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Cellular detoxification and excretion enzymes are important to the maintenance of cellular homeostasis. In this
work mRNA transcription, protein expression and enzymatic activity of Glutathione S-transferases (GSTs), enzymes
involved in the excretion of endo and xenobiotic compounds were analyzed. These parameters are elements believed
to protect cells against chemical toxicity and oxidative stress in different tissues (salivary gland, ovary and synganglion)
from partially engorged females and engorged females of Boophilus microplus. The results presented showed elevated
GST activity in partially engorged females. The enzymatic activity decreased during the preoviposition period in
engorged females. GST mRNA transcription was detected in salivary glands and synganglion from partially engorged
and engorged females, but not in ovary. The results of this work help to elucidate the role of GST in tick development

and assist in the understanding of the importance of GST in tick females during the preparation for oviposition.
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RESUMO

Enzimas de detoxificacdo e excrecdo celular sdo importantes
para a manutencdo da homeostase celular. Neste trabalho foi
caracterizada a transcricdo de mRNA, a expressdo da protei-
na e a atividade enzimética de glutationa S-transfersases
(GSTs), enzimas que atuam em rotas de excre¢do de substan-
cias endo e xenobidticas, protegendo as células contra toxici-
dade quimica e estresse, em diferentes tecidos (glandula sali-
var, ovario e singanglio) de fémeas adultas semi-ingurgitadas
e ingurgitadas do carrapato do bovino Boophilus microplus.
Os resultados mostraram que a atividade de GST é mais alta
em fémeas semi-ingurgitadas e diminui em fémeas ingurgitadas
de acordo com o final do periodo de pré-postura. A expressao
de mRNA de GST foi detectada em glandulas salivares e
singanglios de fémeas adultas semi-ingurgitadas e ingurgitadas,
mas ndo em ovarios. Estes dados podem ajudar a compreen-
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der melhor o papel de enzimas antioxidantes durante a prepa-
racdo das fémeas do carrapato para a postura.

PALAVRAS-CHAVE: Rhipicephalus microplus, antioxidan-
te; envelhecimento; glutationa S-transferase, pré-postura.

INTRODUCAO

Carrapatos sdo capazes de parasitar quase todos os ani-
mais de importancia econdmica, causando grandes perdas em
termos de produgdo (BOWMAN et al., 1996). O carrapato
Boophilus microplus é um dos mais importantes ectoparasitas
que afetam o gado bovino, causando grandes perdas econo-
micas (WILLADSEN, 2006), ndo s6 pelas doencas das quais
é vetor como também pelos custos relacionados ao seu con-
trole (JAMROZ et al. 2000). Estudos mais detalhados sobre
sua fisiologia podem auxiliar no desenvolvimento de novos
métodos de controle, e devido ao crescimento acelerado no
namero de populagdes resistentes de carrapato (DAVEY;
GEORGE, 1998) tornou-se importante estudar mecanismos
envolvidos em detoxificagdo celular (HEMINGWAY, 2000;
KOSTAROPOULOS et al., 2001).

