Perfil inibitorio de uma cistatina do carrapato Rhipicephalus

appendiculatus

Konrdorfer, C.R 1;: da Silva Vaz Jr |. 1,23

! Centro de Biotecnologia, UFRGS;? Faculdade de Veterindria, UFRGS;3 Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em pro_jﬁ‘{--pesq
Entomologia Molecular, Brasil. Pré-Reitoria de Pesquisa - UFRGS
Introducao

Cistatinas sao inibidores de cisteino peptidases que podem regular a atividade de diferentes catepsinas envolvidas na biologia dos organismos. No caso dos
carrapatos, que sao ectoparasitas hematofagos, as cistatinas podem ser secretadas na saliva do artropode, afetando entao o sistema imune do hospedeiro. Além
disso, as cistatinas também atuam na regulacao do processamento do sangue durante a digestao pelo carrapato. A caracterizacao de cistatinas de diferentes
espécies € importante para entender o papel fisiolégico destes inibidores e para ajudar no desenvolvimento de novas estratégias de controle desses parasitas. A
espécie de carrapato Rhipicephalus appendiculatus é responsavel pela maioria dos prejuizos econdmicos na pecuaria nos paises africanos, além de transmitir
patogenos. Com o objetivo de aumentar o entendimento do papel fisiologico das cistatinas de carrapatos, foi analisada a sequéncia de aminoacidos de uma cistatina
de R. appendiculatus, QnRacys2a. Além disso, sua forma recombinante (rQnRacys2a) foi expressa e caracterizada em relacao ao seu perfil inibitorio contra enzimas.

Materiais e metodos

A sequéncia predita de aminoacidos da proteina QnRacys2a foi alinhada com sequéncias de cistatinas de diferentes espécies de carrapatos. A expressao da rGST-
QnRacys2a foi realizada utilizando a bacteria Escherichia coli cepa BL21(DE3) pLysS. A cistatina recombinante foi expressa conjugada a GST em uma forma quimérica
com o objetivo melhorar a expressao da proteina de interesse. rGST-QnRacys2a foi purificada por cromatografia de afinidade e hidrolisada com trombina. O perfil
inibitorio da rQnRacys2a foi caracterizado para catepsina C e a quimiotripsina, ambas de origem bovina.

Resultados
1. Alinhamento e motivo"s conservados de cistatinas
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Figura 1. Alinhamento e motivos conservados de cistatinas. Os trés motivos conservados caracteristicos de cistatinas estao destacados pelas caixas pretas. |. Glicina Da regiao N-terminal. Il. Grupo QXVXG.
Ill. Aminoacidos PW localizados na regiao C terminal. Estes trés motivos conservados formam uma estrutura inibitoria que interage com o centro catalitico das cisteino proteases. As quatro cisteinas caracteristicas das
cistatinas tipo 2 estao destacadas acima das sequéncias por asteriscos . Aminoacidos conservados estao indicados nas regides sombreadas.

2. Expressao, purificacao e hidroélise da rGST-QnRacys2a
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Figura 2. Expressao, purificacao e hidrodlise da rGST-QnRacys2a. A. Extrato protéico da expressao. 1) Sobrenandante apds sonicacao B. Western blot usando anticorpo policlonal contra GST. C. Proteina apos
purificacao. D. GST+Cistatina apos hidrolise com trombina e purificacdao. 1) 3 horas de hidrélise. 2) 7 horas de hidrdlise (final).

3. Perfil inibitdério da rQnRacys2a
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com rQnRacysZa. D. Perfil inibitorio da rQnRacysZa.

Conclusao

A sequéncia de aminoacidos da QnRacys2a apresentou niveis de identidade entre 30% e 91% com cistatinas de carrapatos. A inibicao da
catepsina B sugere que QnRacys2a pode estar envolvida nos processos finais de digestao da hemoglobina no carrapato R. appendiculatus. A
nao inibicao da enzima a-quimiotripsina mostra que QnRacys2a nao é capaz de inibir serino proteases. As medidas de inibicao com catepsina B
e L estao em andamento. Além disso, as condicoes de larga escala de expressao e purificacao da rQnRacys2a estao sendo estabelecidas. Por
fim, um experimento de vacinacao também esta sendo realizado para testes de protecao contra tecidos de R. appendiculatus e R. microplus,
além de alimentacao artificial para verificar a acao de anticorpos anti-cistatina no carrapato in vivo.
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