliveira et al., 2019). Tais proteinas atuam potencialmente regulando a formacdao de espécies
reativas de oxigénio, e seus inteRmediarios, como sinais redox a homeostase celular (Laurindo
et al., 2006). Dentre as varias proteinas tiois mais estudadas atualmente, estdo as proteinas da
familia das PDIs. Em humanos, ja foram identificados mais de 20 membros desta familia com
pelo menos algumas ac¢des aparentemente complementares. A proteina PDI possui fungéo de
oxidoredutase, isomerase e chaperona, sendo o ultimo ndo diretamente dependente de seus
tidis, em seus sitios ativos (Pescatore et al.,2012). Para entender melhor o papel das RmPDIs
na proliferagio das células BME26, os niveis de P-catenina foram avaliados apos
silenciamento génico para RmPDI-1, RmPDI-2, RmPDI-3 (Fig.35). Com 0 mesmo objetivo,
também foi realizado um duplo silenciamento com a combinagao de dsRNA RmPDI-1/RmPDI-
2, Rm PDI-1/RmPDI-3 e RmPDI-2/RmPDI-3 (Fig.36). Além disso, um anticorpo para RmPDI-
1, foi sintetizado e testado na tentativa de avaliar o silenciamento génico para RmPDIs (Fig.32).
Interessantemente, os niveis de B-catenina estavam diminuidos, tanto no silenciamentos Unico
para RmPDI-1, quanto para o silenciamento duplo para RmPDI-1/RmPDI-2, RmPDI-
1/RmPDI-3 (Figuras 35 e 36). Assim, acredita-se que PDIs seriam alvos funcionais importantes

para serem usados no controle de carrapato.

Na busca de alvos moleculares para o controle bioldgico de carrapatos, identificou-
se uma PDI em banco transcripitdmico de Amblyomma variegatum e com base na estrutura
primaria e homologia da familia das PDI (PDI; EC 5.3.4.1). Este gene foi denominado AvPDI
e as expressa de PDIs de Rhipicephalus appendiculatus e Rhipicephalus microplus foram
localizadas no banco de dados TIGR (Knizetova et al., 2006). Ainda neste contexto, em 2007
trés genes que codificam PDIs foram identificados em outro carrapato, o Haemaphysalis
longicornis e foram denominados como HIPDI-1, HIPDI-2 e HIPDI-3. As analises das
sequéncias dos trés genes que codificam proteinas de 435, 499 e 488 aminoacidos,
respectivamente, e cada uma apresenta dois sitios ativos CXXC, tipicos de PDI (Liao et al.,
2007). A fim de entender a importancia desta proteina para carrapato, foi conduzido um estudo

de caracterizagdo funcional destas 3 isoformas. As anélises de Western blot e RT-gPCR
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revelaram que as trés HIPDIs estavam presentes em todos os estagios de desenvolvimento do
carrapato, intestino médio, glandulas salivares, ovario, hemolinfa e corpo gorduroso, de fémeas
do carrapato H. longicornis, sendo os niveis de expressdo mais altos no estagio do ovo. HIPDI-
1 estava mais expresso no ovario e em glandulas salivares. O HIPDI-2 e o HIPDI-3 estavam
expressos principalmente na glandula salivar. A alimentacdo sanguinea induziu aumento
significativo da expressdao de HIPDI-1 e HIPDI-3 em ninfas parcialmente alimentadas e
adultos. As larvas de carrapatos infectadas com Babésia gibsoni expressaram HIPDI-1 e
HIPDI-3 2,0 e 4,0 vezes maior que os carrapatos larvais noRmais ndo infectados,
respectivamente. Estes dados sugerem que os genes de PDIs sdo importantes para a biologia
do carrapato, e que desempenham papéis distintos em diferentes tecidos, especialmente para o
desenvolvimento dos ovos (Liao etal., 2007). Nesta tese, a partir de sequéncias de aminoacidos
retiradas do banco de dados de sequéncias de transcriptoma de R. microplus (RmINCT-EM -
dados nédo publicados). Foram identificados 3 transcritos denominados de RmPDI-1 (Fig. 7),
RmPDI-2 (Fig. 8) e RmPDI-3 (Fig. 9) as analises comparativas de sequéncias com outros
carrapatos ixodideos. Além disso, o alinhamento de aminoacidos comparativo para as RmPDIs
apresenta alta identidade com os produtos dos genes de H. longicornis (HIPDIs) e I. scapularis
(IsPDIs). As analises das sequéncias de amino&cidos indicam que todas as trés RmPDIs
apresentam elevado grau de conservagdo entre cada isoforma dos diferentes carrapatos,
contudo, elas apresentam baixas similaridade quando comparadas umas as outras. Quanto as
caracteristicas estruturais, as RmPDIs apresentam peptideo sinal N-teRminal clivavel de 16 a
18 aminoacidos, possuem duas regides com os dominios cataliticos tioredoxina (CGHC), que
sdo considerados sitios ativos classicos de PDIs, e um codigo de retencdo de ER na regido C
teRminal como VEL (BmPDI-1), DEL (BmPDI-2) e EEL (BmPDI-3) sugerem a assinatura de
uma PDI tipica (Figuras 7 a 9 e Tabela I). Diante deste panorama, se decidiu aprofundar a

caracterizagéo das PDIs de R. microplus.

