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RESUMO

Carrapatos sdo animais hematofagos transmissores de diversas doencas para animais e
seres humanos. O Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasito especifico de
bovinos. E responsavel por importantes perdas econdmicas na pecudria de paises
produtores de carne e leite. O aumento de populacOes de carrapatos resistentes aos
principais acaricidas usados e a possivel contaminacdo ambiental e dos produtos
derivados como carne e leite impdem estudos para desenvolver novos métodos de
controle. O controle imunoldgico € uma estratégia comprovadamente viavel, porém
ainda falta encontrar antigenos suficientemente eficientes. Uma das estratégias para
atingir esse fim é o estudo de proteinas participantes de processos fisioldgicos de grande
importancia para o carrapato, como é a aquisicdo e digestdo de sangue. Proteinas
pertencentes a superfamilia das serpinas (serine protease inhibitors) participam do
controle de diversos processos fisiologicos em mamiferos, inclusive coagulacdo
sanguinea, fibrindlise e ativacdo do sistema complemento. Uma vez que carrapatos
possuem informacdo para a sintese de serpinas, supde-se que algumas tém como funcao
perturbar a homeostase de seus hospedeiros. Analisando banco de sequéncias de cDNA
identificamos 16 sequéncias que codificam serpinas no carrapato bovino, que foram
nomeadas RmS (R. microplus serpin). Analises por RT-PCR mostraram que na maioria
dos tecidos e estagios de desenvolvimento do parasito ha expressdo das RmS. Todas as
sequéncias identificadas mostram conservacdo com serpinas de outras espécies de
carrapatos. Aproximadamente 41% das RmS (7 de 16) provavelmente sdo secretadas,
pois possuem predicdo para peptideo-sinal. Assim como em outras serpinas, todas RmS
possuem entre 1 e 4 sitios para N-glicosilacdo. Modelos tridimensionais revelam
conservacdo de estrutura terciaria das RmS analisadas com outras serpinas de
mamiferos. Devido a presenca de peptideo-sinal, conservacdo com serpinas de outros
carrapatos e presenca em saliva, que foi revelada pelo estudo protedmico preliminar da
saliva do parasito, RmS-3 foi escolhida para estudos mais pormenorizados. Para isso, a
sequéncia codificadora foi clonada e ela foi obtida em forma recombinante. Anticorpos
policlonais produzidos contra a proteina recombinante revelaram a presenca da proteina
em todos os tecidos analisados, e também na saliva, o que sugere participar na

modulag&o das respostas do hospedeiro.



ABSTRACT

Ticks are hematophagous animals vectors of several human and animal diseases.
Rhipicephalus (Boophilus) microplus is a bovine-specific ectoparasite. It is causes
significant economic losses in livestock-producing countries. Increasing tick acaricide-
resistant populations and, possible contamination on the environmental and on bovine-
derived products contamination such as meat and milk impel the study of new control
methods. Immunological control is a strategy proved to be feasible, but it requires really
efficient antigens. A strategy to achieve this purpose is the study of proteins acting in
physiological processes of major importance for the tick, as blood intake and digestion.
Proteins belonging to the superfamily of serpins (serine protease inhibitors) have a role
in several mammalian physiological processes, including blood coagulation, fibrinolysis
and complement activation. As ticks encode information for serpins synthesis it is
assumed they disrupt homeostasis their hosts. Through analysis of the cDNA sequences
database, we identified 16 sequences coding for serpins in cattle tick, which were
named RmS (R. microplus serpin). RT-PCR analyses showed RmSs are expressed in
most tick tissues and developmental stages. All identified sequences are conserved
concerning other tick species serpins. Around 41% of RmS (7 out 16) are probably
secreted, since they have sequences predicting for signal peptide. Similarly as other
serpin, all RmSs have 1 to 4 N-glycosylation sites. Protein modeling showed all RmSs
have a conserved tertiary structure with other mammal serpins. RmS-3 was chosen for
further studies due to presence of signal peptide, conservation with serpin inform other
ticks and the presence in saliva revealed by an initial a proteomic study of tick saliva. In
these studies, its gene was cloned RmS-3 was obtained as a recombinant protein.
Polyclonal antibodies were against the recombinant protein showed RmS-3 presence in
all analyzed tissues and also in saliva, suggesting it have a role disturbing host

responses.



1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos obrigatérios de animais selvagens,
domésticos ou do homem e estdo distribuidos em praticamente todas as regiGes do mundo.
Pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acarina, subordem Ixodida e sdo
divididos em trés familias. A familia Argasidae (soft-ticks ou carrapatos moles)
compreende 183 espécies divididas nos géneros Argas, Carios, Ornithodoros e Otobius. A
familia Ixodidae (hard-ticks ou carrapatos duros) possui 442 espécies divididas nos
géneros Amblyomma, Anomamalohimalaya, Bothriocroton, Boophilus, Cosmiomma,
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor e
Rhipicephalus. A familia Nuttalliellidae € representada pelo género monoespecifico
Nuttalliella com uma Unica espécie (Horak et al., 2002). Esses artropodes sdo vetores de
grande variedade de microrganismos patogénicos, protozoarios, riquétsias, espiroquetas e
virus. Ficam atras somente dos mosquitos no que se refere ao nimero de espécies que
transmitem aos humanos (Sonenshine, 1991).

As doencas transmitidas por carrapatos aos animais domeésticos sdo uma restricao
importante para a producdo animal predominantemente em areas (sub) tropicais do mundo,
afetando o sustento da agricultura na América Latina, Asia, Africa e Oceania (Jongejan &
Uilenberg, 2004). Para o homem, os carrapatos possuem grande importancia devido as
doencas que transmitem, como por exemplo, a doenca de Lyme que € causada pela
transmissdo da espiroqueta Borrelia burgdorferi (Burgdorfer et al., 1982) e a febre
maculosa (Rocky Mountain spotted fever) que é causada pela transmissdo da riquétsia
Rickettsia rickettsii. Entre 1982 e 2004 foram identificados quinze novos patdégenos que
causam doengas em seres humanos que séo transmitidos por carrapatos (Parola & Raoult,
2006).