Entre as enzimas detoxificantes mais estudadas em diferen-
tes organismos estéo as glutationa S-transferases (GSTSs), que
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pertencem a uma familia multifuncional de enzimas que catalisam
a conjugagao da molécula de glutationa a varias outras molécu-
las, e possuem um papel fundamental em mecanismos de
detoxificacao intracelular de compostos endo e xenobidticos
(CHELVANAYAGAM etal., 2001). GSTs desempenham varios
papéis fisioldgicos, tais como sequiestro e transporte de compos-
tos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem horménios
esterdides, heme, bilirubinas, &cidos da bile e seus metabolitos
(SALINAS; WONG, 1999). A classificagdo das GST é bastante
complexa e sujeita a discussdo, mas muitos autores usam pelo
menos nove grandes classes: quatro classes de GSTs de mamife-
ros - Alfa, Mu, Pi e Teta(MANNERVIK; WIDERSTEN, 1995);
as classes presentes em humanos Kappa (PEMBLE et al., 1996)
e Zeta (BOARD etal., 1997); as classes Sigma em cefalopodes e
artrépodes, a classe Fi de plantas, e a classe Delta de insetos
(também referida como classe Teta) (BOARD et al., 1997). Ou-
tros autores tém sugerido uma classificacdo alternativa para GSTs
de insetos, dividindo-as em trés classes distintas, I, 11 e I1l. Enzimas
da Classe | pertencentes a Classe Delta, que ¢ especifica de inse-
tos; enzimas Classe Il sdo principalmente membros da classe
Sigma e estdo presentes em dipteros (BEALL et al., 1992;
AGIANIAN etal., 2003); e enzimas Classe 111 ttm sido implicadas
em detoxificacéo, e em particular em conferir resisténcia a vari-
os inseticidas (AGIANIAN et al., 2003).

Em mosquito (KETTERMAN et al., 2001) e moscas (WEI
et al., 2001) uma alta atividade de GST tem sido relacionada
a resisténcia a pesticidas. Em outro diptero, Chironomus
tentans, Rakotondravelo et al. (2006) também mostraram al-
tos niveis de atividade de GST em resposta a diferentes
pesticidas. Le Goff et al. (2006) mostrou que xenobidticos
causam um aumento na expressdo de genes de GSTs em
Drosophila melanogaster. Em écaros a funcao e importancia
das GSTs é bem menos conhecida do que nos insetos. Especi-
ficamente no carrapato B. microplus ja foi descrita a clonagem
e caracterizacdo de duas GSTs, uma de larvas (HE et al., 1999)
e outra de glandulas salivares de fémeas semi-ingurgitadas
(ROSA DE LIMA etal., 2002). Freitas et al. (2006) caracteri-
zaram a atividade de GST em ovos e larvas de B. microplus
durante o desenvolvimento embrionario e larval.

Neste trabalho foram analisadas a atividade enzimética, a
transcrigdo e expressdo protéica de uma GST presente em te-
cidos de fémeas de B. microplus, relacionando o papel da GST
como enzima antioxidante durante o envelhecimento e duran-
te o periodo de pré-postura.

MATERIAL E METODOS

Carrapatos

Fémeas adultas ingurgitadas de B. microplus (isolado Porto
Alegre, cepa livre de Babesia spp. e Anaplasma spp., manti-
dos por passagem em bovinos estabulados no Laboratorio de
Entomozooses da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul) foram experimentalmente
mantidas em laboratdrio a 28°C e 85% de umidade relativa
até a postura, e sua fase de vida parasitaria foi completada em
bovinos confinados em estabulo.

Freitas et al.

As fémeas selecionadas para os experimentos foram clas-
sificadas de acordo com seu peso: de 180 a 200 mg as fémeas
foram consideradas semi-ingurgitadas e fémeas pesando 350
mg foram consideradas ingurgitadas.

Dissecacao de tecidos e preparacéo dos extratos

Fémeas semi-ingurgitadas e ingurgitadas foram lavadas
com etanol 70% e sua superficie dorsal foi dissecada com
uma lamina de bisturi em tamp&o 100 mM Tris-HCI 5 mM
EDTA pH 8,0. Glandulas salivares, ovarios e singanglios fo-
ram separados e lavados no mesmo tampao. Apoés a disseca-
¢do, os orgdos foram dissociados no mesmo tampao,
centrifugados a 15.000 x g por 5 min e, os sobrenadantes fo-
ram incubados em banho de gelo. A atividade enzimatica dos
extratos foi testada imediatamente para a determinacéo da ati-
vidade enzimatica de GST com um substrato especifico (1-
cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB), Sigma) para GSTs. O res-
tante dos extratos era congelado a —70°C para 0s ensaios de
western blot.