Desta forma, observou-se que o anticorpo AntiPDI-1 foi capaz de diminuir em ~20%
do numero de células viaveis, sugerindo que a acao do anticorpo na superficie celular pode
estar interferindo na sobrevivéncia e proliferacdo de células BME26 (Fig.32). Estes resultados
apontam um papel fundamental da RmPDI-1 na proliferacdo das células BME26 e,
provavelmente, que isso seja coordenado pela fosforilagao de 3-catenina por GSK-3f (Fig.37),
0 que poderia estar levando a ubiquitinagdo ¢ degradagdo proteasomal da [-catenina por -
TrCP (Gao et a.,2016). Contudo, esta hipotese ainda precisa ser testada em células BME-26.

Ademais, a figura 31 demonstra que as células BME26 que foram silenciadas para os genes de
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RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-3 apresentaram diferentes niveis de transcri¢des para GSK3f.
O silenciamento de RmPDI-1 ndo modificou os perfis transcricionais de GSK3p, ja para a
RmPDI-2 aumentou discretamente. Para o silenciamento da RmPDI-3, além de diminuir a
transcricdio da RmPDI-2 também reduziu o ndmero de transcritos de GSK-3p.
Interessantemente, os niveis transcricionais de GSK-3p foram aumentados em todos os duplos
silenciamentos, especialmente, durante o silenciamentos duplos dos genes de RmPDI-1 e
RmPDI-3 em células silenciadas por 48 horas. 1sso pode indicar uma atuacéo sinérgica entre
0s genes de RmPDIs no controle transcricional da GSK-3 em cultura de células BME26.
Interessantemente, as figuras 35 e 36 mostraram que as marcagdes para B-catenina estavam
diminuidas principalmente em células silenciadas para RmPDI-1. Sabendo que um substrato
classico de fosforilagdo da GSK3 ¢ a enzima [-catenina e Wnt € substrato de PDI (Ref.37),
estes resultados sugerem envolvimento da RmPDI-1 da via Wnt, através do eixo PDI, GSK3

e B-catenina.

As PDIs estdo presentes, predominantemente, no reticulo endoplasmatico, mas
podem ser encontradas, em menor quantidade, em outros compartimentos celulares como
nacleo, citosol, superficie de membrana plasmética e no ambiente extracelular (Tanaka et
al.,2020). No Reticulo endoplasmatico, classicamente, a PDI é caracterizada por catalisar a
insercdo de pontes dissulfeto, garantindo assim o enovelamento correto em proteinas recém-
sintetizadas, sendo esta funcdo essencial a homeostase celular. As pontes dissulfetos,
resultantes da oxidacdo de dois grupos tiol, tem papel fundamental na estabilizacdo de
proteinas. Assim, considera-se que a PDI seja um centro convergente para vias de introducéo
de ligacdes dissulfeto em proteinas processadas, por meio de mecanismos geradores de
perdxido de hidrogénio, envolvendo a oxidase Erol alfa a, bem como rea¢des consumidoras
de peroxido de hidrogénio envolvendo peroxiredoxina IV e as novas peroxidases Gpx7/8
(Laurindo et al., 2019). Outras funcdes de PDI fora do reticulo endoplasmatico, sugerem uma
confluéncia entre PDI e NADPH oxidases da familia Nox na producdo de oxidantes, ja que
esta ultima € uma enzima que catalisa a reducao do oxigénio molecular gerando o anion radical
superoxido, que, por sua vez, participa da geracdo de outras espécies oxidantes. O
silenciamento de PDI em células de mamifero evita respostas de Nox a angiotensina Il e inibe
a fosforilacdo de Akt em células vasculares e fagocitose de parasitas em macréfagos. Ja a
superexpressdo de PDI aumenta espontaneamente a ativacdo e expressdo de Nox. Em
neutrofilos, PDI se associa ao p47phox de maneira redox dependente (Pescatore et al., 2012).