1.1 O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A partir de 2003, a andlise de dados moleculares levou que as espécies pertencentes
ao entdo género Boophilus, fossem incluidas no género Rhipicephalus, abrigando o

subgénero Boophilus. Esse novo subgénero abrange as espécies Rhipicephalus microplus,
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Rhipicephalus australis, Rhipicephalus annulatus, Rhipicephalus decoloratus,
Rhipicephalus kohlsi e Rhipicephalus geigyi (Barker & Murrell, 2002; Murrell & Barker,
2003; Barker & Murrell, 2004). O R. microplus € um ectoparasita hematdfago que possui o
bovino como Unico hospedeiro natural e raramente parasita outros mamiferos
(particularmente outros ruminantes). E considerado o parasito mais importante que afeta a
producédo pecuaria em todo o mundo (Estrada-Pena, 2006).

Supde-se que o carrapato R. microplus possua origem no sudoeste da Asia e, hoje,
estd distribuido entre os paralelos 32° N e 35° S, ou seja, nas regides tropicais e
subtropicais, que incluem grande parte dos paises em desenvolvimento (Ameérica Latina,
Africa e Asia Continental) e importantes regides produtoras de carne bovina e leite, como
América Latina e Oceania (Figura 1) (Estrada-Pena et al., 2006).

32°N

Equador 0°

Figura 1. Distribuicao do carrapato bovino ao redor do mundo. Figura elaborada por Itabajara da
Silva Vaz Jr.

O carrapato bovino é um parasito monoxeno, Ou Seja, parasita apenas um
hospedeiro. O ciclo de vida compreende um periodo parasitario e outro de vida livre
(Figura 2). A fase parasitaria dura em média trés semanas e inicia quando larvas infestantes
encontram o hospedeiro (Jongejan & Uilenberg, 2004). As larvas infestantes encontram-se
em aglomerados de centenas ou milhares nas pastagens. Durante o pastoreio as larvas
movem-se avidamente ao encontro do corpo do bovino distribuindo-se principalmente em
locais onde a temperatura corporal é maior, a pele menos espessa e onde a possibilidade de
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auto-remocao por parte do bovino seja dificil. As larvas de R. microplus ap6s a fixacéo,
iniciam sua alimentacéo, que primeiramente ndo é baseada em sangue e sim em exsudato
vascular e fluido linfatico (Sutherst et al., 1978). Cerca de seis dias apds a fixacdo, as
larvas infestantes realizam muda e tornam-se ninfas. As ninfas alimentam-se de sangue por
cerca de seis dias até realizarem nova ecdise, dessa forma dando origem a adultos imaturos
(Roberts, 1968a; Roberts, 1968b). E nesse periodo que ocorre o dimorfismo sexual. Os
machos também ingerem sangue, porém em quantidades muito menores que as fémeas. O
repasto sanguineo € fundamental para o processo de espermatogénese nos machos. Ao fim
do seu repasto sanguineo, os machos procuram as fémeas para o acasalamento. A fémea
sexualmente madura é designada partendgina (parcialmente ingurgitada). Depois de
fecundadas, as fémeas aumentam consideravelmente a ingestdo de sangue e, por volta do
21° dia de parasitismo atingem o tamanho maximo, desprendem-se do hospedeiro e caem
ao solo, geralmente no 22° dia pela manha, sendo designadas teledginas (fémeas totalmente
ingurgitadas). Esse evento encerra a fase parasitaria, dando origem a fase de vida livre do
parasito. Ja no solo, a fémea procura local imido e protegido da luz solar para postura dos
ovos. A postura dura em torno de 14 dias, e a eclosdo dos ovos inicia-se cerca de sete dias
apo6s a postura, fechando assim o ciclo de vida do parasito (Roberts, 1968a; Roberts,
1968b).

Figura 2. Ciclo de vida carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O inserto apresenta as
teledginas em postura. Figura elaborada por Itabajara da Silva Vaz Jr.
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As infestacOes pelo carrapato bovino causam significantes perdas econémicas em
regibes tropicais e subtropicais, representando um dos maiores fatores na queda de
produtividade na bovinocultura brasileira, impactando na producdo pecuaria pela reducéao
do ganho de peso e producdo de leite dos animais. Essas perdas sdo atribuidas
principalmente a espoliacdo de grandes quantidades de sangue, que acarreta anemia e uma
série de alteragBes organicas, como anorexia, emagrecimento, apatia, reducao na producao
de leite e, em casos mais extremos pode levar a morte do animal. Além dos distdrbios
associados diretamente ao parasitismo, o R. microplus também ¢é motivo de preocupacéo
por ser 0 vetor do complexo causador da tristeza parasitaria bovina (TPV). A TPV é um
complexo de doencas causadas por infec¢do pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia
bigemia e pelas bactérias Anaplasma marginale e Anaplasma centrale (Peter et al., 2005).

O controle de infestacbes por carrapatos é baseado no uso de acaricidas quimicos.
Os principais acaricidas empregados sdo os compostos organofosforados, piretrdides,
formamidinas (amitraz), lactonas macrociclicas (avermectinas), fluazuron (inibidores de
crescimento/incorporacdo de quitina) e finopril (Martins & Furlong, 2001; Labruna et al.,
2009). Contudo o surgimento de populacgdes resistentes aos principios ativos dos acaricidas
é frequente (Martins & Furlong, 2001; Pohl et al., 2011). Além do mais, os métodos de
controle quimico sdo frequentemente criticados pelo seu custo e por apresentarem a
inconveniéncia de poderem gerar residuos quimicos no leite e carne destinados ao
consumo humano, tornando crescente o estudo de métodos alternativos.