Ensaio de atividade de GST

A atividade de GST dos extratos obtidos a partir dos 6r-
géos dissecados foi determinada segundo o método de Habig
et al. (1974), usando 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB)
(Sigma) como substrato. Noventa microlitros da reacdo de
mistura (50 mM CDNB em metanol, 5 mM glutationa reduzi-
da em 100 mM Tris—HCI pH 7,5) e 10 ul de extrato em 100
mM Tris—HCI pH 7,5 foram testados em uma placa de 96
pocos, de acordo com Da Silva Vaz Jr. et al. (2004b). Como
controle negativo foi usado tamp&o com CDNB e GSH sem a
enzima. A concentracdo do produto formado foi calculada
usando o coeficiente de extin¢do de 9,6 mM™. cm* para S-
(2,4 —dinitrofenil glutationa) (MANERVICK; WIDERSTEN,
1995). As concentragdes de proteina dos extratos foram de-
terminadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)
usando albumina sérica bovina como padrdo. Os ensaios fo-
ram feitos em duplicata e os resultados foram expressos como
a média calculada e o desvio padréo de trés experimentos in-
dependentes.

Western blot

Para a analise por western blot 100 ug de extrato de teci-
dos foram incubados por 2 min com 15 ul de Glutationa
Sepharose 4B (Amersham Biosciences), centrifugados a
15.000 x g por 5 min, e os sobrenadantes foram descartados.
Apos cinco lavagens em tampéo PBS, as resinas contendo as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente em tam-
péo contendo 2% SDS, 250 mM Tris pH 6,8, 0.025% azul de
bromofenol, 5% glicerol, 10% B-mercaptoetanol e 5 M uréia
e a mistura foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE - 14%) (LAEMMLI,
1970). As amostras foram transferidas para membranas de
nitrocelulose a 70 V por 1 h a 4°C em tamp&o 12 mM carbo-
nato pH 9,9 (DUNN, 1986). As membranas de nitrocelulose
foram bloqueadas com solu¢cdo BLOTTO (5% leite desnata-
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do em PBS, pH 7,2) por 1 h a temperatura ambiente. Soro
policlonal de coelho anti-GST (1:1000) (ROSA DE LIMA et
al., 2002) foi incubado com BLOTTO a 4°C por 16 h. Apos as
lavagens em BLOTTO, anticorpo de cabra anti-lgG de coe-
Iho conjugado com peroxidase foi incubado com as
nitroceluloses por 1 h a temperatura ambiente. Apos trés lava-
gens com PBS, a reacdo foi revelada com 5 mg de 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), 150 ul de H,O, e 100 ul de 1%
CoCl, em 30 ml de PBS e parada com agua.

Isolamento de RNA poli A+ e RT-PCR

RNA poli A+ foi isolado de 6rgdos de fémeas semi-
ingurgitadas e ingurgitadas de B. microplus durante o periodo
de pré-postura (0, 1, 2 e 3 dias apds a coleta). Para o isola-
mento de RNA poli A+ foi usado o kit de purificacdo Quick
Prep Micro mRNA (Amersham Biosciences), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Do mRNA obtido, 500 ng foi sub-
metido a reagdo de transcrigdo reversa (RT) a 37 °C na pre-
senga de oligo-dT (Amersham Biosciences) e SuperScript 11
transcriptase (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Amplificacdes por PCR foram realizadas usando
1/20 da reacdo de RT, 20 pmol de primers e 5 U de Taq
Polimerase (Cenbiot - UFRGS) em um volume final de 50 ul.
Os seguintes primers foram usados para amplificar o cDNA
da GST: GSTfor -5 CGACCACGACACAAAGATGG 3’ e
GSTrev-3'ACAGGAACCCGATACTGATTTC5’ (DASIL-
VA VAZ JR et al., 2004a). Para amplificar o cDNA de actina
foram usados os primers BmAct2 — 5° GGGGTGTAGA
AGGAAGG3’ e BmACct3 — 3° GCATCCACGAGACCACG
5" (Da SILVA VAZ JR et al., 2005). As amostras foram
desnaturadas por 10 min a 94 °C e a amplificacdo foi feita
através de 35 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa50°Ce3 mina 72
°C, com um ciclo de extensdo final de 30 sa50°C e 10 mina
72 °C. A amplificacéo obtida a partir dos primers projetados
baseados na sequéncia de GST resultou em um amplificado
de 663 pb; os primers especificos para a seqliéncia de actina
amplificaram um fragmento de 337 bp, que foi usado como
controle positivo. Controles negativos para as reacfes de RT
e PCR foram usadas em todos 0s ensaios.

