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INTRODUCAO

O carrapato Amblyomma sculptum Berlese, 1888, pertence a familia
Ixodidae e é um artropode hematdfago obrigatério, popularmente
conhecido como Carrapato-estrela, que causa grande prejuizo a salde
humana e animal, por ser o principal vetor da bactéria Rickettsia rickettsii,
causadora da febre maculosa brasileira, uma doenca de alta letalidade e
que representa um desafio de salde publica®’. O seu controle é feito
principalmente por meio do uso de acaricidas quimicos, que sdo eficazes,
mas possuem um alto custo e podem causar contaminacgfes ao ambiente e
em produtos de origem animal, além do possivel desenvolvimento de
resisténcia por parte dos carrapatos, caso sejam manejados
incorretamente”®. Na busca de novas alternativas para otimizar o controle
de A. sculptum, trabalhos anteriores estudaram a fisiologia desse artrépode
e identificaram proteinas salivares importantes para o repasto sanguineo e
digestdo do sangue, como a AsBasicTail (BT), a As8.9 kDa (8.9) e a
AsKunitz (K)* Essas proteinas foram usadas como potenciais antigenos
vacinais e apresentaram resultados promissores®*. Entretanto, apesar dos
estudos anteriores, ainda ndo se sabe qual o papel biol6gico e a importancia
dessas proteinas para a hematofagia dos carrapatos. Dessa forma, o
emprego de técnicas de estudo funcional de genes, como o RNA
interferente (RNAI), é (til para a inibicdo de proteinas especificas,
permitindo sua caracterizagdo funcional. O RNAi é um mecanismo de
regulacdo génica existente em diversos organismos, o qual utiliza
pequenos fragmentos de RNA de fita dupla (dsRNA), que se ligam a RNA
mensageiros (MRNAs) advindos do nicleo celular com intuito de inibir a
sintese proteica®. Esse processo pode ser mimetizado laboratorialmente,
sendo o objetivo deste trabalho inibir a proteina salivar BT utilizando o
RNAI a fim de caracteriza-la funcionalmente.

METODOLOGIA

a realizacdo de uma PCR quantitativa (QPCR), em duplicata, utilizando
5uL do Power SYBR Green PCR Master Mix Kit® (Applied Biosystems) e
um promotor T7 préprio para a BT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fémeas de A. sculptum alimentadas tiveram suas glandulas salivares
dissecadas em solu¢do salina 0,9%. As glandulas foram armazenadas em
microtubos de 1,5 mL com 200 uL de Trizol Reagent® (Life Technologies)
ou de tampdo de lise do Total RNA Purification Kit® (Cellco Biotech),
onde foi feita a maceragdo mecénica com auxilio de um pistilo, depois
tratamento por banho em um processador ultrassénico e os demais
procedimentos para a extracdo do RNA de acordo com as instrugbes de
cada fabricante. O RNA extraido, utilizando o Trizol Reagent®, foi
quantificado em um espectrofotdmetro, enquanto o extraido pelo Total
RNA Purification Kit® néo foi quantificado antes da sintese de DNA
complementar (cDNA). A produg¢do do cDNA foi feita utilizando a enzima
M-MLV Reverse Transcriptase® (Promega), com auxilio de um
termociclador PTC-100® (Bio-Rad), e foram seguidas as instrugdes do
fabricante. A amplificacdo do cDNA foi feita por meio de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando conjuntos de iniciadores
especificos para a BT, além de um conjunto que amplifica um gene
constitutivo continuamente expresso pelo A. sculptum, chamado ActinaB
(ACT). A amplificagdo foi avaliada por meio de eletroforese em gel de
Agarose 1,5%, utilizando um padréo de peso molecular de 100 pb com as
amostras de BT e ACT. Com isso, a partir do produto de PCR, utilizou-se
0 MEGAscript™ T7 transcription kit (Biosearch Technologies) para
sintetizar o dsRNA e foi feita entdo sua quantificagio em um
espectrofotdmetro para avaliar a concentracdo de RNA presente na
amostra. Em seguida, o dsRNA foi preparado para a aplica¢do, sendo
dissolvido novamente em solugcdo salina 0,9% autoclavada na
concentracdo de 0,5 pg/pL. Foram selecionadas quatro fémeas de A.
sculptum, de 9 a 12 dias ap6s a muda e em jejum, para aplicacdo do dsRNA
e outras quatro para servir de grupo controle recebendo apenas salina
autoclavada. A injecdo foi feita na hemolinfa dos carrapatos, utilizando um
microinjetor Nanoject 11® (Drummond Scientific Company) e depois
foram armazenados em uma estufa BOD em condi¢des ideais de
temperatura e umidade, por 15 dias para posteriormente serem dissecados.
Repetiu-se entdo os processos de extragdo de RNA e sintese de cDNA para