O controle bioldgico vem sendo estudado e parece ser uma opcao interessante. Esse
tipo de controle envolve tanto o uso de animais predadores, como aves e aranhas
(Sonenshine, 1991), assim como microrganismos artropodopatogénicos, como o fungo
Metarhizium anisopliae (Santi et al., 2009; Beys da Silva et al., 2010). Outra abordagem
alternativa para o controle é o uso de vacinas. Essa metodologia baseia-se no uso de
proteinas do carrapato bovino como antigenos para gerar no hospedeiro uma resposta
imunologica capaz de aumentar a rejeicdo aos parasitos. Até o momento, duas vacinas
estdo disponiveis comercialmente, a TickGard® (na Australia) e a GAVAC® (em Cuba).
Ambas as formulagdes sdo baseadas no uso da proteina recombinante Bm86, uma
glicoproteina presente na membrana de células intestinais que possui papel na endocitose
(Willadsen et al., 1988). Tais vacinas obtiveram sucesso relativo nos seus paises de

origem. Em outras regides devido ao polimorfismo existente entre as diferentes cepas de
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carrapatos, os resultados foram insatisfatorios (de la Fuente et al., 2007). Tendo em vista
que o controle imunolo6gico é uma estratégia vidvel, varios grupos de pesquisa exploram a
possibilidade de proteger os animais pela inducdo de uma resposta imune contra outras
proteinas do carrapato (Parizi et al., 2009). A identificacdo de novas moléculas que possam
ser utilizadas para o desenvolvimento de vacinas deve partir da melhor compreenséo e
entendimento dos sistemas fisioldgicos do parasita. Um dos passos limitantes para o
desenvolvimento de vacinas contra carrapatos é a identificacdo e validacdo de proteinas-
alvo, que quando bloqueadas irdo comprometer o0 sucesso na alimentacdo e
desenvolvimento do parasita. Uma estratégia para o estudo de novos antigenos consiste na
identificacdo, clonagem e producgdo in vitro de antigenos recombinantes. Proteinas que
desempenham papéis importantes na aquisicdo e digestdo de sangue, e modulacdo da
resposta imune do hospedeiro sdo alvos atraentes para serem estudados (Mulenga et al.,
2001).

1.2  Hematofagia

O processo de hematofagia € o meio pelo qual os animais hemat6fagos adquirem a
sua principal fonte de nutrientes, o sangue (Ribeiro, 1987). O processo de obtencéo de
sangue realizado pelos hemat6fagos ocorre por duas vias diferentes: através da formacao
de bols6es hemorragicos que acumulam material proveniente da dilaceracdo da pele e
capilares; ou através da canulacdo direta de vénulas ou arteriolas por pec¢as bucais do
parasito. Mosquitos e percevejos canulam as vénulas e arteriolas profundas da pele
atingindo milimetros de profundidade. Carrapatos introduzem seu aparelho bucal no
hospedeiro dilacerando capilares e formando um hematoma, o chamado “bolsdo
hemorragico”, de onde se alimentam do sangue ali depositado (Ribeiro & Francischetti,
2003; Francischetti et al., 2009). Para aquisi¢do de sangue fluido, os carrapatos necessitam
primeiramente penetrar a pele do hospedeiro e danificar os vasos para liberagcdo de sangue.
Durante a procura por sangue, capilares e vasos menores sao danificados, e a liberagdo de
sangue ocorre (Ribeiro, 1987; Mans & Neitz, 2004). O fenbmeno de hematofagia €
caracterizado como sendo um delicado processo de modulagdo farmacoldgica de diversos
sistemas do hospedeiro (Figura 3) e ndo simplesmente um procedimento mecanico, como a

flebotomia (Ribeiro, 1987; Ribeiro, 1989).
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Figura 3. Modulacdo das respostas do hospedeiro pelo carrapato. A saliva possui moléculas com
diferentes atividades farmacoldgicas que modulam as respostas do hospedeiro. Apds a aquisi¢do do
sangue, 0 mesmo deve permanecer fluido no intestino para posterior digestao.