A PDI esta envolvida na ativacdo da Nox, particulaRmente o subtipo Nox1, em células
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vasculares. Em cancer colorretal, no qual a Nox 1 tem um papel importante com efeito dual da
PDIAL dependente de distintos graus de ativacdo do oncogene KRas. O KRas é o0 gene mais
mutado no cancer colorretal, sendo um alvo terapéutico. Uma das caracteristicas da célula com
mutacdo ativadora da KRas é que ela ativa uma série de vias que geram oxidantes, incluindo a
NADPH oxidase (De Bessa et al.,2019). Em células com niveis noRmais ou moderados de
atividade da KRas, PDI parece sustentar a ativacdo da Nox1 por uma via dependente de uma
interacdo com Racl. No entanto, a0 mesmo tempo em que ativa a Nox1, este evento pode ser
limitado e parece estar associado ao grau de ativacdo da Racl. Uma vez que Racl é ativada
em excesso por um mecanismo via ativagdo direta pela KRas, o controle imposto pela PDI é
desativado e Nox1 continua ativa, de modo que PDI passa a suprimir este processo (Pescatore
et al., 2012; Carnesecchi et al., 2014). De Bessa e seus colaboradores mostraram associa¢do
com as proteinas Stat3 e GSK3-B (Carnesecchi et al., 2014; De Bessa et al., 2019). Um
substrato classico de fosforilagdo da GSK3 ¢é a enzima B-catenina. A via de sinalizagdo Wnt/j3-
catenina desempenha papéis importantes na regulacdo da embriogénese, homeostase,
regeneracdo e pluripoténcia das células-tronco. Na auséncia de ativacdo da via Wnt, um
complexo de destruicdo composto por Axina-APC-CK1-GSK-3B ¢ formado no citosol,
levando a fosforilagdo da B-catenina em seus residuos Ser/Thr na regido N teRminal por CK1
e GSK3p, com posterior ubiquitinagdo e degradacdo via proteossoma. Na presencga do ligante
do receptor da via Wnt, um sinal extracelular libera B-catenina pela dissociagdo do complexo
GSK-3, APC e Axin (Wang & Wynshaw-Boris, 2004). A B-catenina liberada é transloucada
para o nucleo onde ativa fatores de transcri¢do, que regulam os genes de padronizacdo de
segmentos (Frame & Cohen, 2001). A via Wnt é altamente conservada entre Drosophila,
Xenopus e vertebrados (Wang & Wynshaw-Boris, 2004). Em embrides do carrapato R.
microplus a expressao de B-catenina foi observada especificamente em regides de adesao em
um padrdo semelhante a uma roseta em células grandes localizadas lateralmente a banda
geRminativa. Além disso, a B-catenina foi detectada nas células do cumulus a medida que essas
células foram submetidas & migracdo (Santos et al.,2013). Em células HeLa, a superexpressao
ectopica de PDIAG, um ortologo da RmPDI-1, levou a um aumento da proliferacdo celular,
acompanhado de progressdo acelerada do ciclo celular através da inibicdo da fosforilagcdo da
B-catenina por GSK-3p em Ser33, Ser37 e Thr4l evitando a ubiquitinagdo e degradagdo
proteasomal da [-catenina por B-TrCP (Gao et al.,2016). Evidéncias mostram que a PDI esta
envolvida na formacéao de casca de ovo em C. elegans (Riihimaa et al., 2002). Além da funcéo
de formagéo de ligagdes dissulfeto e isomerizagdo, a PDI é uma enzima subunitaria 3 colageno

prolil 4-hidroxilase (P4H-C) que catalisa a sintese de colageno em organismos multicelulares
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(Myllyharju, 2003). Nos vertebrados, C-P4H é um tetrdmero de subunidades idénticas com
a2B2p-PDI mantém as subunidades cataliticamente ativas no ER (Myllyharju et al., 2002). Em
nematdides, a formacdo de colageno na matriz extracelular ajuda a manter a morfologia do
corpo pos-embrionério e protege-os de fatores ambientais adversos sendo essencial para a
viabilidade dos embribes (Myllyharju, 2003).

Alguns estudos relatam que o DTNB é comumente usado como um inibidor da atividade
de PDI, impedindo a geracdo de dois grupos tiol livres em seu motivo CXXC nas proteinas
(Ryser et al., 1994, Gallina et al., 2002; Lara et al., 2011). O modo de ligacdo exato entre PDI
e 0 DTNB ainda ndo estd muito esclarecido, portanto, a proposi¢cdo do modo de ligacdo de
inibidores racionalmente projetados para PDI usando ferramentas computacionais, como
docking molecular e dindmica molecular, ajudaria a entender como DTNB interage, e encontrar
a orientacdo que maximiza essa interacdo. Além disso, prever a interacdo de proteinas com
DTNB e outras moléculas ajudaria na deducdo da funcdo da proteina e aumentaria a futura
descoberta de drogas neste campo. O mecanismo de acdo do DTNB, foi avaliado em suas
possiveis interacdes com modelos de homologia de trés isoformas de PDI do carrapato R.
microplus (RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-3) (Figll, Figl2 e Fig,13). Dados da literatura
apontam que este composto foi capaz de inibir PDI na superficie da célula hospedeira durante
a internalizacdo de virus bactérias e protozoarios (Ryser e Fllckiger, 2005). Inicialmente, os
resultados de docking para RmPDI-1 mostraram que na presenca do DTNB ocorre uma
conformagdo mais fechada, e este entra em contato com a maioria dos residuos do motivo redox
(C*GHC?®), interagindo com Gly37 e Trp35 via interacbes de van der Waals. Além disso,
His38 forma ligacdo de hidrogénio ao grupo nitro de DTNB, enquanto um dos anéis de
nitrobenzeno esta envolvido em uma interagao de empilhamento = em forma de T com Phe79.
Em contraste, este composto adotou uma conformacéo estendida ligada as isoformas RmPDI-2
e RmPDI-3, conservando os contatos com pelo menos metade dos residuos compreendendo o
motivo redox. Também, nestes casos, o grupo acido carboxilico foi ligado por hidrogénio com
Arg100 e Gly77 nas isoformas 2 e 3, respectivamente, e foi também observada uma interacédo
de empilhamento m com o residuo His do motivo redox. Considerando que o DTNB atua
blogueando o grupo tiol livre de cisteinas exposto ao solvente do motivo redox (Wilkinson e
Gilbert, 2004; Couét et al., 1996; Ryser et al., 1994), nossos resultados mostraram que a
distancia entre o grupo tiol do residuo de cisteinas e do atomo de enxofre da ligacéo dissulfeto
(distancia SH-S) variou de 3,3 A com o complexo RmPDI-1 a 3,72 A com o complexo RmPDI-

2, 0 que pode estar relacionado a um perfil de inibig&o diferente das isoformas estudadas devido
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a sua variabilidade estrutural na vizinhanca do motivo redox. Portanto, essa proximidade
peRmitiria o ataque nucleofilico pela cisteina catalitica, apontando, assim, para a inibicdo da
PDI como mecanismo putativo de acdo de DTNB em ceélulas de R. microplus.