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio
padréo. Para a analise estatistica foi usado o teste-t para com-
paracdo entre 2 grupos. O valor de significancia foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Expressao de proteina e atividade enzimatica

Em glandulas salivares a atividade de GST foi de 1,33
40,28 umol/min/mg proteina; em ovario apresentou 0,59+ 0,11
umol/min/mg proteina; e em singanglio apresentou 1,18+ 0,18
pmol/min/mg proteina em fémeas semi-ingurgitadas (p<0,05).
A expressao da proteina foi detectada por western blot em
todos os extratos de tecidos usando soro de coelho anti-GST
(Figura 1).

c 1 2 3

Figura 1. Expressao de proteina de GST em fémeas semi-ingurgitadas
de Boophilus microplus. Western blot de extrato de tecidos. Soro de
coelho imunizado com GST recombinante foi usado como sonda. C,
controle (GST recombinante purificada).

Tabela 1. Atividade enzimatica de glutationa S-transferase
(GST) em extratos de tecidos de fémeas ingurgitadas de Bo-
ophilus microplus, em diferentes tempos apds coleta (resul-
tados de trés experimentos independentes).

Tecido Atividade de GST (umol/min/mg proteina)(médiatd.p.)
Oh 24h 48 h 72h
Glandula  0,655+0,052* 0,449+0,012® 0,304+0,050° 0,254+0,062¢
salivar
Ovario 0,459+0,095* 0,357+0,049* 0,341+0,112% 0,181+0,008%

Singénglio 0,578+0,073* 0,387+0,021® 0,378+0,103°® 0,416x0,086°

Valores seguidos de letras diferentes nas linhas apresentam diferen-
¢a estatistica (p<0,05).

No dia zero, a atividade de GST foi mais alta (p<0,05) em
glandulas salivares do que nos outros tecidos de fémeas
ingurgitadas (Tabela 1), 0,66, 0,46 e 0,58 umol/min/mg pro-
teina em glandula salivar, ovério e singanglio, respectivamente.
Os extratos dos dias 2 e 3 de ovarios e glandulas salivares
apresentaram uma significativa queda (p<0,05) na atividade
de GST quando comparados ao dia 0. Em singanglio, a ativi-
dade de GST diminuiu significativamente no dia 1 e ap6s (dias
2 e 3) se manteve estavel (comparavel ao dia 1) (p<0,05). A
analise de western blot de GST nos érgdos de fémeas
ingurgitadas mostrou a expressao de proteina em todos os te-
cidos e em todos os tempos apds a coleta (Figura 2).

Transcricéo

Atranscricdo de GST nos 6rgdos foi detectada nas glan-
dulas salivares e nos singanglios de fémeas semi-ingurgitadas
e de fémeas nos dias 0 e 1 do periodo de pré-postura (Figura
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Glandulas salivares