Para qualquer animal hemato6fago realizar seu repasto sanguineo é conveniente que
0 sangue do hospedeiro ndo coagule; que o fluxo sanguineo no local da sua fixacdo seja
intenso; e que o hospedeiro vertebrado ndo o mate. Porém a realidade € outra, 0s
hospedeiros vertebrados desenvolveram trés eficientes sistemas de defesa que tornam a
vida dos hematdfagos dificil: o sistema hemostatico, a inflamacédo e a imunidade adquirida
(Ribeiro & Francischetti, 2003). O processo de hematofagia leva a ativacdo do sistema
hemostatico (agregacdo plaquetéria, coagulacdo sanguinea e fibrindlise) e subsequente
ativacdo do sistema calicreina-cininas (ativacao da calicreina e formacédo de bradicinina) e
do sistema imunoldgico do hospedeiro (inflamacéo, ativacdo do sistema complemento e
imunidade adquirida). A adaptacdo a hematofagia envolveu a evolugdo de um complexo de
moléculas salivares que auxiliam o parasito a vencer as defesas do hospedeiro contra a
perda de sangue e contra o desenvolvimento de reagdo inflamatdria no local da lesdo. Essas
reacfes podem romper o fluxo sanguineo ou iniciar um comportamento de defesa por parte
do hospedeiro, pela sensacdo de dor e prurido (Francischetti, 2010). A saliva de animais
hematofagos possui substancias bioativas com potentes propriedades farmacologicas que
afetam diretamente os sistemas imunoldgico e hemostatico do hospedeiro vertebrado
(Ribeiro, 1989).
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A manutengdo do equilibrio homeostatico desses diversos sistemas de defesa do
hospedeiro € um processo que envolve a interagdo de diversas proteinas. Na sua grande
maioria, esses processos sao coordenados por reacOes de cascatas enzimaticas, atraves da
ativacdo sequencial de serino-endopeptidases. O controle dessas cascatas enzimaticas se da
pela interacdo das endopeptidases com seus inibidores especificos. Levando em conta o
papel dessas endopeptidases e seus respectivos inibidores na manutengdo da homeostase
desses sistemas, 0s animais hematofagos, incluindo carrapatos, codificam endopeptidases e
inibidores de endopeptidases para quebrar esse equilibrio (Mulenga et al., 2001). Um
exemplo dessa regulacdo pode ser observado em carrapatos e outros artropodes
hematofagos, que possuem um eficiente e sofisticado arsenal de moléculas com atividade
anticoagulante, que sdo considerados essenciais para o processo de hematofagia (Maritz-
Olivier et al., 2007). Na sua maioria, essas moléculas sdo inibidores de serino-
endopeptidases que agem inibindo as principais enzimas da cascata de coagulagéo,
trombina (fator 1la) e fator Xa, todas elas serino-endopeptidases. Esses inibidores diferem
em tamanho e mecanismo de acdo, variando desde pequenos peptideos a moléculas
maiores. Dentre os inibidores com maior massa molecular, podemos citar as proteinas
pertencentes ao grupo das serpinas (inibidores de serino-endopeptidases) e os inibidores
tipo Kunitz (Mans & Neitz, 2004).

1.3 Serino-endopeptidases

Peptidases (proteinases na nomenclatura antiga) sdo enzimas que catalizam a
hidrolise da ligacdo peptidica e sdo classificadas de acordo com seus mecanismos
cataliticos (grupo reativo no centro catalitico), similaridade de sequéncia de aminoacidos e
estrutura (Barrett, 2004). Formam um grande grupo de proteinas com importancia em
diversos processos biolégicos. Genomas completamente sequenciados revelam que
aproximadamente 2% de todos os genes codificam peptidases ou seus homdlogos em todos
os reinos (Rawlings & Barrett, 1999). As endopeptidases sao classificadas e divididas em
cinco grupos: cisteino-endopeptidases (apresentam um residuo de cisteina no sitio ativo),
serino-endopeptidases (residuo de serina nucleofilico), metalo-endopeptidases (presenca de

um metal no sitio ativo), aspartil-endopeptidases (possuem um residuo de aspartato
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ativado) e treonino-endopeptidases (o sitio ativo apresenta um residuo treonina) (Barrett,
2004; Rawlings et al., 2008).

As serino-endopeptidases sdo encontradas em eucariotos, procariotos, arqueas e
virus; e distribuidas em mais de vinte familias (Rawlings & Barrett, 1999). Comp&em seis
clas (SA, SB, SC, SE, SF, SG), cada qual constituido por um variado nimero de familias,
como por exemplo: da quimotripsina (S1), da subtilisina (S8), da lisil endopeptidase (S5),
da carboxipeptidase C (S10), dentre outras. Endopeptidases da familia quimotripsina séo as
endopeptidases mais abundantes na natureza. Essas enzimas participam de uma variedade
de processos fisiologicos, incluindo digestdo (por exemplo, tripsina e quimotripsina),
resposta imune (fator B, fator C e fator D do complemento; elastase de neutrofilos e
catepsina G), coagulacdo sanguinea (fatores Vlla, IXa, Xa e Xlla) e fibrinolise (u-PA, t-PA
e plasmina) (Rawlings & Barrett, 1993). A diversidade de acdo fisiologica dessas enzimas
requer uma diversidade de especificidades, variando desde enzimas que reconhecem
apenas um residuo de aminoécido no substrato, a enzimas que reconhecem sequéncias com
até cinco aminoacidos ou até mesmo uma proteina especifica. O sitio ativo das serino-
endopeptidases é composto pela triade catalitica His-Asp-Ser (His57, Asp102 e Ser195,
numeracao da quimotripsina) que é responsavel pelo mecanismo de catélise da hidrolise da
ligacdo peptidica. Usualmente as peptidases sdo controladas in vivo por inibidores
endogenos (Bode & Huber, 1992). Baseados na estrutura primaria e terciéria, esses
inibidores sdo classificados em 18 familias, de acordo com Laskowski & Qasim (2000).
Desses, o0s pertencentes as familias Kazal, BPTI-Kunitz, a-macroglobulina, serpinas e
pacifastina estdo bem descritos como reguladores de diversas vias proteoliticas (Laskowski
& Qasim, 2000).

1.4  Serpinas

Inibidores da superfamilia das serpinas (serine protease inhibitors) participam de
uma variedade de fungdes fisiologicas em diferentes organismos (Gettins, 2002). Proteinas
desta superfamilia possuem entre 350-500 aminoacidos com massa molecular variando de
40-60 kDa (Silverman et al., 2001; Gettins, 2002). A identificacdo inicial desta
superfamilia baseou-se na observacdo da similaridade na estrutura primaria de trés

proteinas: antitrombina humana, inibidor de oy-antitripsina humana e ovalbumina.
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Identificou-se que essas trés proteinas possuem uma relacdo estrutural, embora tenham
identidades em torno de 30% e atividades distintas (as duas primeiras inibitorias e a
terceira, uma proteina de reserva muito abundante na clara do ovo, sem atividade
inibitdria). Somente com a resolucdo da estrutura de algumas serpinas por cristalografia de
raios-X, comprovou-se que a similaridade entre a estrutura priméria corresponde a uma
estrutura terciaria conservada (Silverman et al., 2001; Gettins, 2002). A grande maioria
desses inibidores atua inibindo serino-endopeptidases da familia quimotripsina (Silverman
et al.,, 2001), porém algumas serpinas inibem outras classes de peptidases: a serpina
SCCA-1 humana é um potente inibidor das catepsinas K, S e L (Schick et al., 1998; Kanaji
et al., 2007); ja a serpina viral Crm-A € um inibidor especifico da enzima conversora de
interleucina-1p humana (Ray et al., 1992). Além do mais, outras serpinas realizam func6es
ndo-inibitorias: atuando como chaperonas, como € o caso da HSP47 (Sauk et al., 2005);
assim como transportadoras de horménios e reguladores da pressao arterial (Potempa et al.,
1994).