Diferentemente do observado para o complexo RmPDI-2, o DTNB afastou-se do motivo
redox da RmPDI-3 desde o inicio da simulagdo (Figura 13). Na maioria das vezes, o faRmaco
foi ligado em uma pequena cavidade composta pelos residuos His32 e Arg97, que estavam
envolvidos na interacdo com hidrogénios, também Arg35 que interagiram com o grupo nitro do
faRmaco. Uma vez que este residuo de arginina € substituido por uma alanina na isoforma de
RmPDI-2, esta interagdo idnica pode ser evitada, favorecendo assim uma eventual aproximacgéo
da ligacdo dissulfeto a Cys36 nesta isoforma da proteina. Além disso, avaliou-se a flexibilidade
dos residuos do motivo redox realizando uma analise de RMSF. No geral, o motivo redox da
RmPDI2 (C*GHC®) exibiu flutuacdes menores, provavelmente como resultado de interagdes
com a droga. Curiosamente, nossos resultados revelaram que o residuo de histidina do motivo
redox de RmPDI3 (C3*GHC?®?) apresentou uma flutuagdo 2 vezes maior em comparacio com o
residuo equivalente em RmPDI-2 (RMSF = 1,14 A e 0,54 A para RmPDI-3 e RmPDI-2,
respectivamente (dados ndo mostrados). Juntamente com Arg35, este residuo de histidina
desempenhou um papel importante na orientacdo da droga para longe do motivo redox através
de interacBes. Ademais, a RmPDI-1 parece ter uma regido hidrofébica adicional que pode estar
relacionada a um motivo de reconhecimento especial com o papel de ancorar as moléculas
recebidas durante eventos fisiologicos (Fig.16).

Anaélises de Dinamica Molecular (DM) sdo aplicadas no estudo dos movimentos de
sistemas macromoleculares de alta complexidade, dentre os quais as biomoléculas sdo de
grande interesse (Phillips et al.,2005). Assim, a analise da mobilidade estrutural na dindmica
molecular apresenta-se como fungdo fundamental na interpretacdo dos dados, particulaRmente
na simulagdo de biomoléculas. Essas mobilidades sdo comumente calculadas atraves de
simulac¢@es do Desvio Quadratico Médio da Raiz (RMSD) que mede é o deslocamento médio
dos 4tomos em um instante da simulacdo em relacdo a uma estrutura de referéncia, e das
Flutuacbes Quadradas Médias da Raiz (RMSF) que mede as flutuacdes quadraticas médias das
estruturas tridimensionais (Humphrey & Schulten). Assim, o RMSD mede o deslocamento
médio dos atomos em um instante da simulacdo em relacdo a uma estrutura de referéncia,
enguanto o RMSF mede o deslocamento de um 4tomo em particular, ou grupo de 4&tomos, em
relacdo a estrutura de referéncia, em média sobre o nimero de atomos (Martinez, 2015).
Inicialmente, monitorou-se o desvio medio quadratico (RMSD) para investigar a estabilidade

das estruturas. Nos resultados da DM em RmPDI1-Apo, considerando os dominios a e a’
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(H108-W180), ndo se observou alteragdes significativas ao longo da simulagdo na RmPDI-1
sozinha. Ja em relacdo aos dominios a’ e b (K199-D370), observou-se uma aproximacao leve
em torno de 65 ns. No entanto, para o complexo RmPDI-1/DTNB, considerando os dominios a
e b (H108-W180), observou-se uma leve aproximacao dos dominios em torno de 55 ns, seguida
por um afastamento que se manteve até o final da simulag&o. J& em relacdo aos dominios a’ e
b (K199-D370), observou-se um afastamento leve em torno de 55 ns, o qual se manteve até o
final da simulacéo. Esses efeitos podem ser reflexos das mudancas conformacionais do DTNB.
Na Comparagédo da RmPDI1-Apo e RmPDI-1/DTNB, observou-se que a ligagédo do
DTNB promoveu aproximacgdo de todos os dominios, uma vez que as distancias médias
calculadas foram significativamente menores. Além disso, observamos uma estrutura mais
organizada e compactada como resultado da ligacdo do DTNB. A estabilizacdo e a
compactacao da proteina, podem sugerir um efeito bioldgico, haja vista, que as mudancas
conformacionais indicam mudancas no status redox de RmPDI-1. Ademais, a investigacao das
variagOes conformacionais da RmPDI-1 na forma Apo e complexada com DTNB (Fig. 23)
mostra que a ligacdo do DTNB parece manter a estrutura da RmPDI1 mais organizada e
compactada, especialmente o dominio a, onde se observa a menor varia¢do, um indicativo de
estabilidade conformacional. Dada a natureza flexivel da PDI, é interessante observar que a
presenga de um inibidor, sugere que a diminuicdo de sua flexibilidade, muito provavelmente
pode influenciar no reconhecimento de substratos, ao menos parcialmente, e modificar a sua
atividade bioldgica. A Figura 20 mostra os valores das distancias entre os dominios a’ e b
obtidos na simulagdo de DM para a RmPDI-1 Apo (PDI1-Apo) e complexada com o0 DTNB
(RmPDI-1/ DTNB). Mais uma vez nas figuras 22 e 23, ndo deixam duvidas de que os dominios
a, a’ e b, se encontram consideravelmente mais proximos quando se compara a RmPDI-1 Apo
e complexada com o DTNB (RmPDI-1/ DTNB). Devido a alteracdo na conformagio em “U”
da proteina, estreitando consideravelmente o canal de ligacdo a substratos, esse dado é mais
um indicativo da possivel diminuicdo da capacidade da RmPDI-1 em reconhecer substratos

proteicos por conta de alteragcdes conformacionais.