Ovario

Singanglio

Figura 2. Expresséo de proteina de GST em fémeas ingurgitadas de
Boophilus microplus. Western blot de extrato de tecidos. Soro de
coelho imunizado com GST recombinante foi usado como sonda. C,
controle (GST recombinante purificada).
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Figura 3. RT-PCR de diferentes tecidos de fémeas adultas semi-
ingurgitadas e ingurgitadas de Boophilus microplus. Linha 1, marcador
de massa molecular 100 pb; linha 2, glandulas salivares de fémeas
semi-ingurgitadas; linhas 3 a 6, glandulas salivares de fémeas de 0 a
3 dias do periodo de pré-postura; linha 7, ovarios de fémeas semi-
ingurgitadas; linhas 8 a 11, ovarios de fémeas de 0 a 3 dias do peri-
odo de pré-postura; linha 12, singanglios de fémeas semi-ingurgitadas;
linhas 13 a 16, singanglios de fémeas de 0 a 3 dias do periodo de
pré-postura; linha 17, controle positivo do PCR, amplificado a partir
de um cDNA de GST clonado.

3, linhas 2,3 e 4elinhas 12, 13 e 14). Em ovarios de fémeas
semi-ingurgitadas e ingurgitadas nao foi detectada expres-
sdo de MRNA (Figura 3, linhas 7, 8 e 9). Devido a degrada-
cdo de mRNA em glandulas salivares, ovarios e singanglios
de 2 e 3 dias (Figura 3, linhas 5, 6, 10, 11, 15 e 16) ndo foi
possivel verificar a transcricdo nestes 6rgdos (dados néo
mostrados).

DISCUSSAO

Os organismos possuem uma série de mecanismos que per-
mitem sua sobrevivéncia no ambiente em uma ampla faixa de
temperatura, umidade, salinidade, oxigénio e radia¢do. Quan-
do a célula sofre um dano oxidativo, uma série de eventos ocorre,
tais como hidrolise de DNA e proteina e peroxidacéo de lipideos.
Estes danos sao gerados por espécies reativas de oxigénio (ROS
— reactive oxygen species). Para minimizar o dano oxidativo
aos componentes celulares todos os organismos desenvolve-
ram uma série de defesas antioxidantes, tais como moléculas
ligantes como GSH (SIES, 1999) ou enzimas, como SOD
(superéxido dismutase), CAT (catalase), GPx (glutationa
peroxidase) (RIKANS; HORNBROOK, 1997) e GSTs
(KETTERER et al., 1983). Estudos mostram que a atividade
de antioxidantes aumenta com o aumento de ROS em larvas de
tricoptero (BARATA et al., 2005).

Muitos destes mecanismos de protecédo estdo sendo carac-
terizados em artrépodes. A sele¢do de populaces resistentes
adrogas &, de forma geral, também baseada em uma série de
mecanismos moleculares que permitem a essas populagdes
sobreviverem a exposicdo a estas drogas e estes mecanismos
estdo, em sua grande parte, ligados a ativagdo de rotas meta-
bolicas envolvidas na protecdo contra estresse oxidativo
(HEMINGWAY, 2000; KOSTAROPOULOS et al., 2001), dai
a importancia de estudar os mecanismos fisioldgicos que le-
vam a protecao do carrapato contra estresse oxidativo causa-
do por produtos quimicos ou pelo ambiente.

Freitas et al.

As glandulas salivares foram selecionadas uma vez que ja
havia sido relatada atividade de GST em fémeas semi-
ingurgitadas (ROSA DE LIMA et al., 2002); ovario foi sele-
cionado por ser um érgéo de alta atividade metabdlica, onde
uma série de eventos fisioldgicos envolvidos com a formagédo
do ovo esta ocorrendo. O singanglio foi incluido nesta inves-
tigacdo por ser um 6rgdo que desempenha a funcéo de siste-
ma nervoso central, além de atuar na oogénese produzindo
um fator estimulador para o desenvolvimento do ovo (OLIVER
etal., 1992). A atividade de GST em érgéos de fémeas semi-
ingurgitadas foi mais alta que a atividade de tecidos de féme-
as ingurgitadas, independente do tempo ap0s a coleta. Estas
atividades foram similares ao observado para outros
artrépodes, tais como o afideo Rhopalosiphum padi e outros
insetos (MUKANGANYAMA et al., 2003). Uma hipdtese para
a atividade mais alta de GST nas fémeas semi-ingurgitadas
esta no fato de que estas estdo ingerindo sangue e, para evitar
ROS geradas pela alimentacéo, precisariam de uma mecanis-
mo anti-oxidante mais ativo e eficiente.