O nome dessa superfamilia de proteinas foi baseado originalmente no fato de que a
maioria das serpinas até entdo identificadas inibiam serino-endopeptidases. Porém o
namero de proteinas com estrutura compativel com essa superfamilia de inibidores, mas
com atividade ndo inibitoria vem crescendo, e também daquelas que inibem outras classes
de endopeptidases. Por isso foi estabelecida uma nomenclatura de acordo com a filogenia
dessas proteinas. Para esse fim, em 27 de junho de 1999 durante o 2™ International
Symposium of the Structure and Biology of Serpin em Cambridge, foi montado um comité
com o objetivo de criar uma nomenclatura padrdo para essa superfamilia de proteinas e
seus genes. A padronizacdo da nomenclatura das serpinas ajudaria na identificacdo e
entendimento de novos produtos génicos, além de facilitar a comunicacdo no meio
cientifico. Através de dados de filogenia, as serpinas foram divididas em 16 clados (A-P),
com os seguintes nomes: A (og-antitripsina), B (ovalbuminas intracelulares), C
(antitrombina), D (cofator II da heparina), E (nexina), F (a;-antiplasmina), G (inibidores de
C1), H (HSP47), I (neuroserpina), J (serpinas do carangueijo ferradura), K (serpinas de
insetos), L (serpinas de nematddeos), M (serpinas de espécies do género Schistosoma), N
(serpinas do virus SP11-2/CrmA-like), O (serpinas do virus SPI3) e P (serpinas de plantas).
Contudo, ainda existem 10 serpinas que sao divergentes e, por isso, foram classificadas

como 6rfas. A nomenclatura para essa superfamilia de proteinas segue o seguinte padrao:
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SERPINXy, onde ‘X’ ¢é o clado a qual a proteina pertence ¢ ‘y’ o nimero neste clado
(Irving et al., 2000; Silverman et al., 2001; Gettins, 2002).

Tipicamente, serpinas possuem na sua estrutura terciaria trés feixes de folhas-p (A-
C), entre 7-9 a-hélices (A-1), além da alca do centro da reacdo (reactive center loop —
RCL). Além dessas estruturas, outras regifes sdo importantes para a atividade inibitoria
das serpinas (Figura 4). O RCL é a regido da serpina que liga ao sitio ativo da
endopeptidase alvo sendo crucial para a atividade inibitoria. Em aj-antitripsina, os residuos
de aminoacidos do RCL sdo nomeados de acordo com o sistema de Schechter & Berger
(1967) e compreende os residuos P17-P4: (Hopkins et al., 1993). Conforme este sistema de
notacdo, a ligacdo suscetivel de hidrélise é a ligagdo peptidica ente os residuos P1-P;-. Esta
notacdo € usada também para se referir a ligacdo de inibidores na enzima, mesmo no caso
de inibidores cuja ligacdo ndo é hidrolisada pela peptidase.

As serpinas geralmente tém como caracteristica uma sequéncia padrdo de
aminoéacidos na regido do RCL: P17[E]-P16[E/K/R]-P15[G]-P14[ T/S]-P13[X]-P12-o[ A/G/S]-Ps.
1[X]-P1-P4[X] (Hopkins et al., 1993). Serpinas inibitorias geralmente apresentam a regiao
da dobradica conservada, onde o residuo P;s usualmente é um residuo de glicina; P4
residuo de treonina ou serina; e os residuos P1,-Pg apresentam cadeia-lateral curta, como
alanina, glicina ou serina. Esses residuos de cadeia lateral curta permitem uma insercao
eficiente e rapida do RCL no feixe de folhas-B A. Além do mais, serpinas inibitorias
possuem mais que 50% de alanina entre 0s residuos Pi,9. Residuos carregados
positivamente em Py, ou um residuo de prolina na posi¢cdo P1, ou Pip causam perda da
atividade inibitoria das serpinas. Serpinas nao inibitdrias desviam desse padrdo, e algumas
mutacdes na regido da dobradica convertem serpinas inibitérias em substratos (Hopkins et
al., 1993; Irving et al., 2000).

Diversas regides sdo importantes no controle e modulacdo das mudancas
conformacionais em serpinas (Figura 4). A regido da dobradica (“hinge region”)
compreende seis residuos de aminoacidos (P15 - Pg) do RCL, e é essencial, pois garante
mobilidade para as mudancas conformacionais do RCL durante a transicdo S—R (ver
adiante). A regido “breach” € localizada no topo do feixe de folhas-f A, e é o ponto inicial
da inser¢do do RCL. A regido “shutter” esta localizada proxima ao centro do feixe de
folhas-B A e juntamente com a regido “breach” € importante por facilitar a abertura da

folha-p e aceitar a regido da dobradica do RCL ali inserida. A regido “gate” inclui as
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folhas-p s4C e s3C e ¢é importante para inser¢do do RCL dentro da folha-p A e ndo é
clivado (Irving et al., 2000; Gettins, 2002).