Sabendo que o DTNB é descrito como um eficiente inibidor de PDI em superficie de
membrana celular, hipotetizou-se nesta tese que a inibicdo de PDI poderia interferir na
proliferacdo e na sobrevivéncia de células BME26. Para comprovar esta hipétese incubou-se as
células BME26 em diferentes concentracdes de DTNB 1mM, 2mM e 4 mM nos periodos de 2
horas, 4 horas e 6 horas, e avaliou-se a transcricdo destes tratamentos (Fig.26).

Interessantemente ndo foram observadas respostas transcricionais das células BME26 durante
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o tratamento com DTNB, independente da dose ou do tempo de tratamento, quando comparadas
as condicdes controle. O fato de 0o DTNB ser uma agente impeRmeavel a membrana plasmatica
(Calderon et al.,2012), pode sugerir que as agdes do DTNB s0 se restrigiriam aos grupos tiois
de superficie celular. Isto pode sugerir que, os mesmos fenémenos de internalizacdo de
patdgenos, observados mediante o tratamento com DTNB na internalizagdo de patdgenos,
podem estar sendo regulados por proteinas maduras de superficie celular,inibindo a proliferacédo
de celulas BME26 uma vez que a presenca de DTNB na superficie das membranas nao parece
ter modificado a resposta transcricional das RmPDIs (Figura 26). Os efeitos observados na
cultura de células BME26, tanto na viabilidade (Figura 24) quanto na morfologia celular (Fig.
25), sugerem que 0 DTNB pode se tornar um candidato a inibidor da proliferacédo celular das
células BME26.

Embora ndo tenham sido observadas grandes alteragfes na transcricdo relativa de
RmPDIs nas células tratadas com DTNB (Figura 26), os fendtipos de transdiferenciacdo, morte
e proliferacdo celular foram visiveis durante o tratamento. O processo de adesdo celular é um
fendmeno fundamental para a manutencdo da homeostasia do tecido. Esta adesdo ocorre por
diferentes complexos celulares: juncOes aderentes, desmossomas, zonula oclusiva e juncéo
comunicante, cada uma delas com fungfes distintas. As células epiteliais apresentam
caracteristicas morfologicas arredondadas com intensa polarizacdo basolateral-apical, que é
decorrente da distribuicdo organizada de caderinas e algumas integrinas (Junqueira e Carneiro
1997; Schock e Perrimon 2002). Ja as celulas mesenquimais, apresentam caracteristicas
morfoldgicas fusifoRme, e o fibroblasto é a célula prototipica. Este Gltimo tipo celular, foi o
primeiro tipo de célula a ser cultivado em cultura, e ainda assim € um dos menos compreendidos
ao nivel bioquimico e molecular (Kalluri 2009).

A transicao epitélio-mesenquimal (EMT) é um processo bioldgico que peRmite que uma
célula epitelial polarizada, sofra modificagdes bioquimicas, moleculares e morfolégicas, que
resultam na aquisicdo de um fenotipo de célula mesenquimal, cuja capacidades de migracéo,
invasao, e resisténcia a apoptose aumentam. Durante a embriogénese, o epitélio € bastante
versatico, sendo capaz de se modificar para mesénquima e vice-versa. Mesmo apds a sua
completa diferenciacao o epitélio retém a capacidade de modificar seu fenotipo sob a influéncia
de estresse patoldgico ou associado ao reparo tecidual. Durante a embriogénese a transicao
epitélio-mesenquimal ocorre a fim de promover mudanca estrutural no tecido embrionario. Este
mesmo fendmeno é observado em processos de reparo, cicatrizacdo e regeneragdo tecidual
envolvendo processos inflamatorios e ainda sdo largamente estudados em células epiteliais

cancerosas, diferenciadas geneticamente (mutacdo) e epigeneticamente (Ting et al., 2006;
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Zeisberg e Neilson 2009). Essas alteracGes ocorrem, principalmente, em genes protoncogenes
supressores de tumor. Assim as células transdiferenciadas em EMT tornam-se mais invasivas e
mais metastaticas em diversos tipos de canceres (Kalluri e Weinberg 2009). Em cultivo das
celulas embrionarias BME26, observa-se diversas modificagdes do citoesqueleto, durante o
crescimento das coldnias de células (Della Noce et al.,2019). Estas modificacGes podem estar
associadas ao processo de transicao epitélio-mesenquimal, um fendmeno controlado por fatores
peptidicos que interagem com receptores especificos, muitos deles com atividade tirosino-
quinase. Esses diferentes fatores peptidicos envolvidos nesta transicdo de fendtipos também
podem atuar como fatores de crescimento, tais como o HGF (Hepatocyte Growth Factor) e
EGF (EpideRmal Growth Factor). Estas moléculas parecem controlar diretamente os efetores
da resposta de migracdo celular, sendo responsaveis pela sinalizacdo de dispersdo ou
desagregacao de células de um tecido (Kazuyuki et al.,2002). Em aranhas, a migracao de células
mesenquimais do cumulus é coordenada por proteinas responsaveis pelo movimento essencial
para a deteRminacao do eixo dorso-ventral (Akiyama-Oda e Oda, 2003, 2006). Em carrapatos
R. microplus, a formacao de cumulus, ocorre no inicio do desenvolvimento do embrido (Figura
3) e as principais diferencas entre 0s estagios iniciais sdo causadas por intensa proliferacdo
celular (Santos et al.,2010).