A atividade de GST em todos os tecidos coletados no dia
0 de fémeas ingurgitadas foi significativamente maior que nos
outros dias (Tabela 1). A atividade de GST em ovario e glan-
dulas salivares decresce continuamente, enquanto em
singanglio a atividade decresce no dia 1 ap6s a coleta e se
mantém no mesmo nivel nos dias subseqientes. E interessan-
te também observar que a atividade de GST em singanglio foi
maior que em outros 6rgdos, indicando que a manutencao da
alta atividade de antioxidantes por longos periodos parece ser
importante para prevenir dano oxidativo em um tecido com
importante fungdo nervosa e endécrina.

Néo foi encontrada transcri¢do no ovario. Em compensa-
cao, por western blot foi verificada a expressao da proteina
em todos os tecidos, inclusive em ovario. Isto pode indicar
que a sintese de GST ndo ocorre neste 6rgdo, mas em outros e
é transportada para 0 mesmo, entretanto ndo podemos descar-
tar diferencas entre a especificidade do Western-blot com a
do RT-PCR. Foi observada a transcri¢cdo em glandulas saliva-
res e singanglio de fémeas ingurgitadas 0 e 1 dias ap6s a cole-
ta, mas nos outros dias ndo foi possivel observar transcricéo
devido a degradacdo de mMRNA nos tecidos. Esta degradacéo
n&do ocorreu durante a extra¢do e sim in vivo, conforme obser-
vado pela analise da integridade do DNA gendmico (dados
ndo mostrados).

As GSTs estdo presentes em quase todos 0s organismos e
sdo um importante mecanismo de detoxificacdo intracelular
(PAPADOPQULOQS et al., 2004), mas apesar disto relativa-
mente pouco conhecimento existe sobre os mecanismos de
acdo de GSTs sobre substratos endogenos, (RANSON;
HEMINGWAY, 2005). Sabe-se, no entanto, que entre as fun-
¢Oes ndo associadas diretamente com detoxificacdo estdo o
reparo de macromoléculas oxidadas por espécies reativas de
oxigeénio, regeneracdo de proteinas S-tioladas e biossintese
de metabdlitos fisiologicamente importantes (ARMSTRONG,
1997; SHEEHAN et al., 2001). Adewale e Afolayan (2005)
caracterizaram a distribuicdo de GST nos principais 6rgdos
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do caranguejo de rio africano (Macrobrachium vollenhovenii)
a fim de encontrar qual o drgdo mais importante para a
detoxificacdo de compostos xenobioticos e encontraram uma
alta atividade em hepatopéancreas.

Apesar da presenca de sistemas antioxidantes de defesa,
muitos danos ndo podem ser totalmente evitados e sdo acu-
mulados ao longo do ciclo de vida celular, e tem-se proposto
que estes danos ao DNA, proteinas e lipideos tém um papel
chave no desenvolvimento de doencas dependentes da idade
em humanos e envelhecimento de forma geral (REBRIN et
al., 2004). Além de dano oxidativo pelo ambiente, dano oxi-
dativo enddgeno gerado pelos produtos de metabolismo do
alimento ingerido pelo carrapato e a formacdo dos ovos nas
gbnadas também sdo significativos. E, jJuntamente com estes
processos, ocorre 0 envelhecimento concomitante da fémea
ingurgitada, que culminard com sua morte ap6s a postura dos
ovos. Rebrin et al. (2004) demonstrou em moscas que a quan-
tidade de antioxidantes aumenta durante o seu envelhecimen-
to. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que GST
pode ter uma fungédo importante durante o envelhecimento da
fémea e durante o periodo de pré-postura, atuando como um
detoxificador e antioxidante.
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