Figura 4. Estrutura terciaria da aj-antitripsina humana. Os feixes de folhas-p (A, B e C) estdo
representados em purpura. As a-hélices (A-l) estdo representadas em verde. O RCL, que estd
envolvido na interagdo com a peptidase esta representado em vermelho. A regido P;s — Py do RCL é
chamada regido da dobradica “hinge region”. O local onde o RCL inicialmente se insere apos
clivagem pela endopepitdase € denominado “breach region” e esta localizado ao topo da folha-B
A. A regido denominada ‘“shutter domain” estd localizada proximo ao centro da folha-p A. A
regido “gate” é composta pelas folhas-p s3C e s4C. De acordo com Khan et al., 2011.

A transi¢do S—R é fundamental no processo de inibicdo. Estudos estruturais e
bioquimicos revelaram que as serpinas atuam como um inibidor-suicida (Figura 5).
Inicialmente a serpina liga-se a peptidase através da formacdo de um complexo néo-
covalente do tipo Michaelis, atraves da interacdo dos residuos P, e P;- que estdo acessiveis
(Figura 5A) para a interacdo com o sitio ativo da endopeptidase (Gettins, 2002). O ataque
da serina do sitio ativo da endopeptidase leva a formacdo de uma ligacdo éster entre a
serina-195 da serino-endopeptidase e a carbonila do residuo de aminoacido P; da serpina,
resultando na clivagem da ligacdo peptidica, formando o que se conhece por acil-enzima.

A especificidade da endopeptidase € dirigida aos residuos P;-P;- que devem estar
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posicionados e acessiveis para a interacdo com a endopeptidase, atuando como um
substrato. O RCL clivado é inserido dentro do feixe de folhas-B A, movendo a enzima,
ligada covalentemente, juntamente com ele até o polo oposto da serpina. O resultado é a
translocacdo da peptidase em aproximadamente 70 A e a distor¢do do seu sitio ativo
(Huntington et al., 2000) (Figura 5B). Essa distor¢do do sitio ativo previne a etapa final da
catalise, a hidrdlise da ligagdo éster acil-enzima e resulta na formagdo do complexo

serpina/endopeptidase ligado covalentemente de modo irreversivel (Khan et al., 2011).

Figura 5. Mecanismo de inibicéo das serpinas. (A) ilustracdo da estrutura da oy-antitripsina no seu
estado nativo. Os residuos P; — P;- estdo expostos para o ataque proteolitico. (B) O mecanismo de
inibicdo da endopeptidase esta exemplificado em dois passos. No primeiro passo, a serpina nativa
interage de modo reversivel com a endopeptidase para formar o complexo de Michaelis (ilustracéo
ao centro da figura). Apos a formacao do intermediario acil-enzima, o RCL ¢é clivado e inserido
dentro do feixe de folhas-p A e a endopeptidase é arremessada para o polo oposto da serpina, e sua
arquitetura catalitica é destruida. De acordo com Rau et al., 2007.
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Diversos estados conformacionais (Figura 6) aparecem em dados de cristalografia
de diferentes serpinas: o estado nativo, clivado, latente e 6 (delta). Esses estados diferem
primeiramente na estrutura do RCL. No estado nativo, o0 RCL estd exposto e, para as
serpinas inibitorias, acessivel para a interacdo com a peptidase. Apds a clivagem, o RCL é
inserido no feixe de folhas-B A formando uma folha adicional antiparalela entre as folhas
sHA e s3A. A transicdo do estado nativo para o estado clivado é denominada transi¢do de
estado tenso para relaxado (“stressed to relaxed”, S—R), onde a clivagem da serpina esta
associada com o aumento da estabilidade da proteina (Gettins, 2002). O estado latente € a
forma em que o RCL da serpina encontra-se inserido no feixe de folhas-B A como na
forma clivada, esse ¢ o chamado estado R alternativo. O estado conformacional o é um
estado que apresenta uma conformacdo intermediaria entre o estado latente e o estado
nativo, com o RCL parcialmente inserido no feixe de folhas-p A. Além desses quatro
estados conformacionais, existe um quinto estado conformacional que as serpinas podem
apresentar: o estado polimérico, onde o RCL de uma molécula esta inserido no feixe de
folhas-B A de outra molécula (Irving et al., 2000; Gettins, 2002).

Figura 6. Estados de conformacédo das serpinas. O RCL esta em azul para enfatizar as mudancas
mostradas em cada estado conformacional. Comparacgéo dos diferentes estados conformacionais de
serpinas: (A) nativo, (B) clivado, (C) latente e (D) . De acordo com Gettins, 2002.
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1.5 Serpinas em mamiferos

O grande numero de endopeptidases encontrado em mamiferos, participando dos
mais variados processos fisiologicos, requer a atividade de inibidores especificos que
evoluiram para limitar a atividade proteolitica de cada um desses grupos de
endopeptidases. Os inibidores membros da superfamilia das serpinas controlam diferentes
vias em humanos, regulando a coagulacdo sanguinea, fibrindlise, inflamacéo e ativacéo do

sistema complemento.

1.5.1 Serpinas na coagulacdo sanguinea

A coagulacdo sanguinea € um evento em cascata de ativacdo consecutiva de
diferentes serino-endopeptidases. As proenzimas inativas (zimogénios) sdo clivadas e
transformadas em enzimas ativas. Cada reacdo da cascata resulta da reunido de um
complexo composto por uma enzima (fator de coagulacdo ativado), um substrato (forma de
proenzima do fator de coagulacdo), e um cofator (acelerador da reacdo). Estes
componentes sdo reunidos, tipicamente em um complexo fosfolipidico e contidos por ions
calcio. Assim, a coagulacdo tende a permanecer concentrada no local onde tal reunido
ocorre; geralmente na superficie de plaquetas ativadas ou na superficie do endotélio lesado
(Hoffman et al., 1996; Hoffman & Monroe, 2001).