Trabalhos anteriores reportam que a via gliconeogénica é ativada durante o
desenvolvimento do embrido do carrapato apds o estagio da formacdo do blastodeRma celular,
levando a ressintese e aumento progressivo do contetdo de glicogénio (Moraes et al.,2007).
Neste contexto, a GSK-3p foi descrita originalmente como reguladora do metabolismo de
glicogénio, uma proteina quinase que fosforila e inativa a Glicogénio Sintase (GS) (Embi et al.,
1980). Outrossim, a GSK3p é uma serina/treonina quinase multifuncional e desempenha papéis
versateis em varias vias de sinalizacdo celular que controla migracéo, adesao e proliferacdo
celular (Beurel et al.,2014). Sendo a GSK-3pB uma enzima chave da regulacdo da sintese de
glicogénio (MacAulay et al., 2005), regulando negativamente a Glicogénio Sintase (Embi et
al., 1980), foram realizadas a deteRminagdo do contetdo de glicogénio por espectofotometria
e por marcacdo de PAS, frente ao tratamento com DTNB (Fig.30). As células BME26 tratadas
com DTNB mostraram uma queda significativa , no contetdo de glicogénio em dose e tempo
dependentes. Nos tratamentos de 2 horas mostraram quedas de: 5,02% (1mM),10,86% (2mM)
e 20,01% (4mM). No tratamento de 4 horas mostraram quedas de: 13,42% (1mM), 39,09%
(2mM) e 51,49 (4mM). Finalmente nos tratamentos de 6 horas observou-se quedas de: 14,80%
(AmM), 22,07% (2mM) e 55,75% (4mM). Os resultados foram ilustrados com a marcacéo pela
técnica de PAS em tratamentos iguais durante 4 horas. Estes resultados demonstram o papel do
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glicogénio no metabolismo das células BME26 e estdo em acordo com os resultados de
embriogenese do carrapato R.microplus (Abreu et al., 2013). Foi avaliada ainda a trasncri¢édo
relativa de GSK3p em células BME26 silenciadas para RmPDIs. Observou-se aumentos
significativos nos niveis de transcritos de GSK3 quando as células BME26 foram silenciadas
para BmPDI-2, e nos duplos silenciamentos para RmPDI-1/RmPDI-2, RmPDI-1/RmPDI3 e
RmPDI2/RmPDI3 (Fig. 31). Estes resultados mostram que GSK3p pode estar sendo regulada
via PDI, uma vez que, tanto a inibi¢cdo quimica, com DTNB, quanto os silenciamentos duplos
com RmPDIs, foram capazes de aumentar a imunomarcagcdo de GSK3p total e o nivel de
transcritos para este gene (Figs. 29 e 31, respectivamente).

Para entender melhor os mecanismos bioquimicos e moleculares que promoveram
mudancas na viabilidade celular (Fig.24) e na morfologia (Fig. 25) das células BME26 durante
o tratamento com DTNB, uma correlagcdo metabolica foi realizada através da imunomarcagéo
para GSK3p total, atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) e glutationa reduzida
(GSH). Observou-se um aumento dose dependente na imunomarcagdo para GSK3p (Fig.26) e
LDH (Fig.27) e uma diminuicdo significativa durante o tratamento das células BME26 com
DTNB, além disso, foi possivel observar que a distribui¢ao das marcagdes para GSK3f parecem
estar mais difusa onde os tratamentos foram mais altos (Figura 29). Ao contrario destes
resultados Moraes e colaboradores observou um aumento do nivel de glicogénio acompanhado
da fosforilagdo da da GSK3p serina 9 (Moraes et al.,2006) e Costa e colaboradores que
observou um aumento progressivo da GSH durante o desenvolvimento do embri&o do carrapato
R.microplus (Costa et al.,2016). Estes resultados sugerem uma correlacdo metabolica entre
GSK3p, GSH e LDH durante o desenvolvimento do embrido do carrapato R. microplus. A
expressao da LDH é necessaria para manter a gliconeogénese e o metabolismo redox em células
cancerosas e isso tem sido associado a evolucédo de alguns canceres agressivos e metastaticos
(Brook 2020). Interessantemente, LDH pode ser translocada para o nicleo em resposta ao
estresse oxidativo, e ganha uma atividade enzimética ndo-candnica para produzir um metabolito
antioxidante, a-hidroxibutirato (a-HB). O acimulo de a-HB ativa ainda a resposta antioxidante
¢ a sinalizagdo pela via Wnt através de modifica¢des epigenéticas. Desse modo, o a-HB, é capa
de interferir entre 0 metabolismo celular e as redes de sinalizacdo epigenética. Outrossim, o
lactato cumpre pelo menos trés finalidades em sistemas bioldgicos: 1) é uma importante fonte
de energia para a respiracdo mitocondrial; 11) o principal precursor gliconeogénico; e I11) é uma
molécula de sinalizacdo. Assim, a dindmica do lactato tem efeitos rdpidos e importantes de
curto e longo prazo no equilibrio redox celular, e em outros sistemas de controle (Brook 2020).