A extracdo de RNA foi realizada inicialmente usando o TRI Reagent®
(trizol), a qual apresentou quantidade muito reduzida de RNA total (abaixo
de 1 ug por glandula) e de baixa qualidade ao apresentar valor inferior a
2,0 na raz8o entre absorb&ncias medidas em 260 nm e 280 nm no
espectrofotdmetro. Além disso, o perfil cromatoldgico da amostra indicou
a presenca de contaminagdo com fenol, mesmo apds a extracdo, devido a
sua solubilidade parcial. Dessa forma, tracos da substdncia podem
permanecer na amostra. Ainda assim, as amostras foram submetidas a
sintese de cDNA e PCR, porém, ndo houve a amplificagdo de produtos
usando os iniciadores para BT e ACT.

Em seguida, foi utilizado o Total RNA Purification Kit® (Cellco Biotech),
sendo escolhido esse método para extragdo de RNA total, uma vez que as
PCRs apresentaram produtos de peso molecular correto e intensidade que
permitiram a visualizagdo por eletroforese em géis de agarose.
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Figura 1: Medicdo da qualidade e concentragédo do RNA total
extraido das glandulas salivares dos carrapatos. A-Cromatografia do
RNA da amostra utilizando TRI Reagent® e B-amostra utilizando o Total
RNA Purification Kit® no espectrofotdmetro.

Os resultados da PCR variaram de acordo com os conjuntos de iniciadores
testados. O conjunto 710/711, com 146 pb, apresentou o melhor resultado,
ao gerar um amplificado de alta intensidade na eletroforese em gel de
agarose. Outros conjuntos testados foram o 654/655, com 459 pb e o
681/682, com 124 pb, acompanhados do conjunto de iniciadores da ACT,
com 154 pb. Destes, apenas a ACT apresentou amplificado com qualidade
semelhante ao conjunto 710/711, enquanto os outros apresentaram bandas
de 100 a 200 pb, porém de baixa intensidade. Na PCR realizada para a
sintese de dsRNA, foi utilizado um conjunto de iniciadores contendo o
promotor T7 (728/729), gerando um amplificado de 516 pb que foi usado
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como molde para sintese de dsRNA e que gerou um produto de alta
intensidade na eletroforese. A dosagem de dsRNA, apresentou uma
concentracao de 3,38 pg/pL perfazendo um total de 203,13 pg de dsRNA
na amostra.

A

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR e da
sintese de dsRNA. A- colunas: padrao de peso molecular de 100 pb
(PPM — 100 pb), seguido de produtos da PCR da BT com os iniciadores
710/711 (147 pb) e 681/682 (124 pb), e produtos de PCR da ActinaB
(154 pb). B- colunas: PPM — 100 pb, seguido de produtos da PCR da BT
com os iniciadores 728/729 (516 pb) e da ActinaB (154 pb) e C- colunas:
PPM — 100 pb, seguido dos produtos da sintese de dSRNA com o DNA
de 516 pb como molde.

Apbs a injegdo de dsRNA, as fémeas tiveram suas glandulas isoladas e
avaliadas quanto aos niveis de mRNA que codificam a BT por meio de
uma gPCR, a qual evidenciou que os carrapatos do grupo controle
apresentaram niveis de mMRNA 99,9% superiores aos niveis dos carrapatos
injetados com o dsRNA, indicando que houve silenciamento dos genes
responsaveis pela expressdo da BT.
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Figura 4: Resultados da qPCR para avaliar os niveis de mRNA da
BT em A. sculptum. A-Deteccéo da amplificagdo na qPCR e B- niveis
de mRNA da BT, controle - carrapatos injetados com salina, silenciado -
carrapatos injetados com dsRNA da BT.

CONSIDERACOES FINAIS

A injecdo de dsRNA em carrapatos A. sculptum adultos induz redugéo nos
niveis de mMRNA da BT em mais de 99%, indicando que a injecéo reduz a
expressdo dessa proteina utilizada para a hematofagia. Com isso, a proxima
etapa do experimento envolve colocar fémeas de A. sculptum injetadas
com dsRNA para se alimentarem em hospedeiro, a fim de avaliar os
parametros reprodutivos e de desenvolvimento, ao avaliar a postura de
ovos em quantidade e viabilidade e depois as demais fases de
desenvolvimento do carrapato.
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