Tradicionalmente, o esquema da coagulacdo sanguinea é dividido em vias
extrinseca e intrinseca (Macfarlane, 1964). Tanto a via intrinseca como a via extrinseca sdo
ativadas durante o processo de hematofagia. Ambas convergem na ativacgédo do fator X que
atua na conversdo de protrombina em trombina. A trombina converte a proteina plasmatica
fibrinogénio em fibrina, formando a rede de fibrina que juntamente com plaquetas e
eritrocitos, constitui o coagulo sanguineo. Posteriormente a rede de fibrina é polimerizada
em reacgdo catalizada pelo fator Xllla. Assim, a formagdo do coagulo de fibrina € a ultima
etapa da série de reacdes proteoliticas que, coordenadas com as plaquetas e células
endoteliais, evitam a perda de sangue (Hoffman, 2003).

A via extrinseca inicia com a exposi¢édo do fator tecidual (TF) que € liberado para o
sangue devido a lesdo vascular. O TF é expresso em grande numero de células, incluindo

fibroblastos estromais, células mononucleares, macréfagos e células endoteliais que se
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encontram no compartimento extra-vascular, ndo estando usualmente em contato com o
sangue ate que ocorra lesdo no endotélio ou inflamacéo (Hoffman, 2003). O fator VII liga-
se ao TF e é rapidamente ativado por peptidases do sistema de coagulacdo. Este complexo
fator VIla/TF cataliza as reacdes de conversdao dos fatores I1X e X para suas formas
ativadas IXa e Xa. A protrombina é ativada em trombina pelo complexo protrombinase,
que consiste no complexo protrombina, fator Xa, e seu cofator, o fator V na forma ativada
(fator Va).

A via intrinseca da coagulacdo ativa o fator X através do contato com superficies
carregadas negativamente (presentes na matriz extra-vascular). A pré-calicreina, o fator de
Hageman (fator XII) e o cininogénio de alto peso molecular (HMWK) formam um
complexo com o colageno subendotelial (ativacdo por contato). O fator XII liga-se ao
HMWK e é convertido lentamente numa peptidase ativa (fator Xlla) a qual converte a pré-
calicreina em calicreina e o fator X1 na sua forma ativa (fator Xla). O fator Xla promove a
conversdo do fator IX em IXa que juntamente com o fator VIllla, ions célcio e os
fosfolipideos pré-coagulantes (presentes na membrana das plaquetas ativadas e do
endotélio) formam as unidades cataliticas necessarias para a ativacdo do fator X, que ativa
protrombina em trombina (Davie et al., 1991). A coagulacdo sanguinea é regulada
predominantemente pela antitrombina, inibidor da via do fator tissular (TFPI), cofator 11 da
heparina e pela via de inibicdo da proteina C ativada. Com excecdo do TFPI, que é um
inibidor tipo Kunitz, as demais proteinas que regulam a coagulacdo sanguinea inibindo

endopeptidases pertencem a superfamilia das serpinas (Rau et al., 2007).

1.5.1.1 Antitrombina

E o principal regulador fisiologico das peptidases envolvidas na coagulagio
sanguinea em vertebrados. A antitrombina é composta por uma cadeia polipeptidica Unica
com massa molecular de 58 kDa. Quinze por cento da sua massa é constituida de
carboidratos. E sintetizada pelo figado e circula no plasma em concentragbes de
aproximadamente 150 pg/mL, com tempo de meia vida de aproximadamente trés dias.
Possui papel central na regulagdo da cascata de coagulacdo inibindo efetivamente
trombina, fator Xa, fator 1Xa e fator Xla (Rau et al., 2007). E expressa nas formas o ¢ B,

onde a forma a representa 90% da antitrombina total circulante e € glicosilada nos quatro
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possiveis sitios de glicosilacdo (Asn96, Asnl35, Asnl55 e Asn 192), a forma
compreende 10% da antitrombina total e possui uma glicosilacdo a menos (Asnl135)
(McCoy et al., 2003). Deficiéncia parcial desta proteina aumenta o risco de doencas
tromboticas, enquanto a deficiéncia completa é incompativel com a vida (Ishiguro et al.,
2000).

Ao contrério da maioria das serpinas, 0 modo de inibicdo da antitrombina € lento,
contudo os niveis de inibicdo aumentam cerca de 1000 vezes na presenca de
glicosaminoglicanos sulfatados, heparina e sulfato de heparan. O tempo decorrido para a
inibicdo de trombina pela antitrombina é reduzido para minutos na auséncia de heparina, e
acelerado para milisegundos na presenca deste polissacarideo no plasma (Huntington &
Gettins, 1998). In vivo, as formas relevantes encontradas de heparina incluem heparan
sulfato, encontrado no endotélio, e heparina liberada pelos mastocitos. Este efeito de
aceleracdo da atividade ¢ a base para o uso de heparina na terapia anticoagulante (Olson et
al., 2002). Na auséncia de heparina, a antitrombina encontra-se com o RCL parcialmente
inserido na folha-B A (estado 8). Quando a heparina se liga a antitrombina, ocorre a
liberacdo do RCL, que toma outra conformacao e permite a interacdo dos residuos P;-Py-
com o sitio ativo da peptidase (Jin et al., 1997). A estrutura cristalina da antitrombina
complexada com heparina revela que trés regides sdo importantes para a interacdo dessa
serpina com o seu cofator. Essas regifes sao a extremidade N-terminal, a a-hélice A e a a-
hélice D. A interacdo com a heparina ocorre através da formacao de um “basic patch”, que
é formado pelos residuos Lis11, Argl3 da regido N-terminal; Arg46 e Arg47 na a-hélice
A; e os residuos Lis144, Lys125 e Argl129 da a-hélice D (Olson et al., 2002).