A exposicdo repetida ao lactato resulta em efeitos importantes na expressdo de enzimas
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reguladoras da glicélise e da respiracdo mitocondrial onde lactato apresenta um ponto de apoio
da regulacdo metabodlica in vivo (Brooks, 2020). As BME26 submetidas ao tratamento com
DTNB, apresentaram elevacdo da atividade da Lactato Desidrogenase (LDH), no sentido
piruvato lactato, em resposta dose e tempo dependentes (Figura 27). Curiosamente, observou-
se uma diminuicdo dose dependente no conteudo de GSH durante o periodo de 4 horas
detratamento com DTNB. As imagens sugerem uma modulacdo metabdlica ao nivel da GSH
(Figura 28), onde esta seria utilizada inicialmente como um tampé&o biologico, contribuindo
para controle hoRmético do estresse oxidativo (King et al.,2004). Embora estes resultados ndo
tenham sido totalmente explorados nesta tese, estes sugerem uma modula¢do no metabolismo
redox durante o tratamento com DTNB.

No entanto, o estresse oxidativo toleravel leva a protecdo celular, melhor metabolismo
e resisténcia ao dano oxidativo (Higdon et al., 2012). Os aminoacidos mais comumente
estudados e sujeitos a modificagdes por espécies reativas sdo tirosina e cisteina (Beckmann et
al., 1994), sendo a cisteina o residuo mais bem caracterizado na sinalizacdo redox. A cisteina é
responsavel por cerca de 1,9% dos residuos nas proteinas, e sabe-se que um pequeno nimero
dessas cisteinas participa na sinalizagdo redox (Go et al., 2011). O grupo tiol (-SH) na cadeia
lateral da cisteina pode atuar como uma chave para sinalizacdo redox e homeostase. Como 0
atomo de enxofre possui maltiplos estados de oxidagéo, a cadeia lateral da cisteina é facilmente
oxidada em varios produtos, alguns dos quais com funcdes especializadas (Jacob et al., 2003).
A forma protonada do grupo tiol (-SH) ndo € particulaRmente reativa, mas a forma
desprotonada (-S°), ou anion tiolato, possui carater nucleofilico, pois é rica em elétrons
disponiveis (LoPachin et al., 2007). Por esse motivo, nem todas as cisteinas possuem tidis que
sdo igual e intrinsecamente reativos. Esta reatividade inerente € ditada por varios fatores,
incluindo acessibilidade e constante de dissociacdo acida (pKa) do grupo tiol. O pKa de um de
um tiol é definido como o valor de pH em que 50% dos grupos tiol estdo no estado
desprotonado. Assim, tidis que possuem um pKa relativamente baixo tendem a existir na forma
tiolato anidnico despronado, e, assim, mais provavel de ser modificado por uma espécie reativa
(Beckmann et al., 1994).

Nos artropodes hematofagos, a ovogénese esta diretamente ligada ao metabolismo dos
aminoacidos, que ocorre no momento da digestdo da porcdo proteica (Logullo et al., 1998;
Logullo et al., 2006). A principal proteina de reserva de ovos de artropodes é a vitelina,
adquirida por odcitos e acumulada em estruturas chamadas granulos de vitelo (Sappington &
Raikhel, 1998). Uma das funcdes da vitelina € suplementar o desenvolvimento do embrido com

aminoacidos, e sua mobilizacdo estd relacionada a acdo de proteases especificas que
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possibilitam seu uso por células de embribes em desenvolvimento dentro dos ovos (Fagotto,
1990; Yamamoto & Takahashi, 1993; Logullo et al., 1998). Liao e colaboradores em 2008
mostraram que com a diminui¢do na transcricdo de HIPDI-1 houve reducdo na expressdo de
Vg, e 0s odcitos ndo conseguiram captar Vg para o seu desenvolvimento. No entanto, outros
fatores, como a formacdo da casca do ovo, que é sintetizada durante a ovogénese, também
podem afetar a maturacéo dos odcitos em carrapatos injetados com dsRNA.

Finalmente, nesta tese propdem-se um novo modelo de regulacédo do metabolismo e da
proliferacdo celular que sugere a participagdo sinérgica dos componentes da via Wnt através
da interacdo de RmPDI, GSK3- e B-catenina durante a proliferacao celular. Assim, o conjunto
de dados aqui apresentados ampliam o conhecimento atual das vias de sinalizacao e processos
fisioldgicos de relevancia para as células BME26 que podem contribuir para a proposi¢édo de

novas estratégias de controle de carrapatos bovinos.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados a presentados e discutidos nesta tese conclui-se que:

v A analises das estrutura das sequéncias de aminoacidos, aqui designadas como RmPDI-
1, RmPDI-2 e RmPDI-3, apresentam grande homologia quando comparada com bancos

transcriptomicos de outros carrapatos.

v As analises estruturais dos modelos tridimensionais e das sequéncias de aminoacidos ,

mostraram que RmPDI-1, RmPDI-2 e RmPDI-3, apresentam baixa similaridade entre si.

v" A simulacdo de acoplamento molecular RmPDI/DTNB mostraram que as conformacoes
inibitérias redox foram favorecidas energeticamente e estatisticamente e suportaram a

evidéncia de experimentos laboratoriais Umidos relatados na literatura.

v" Os resultados de DTNB apresentados na cultura de células embrionarias BME26
mostraram uma mudanga no contetdo de glicogénio, na viabilidade e morfologia celular

durante o tratamento.

v" Ainibicdo quimica da PDI por DTNB e, silenciamentos por RNAI das células BME26
apontam PDI, GSK3p, B-catenina como novos alvos bioquimicos e moleculares que
regem a proliferacdo de células BME-26.
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ANEXO1- Preparo do meio L15

Preparacdo do Meio L-15 concentrado segundo (Munderloh e Kurtti, 1989).

Dissolver o contetddo L-15 (Sigma, #L.4386) (para volume final de 1 litro) em 900 ml de

agua esteéril e em seguida adicionar:

Acido I-Aspartico 299mg
Acido I-Glutaminico 500mg
I-Prolina 300mg
Acido a-cetoglutamico 299mg
I-Glutamina 292mg
d-Glicose 14410mg
Solucgdo de Vitaminas * 1ml
Solugdo de Minerais ** 1ml

Manter o recipiente envolto em papel aluminio. Dissolver os ingredientes sob leve
agitacdo, por 90 minutos. Ajustar o pH para 6,2. Completar volume para 1 litro e filtrar em

membrana de 0,22um. Estocar por até 2 meses a 4°C (ao abrigo da luz).

*QObs. Preparo de solugéo de vitaminas:

Ingredientes Peso (mg/100ml)

Acido p-aminobenzoico 100

Cianocobalamina 50
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d-biotina 10

**Qbs. Preparo de solucao de minerais:

Ingredientes Peso (mg/100ml)

Solucéo A:

CoCl 6H20 20

CuS04 5H20 20

MnSO4 H20 160

ZnSO4 7H20 200
Solucéo B:

NaMoO4 2H20 20
Solugéo C:

Na2SeO3 20
Solucéo D:

Glutationa Reduzida 1000

Acido ascorbico 1000

FeSO4 7H20 50

Solugéo A 1ml

Solucéo B 1ml

Solugéo C 1ml

Os ingredientes das solu¢fes devem ser dissolvidos em agua estéril na ordem em que

foram listadas e o volume de cada solugédo deve ser completado para 100 ml.

ANEXO 2: LISTA DOS PRIMERS UTILIZADOS

RmPDI-1 Clonagem do inserto no vetor pPGEM-T Easy

Forward: 5’ ATGGCGATAGCACTTCTTGCC (21pb) Ta: 55 °C

Reverse: 5CTAAAGTTCAACGTGCTTCTTGACC (25 pb) Ta: 55 °C

RmPDI1- RNAI

Forward: 5" GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCTGTTCTGTGGCCCTGGGTA
Temp: 54°C 20 pb (sem T7)

Reverse: 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCAAGGTTCTTGCAGTGGCC
Temp: 53°C tm. 19 pb (sem T7)

Amplicon 527 pb

RmPDI1 gPCR

Reverse: 5 CTTCTTGCCGTGCTGCCAG Tm: 57°C

Reverse: 5CTTCTTGCCGTGCTGCCAG Tm: 57°C
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amplicon 78 pb

RmPDI-2 Clonagem do inserto no vetor pGEM-T Easy

Forward: 5 ATGCTCTGGCAAGGCGTCATTGGG (24pb) Ta: 60 °C

Reverse: 5° CTTGAGGCACACGAAGTGCCACTTGTC (27 pb) Ta: 60 °C

Rm PDI2-RNAI

Forward: 'GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCAAGGTTAATCGGTCTACTGTGC
Temp: 52.5°C 23 pb (sem T7)

Reverse: 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAGTGATGGCAAACGCGTG
Temp: 52.5°C tm. 18 pb (sem T7)

Amplicon 545 pb

RmPDI2 gPCR

Forward: 5 GGTCTACTGTGCTGCTTAGCGG Tm: 56°C

Reverse: 5° CTCTGCTTGAGGATGAGCACACC Tm: 57°C

amplicon 77 pb

RmPDI-2 Clonagem do inserto no vetor pGEM-T Easy

Forward: 5> ATGAAGCACTTAGTTTTGTTAGCCG (25 b) Tm: 55 °C

Reverse: 5> TCATAATTCTTCCTTGGCCTTCTT (22 pb) Ta: 55°C

RmPDI3-RNAI

Forward: 5" GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCGCTTTTATATCGGCAGTCCT
Temp: 53°C 21 pb (sem T7)

Reverse: 5 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCAGGACTCCCTTTGCTTGT
Temp: 53°C tm. 20 pb (sem T7)

Amplicon 505 pb

RmPDI3 gPCR

Forward: 5 AAGCACTTAGTTTTGTTAGCCGCT Tm: 55°C

Reverse: 5° TCAGATCCCGAGTAGTCGAGGAC Tm: 56°C

amplicon 77 pb

dsGFP- Gene alvo

Foward: 5’- TAATACGACTCACTATAGGGCCACGTCAAGCACCACCACC -3’
Reverse: 5°- TAATACGACTCACTATAGGGGCGTAGTTTTCCTTATCGCG -3°

Elongation factor 1-alpha (ELF1A, Nijhof et al, 2009)

Forward: 5’-CGT CTA CAA GAT TGG TGG CAT T-3°
Reverse: 5°-CTC AGT GGT CAG GTT GGC AG-3°
Amplicom:108 pb