1.5.1.2 Cofator Il da heparina

O cofator Il da heparina é uma glicoproteina de 65,5 kDa constituida por 480
aminoacidos que circula no plasma na concentracdo de 1 uM/L com tempo de meia vida de
2-3 dias. E uma glicoproteina de cadeia simples que inibe trombina, e ndo possui atividade
contra outras peptidases envolvidas na coagulacdo sanguinea e fibrinolise (Parker &
Tollefsen, 1985). Assim como a antitrombina, essa serpina possui 0 RCL parcialmente
inserido na folha-p A e a cinética de inibi¢do ¢ muito lenta, porém os niveis de inibi¢ao

aumentam drasticamente na presenca de heparina, sulfato de heparina ou dermatan sulfato
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(Rau et al., 2011). Possui sitio de ligagdo a heparina localizado na a-hélice D. Supde-se
que o mecanismo de mudanga conformacional ocorrido no RCL seja semelhante ao que
ocorre com a antitrombina (Baglin et al., 2002). A estrutura dessa serpina foi resolvida em
2002 e apresenta similaridade com a estrutura da antitrombina, com a regido N-terminal do
RCL inserida na folha-p A. Possui os residuos P;-P;- representados por Leu-Ser e inibe
trombina livre e trombina ligada ao trombo, sugerindo-se que esta serpina contribua em 20-
30% na inibicdo de trombina na coagulacdo (Tollefsen, 2002). Humanos e camundongos
com deficiéncia desta serpina nao apresentam predisposicdo para formacdo de trombos sob
condigdes normais. Contudo, camundongos homozigotos para essa deficiéncia formam

trombos mais répido que os animais normais em condic¢Ges experimentais (He et al., 2002).

1.5.1.3 Inibidor da proteina C ativada

Um dos mecanismos de inibicdo da coagulacdo sanguinea € o mecanismo
desencadeado pela via da proteina C ativada (APC). A via de inibicdo da APC desempenha
funcdes para controlar a formacdo de trombina no local do trombo j& formado. A proteina
C na forma ndo ativada (zimogénio) localiza-se no endotélio, ligada a receptores
especificos. A trombina gerada na coagulacdo liga-se ao receptor endotelial
trombomodulina (TM) através do exositio | da trombina, que é o sitio responsavel pela
interacdo e clivagem do fibrinogénio, reduzindo assim a atividade coagulante. A proteina C
na presenca de trombina ligada a TM é clivada, tornando-se ativa (APC). Na presenca da
proteina S (PS), o complexo APC/PS inativa os fatores de coagulacdo Va e Vllla. Isto
limita a geracdo de trombina na periferia do trombo, onde o endotélio ndo estd lesado
(Fuentes-Prior et al., 2000).

O inibidor da proteina C ativada (PCI) é uma glicoproteina composta por 387
aminoécidos com massa molecular de 57 kDa. E sintetizado no figado e circula no plasma
na concentracdo de 5 pg/mL (Rau et al., 2007). Essa serpina inibe diversas peptidases,
incluindo APC, trombina livre, trombina liga a trombomodulina, t-PA, u-PA e calicreina.
Dependendo da endopeptidase que € inibida, esse inibidor pode atuar tanto como agente
pro-coagulante como agente anticoagulante. Na presenca de TM ele atua como

procoagulante, pois inibe a atividade da APC sobre trombina; e na presenca de heparina ele
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atua como anticoagulante, inibindo a atividade da trombina. E uma serpina com sitio de

ligacdo a heparina localizado na a-hélice H (Aznar et al., 1996).

1.5.2 Serpinas na fibrinolise

Apos a formacdo de fibrina e consequente formacdo do trombo, 0 mesmo néo
permanece indefinitivamente no local da lesdo. Os processos que envolvem a remogéo do
trombo, bem como a remodelacao e proliferacéo tecidual sdo fundamentais para manter a
integridade dos tecidos. Fibrindlise é o processo fisiolégico pelo qual a fibrina produzida
na cascata de coagulagdo é dissolvida. Esse processo inicia-se através da ativacdo do
zimogénio plasminogénio na serino-endopeptidase plasmina. A ativacdo do plasminogénio
se da através dos ativadores de plasminogénio (PA) que sdo do tipo tecidual (t-PA) e do
tipo uroquinase (u-PA). Ambos os ativadores sdo serino-endopeptidases liberadas pelas
células endoteliais, que convertem o plasminogénio em plasmina. A plasmina entdo
hidrolisa a fibrina em fragmentos sollveis e degrada fibrinogénio, protrombina, fatores V e
fator VIII. O plasminogénio liga a fibrina durante a formacdo desta, e € ativado em
plasmina somente quando esta ligacdo ocorre, portanto, a geracdo de plasmina ocorre
dentro do trombo. A atividade proteolitica da plasmina limita-se ao trombo, pois a
plasmina livre ¢ rapidamente inativada pela serpina op-antiplasmina (Cesarman-Maus &
Hajjar, 2005). A atividade enzimatica dos ativadores do plasminogénio é regulada por
proteinas inibitorias especificas, os inibidores dos ativadores de plasminogénio 1 e 2 (PAI-
1 e PAI-2).

1.5.2.1 ap-antiplasmina

Através do uso de cromatografia de afinidade com resina plasminogénio-Sepharose
foi possivel purificar uma glicoproteina com massa molecular de 65-70 kDa, da qual 11%
sdo carboidratos. Essa serpina € sintetizada pelo figado e circula no plasma na
concentragdo de 70 pg/mL com tempo de meia vida de aproximadamente 2,6 dias. Inibe
plasmina, formando rapidamente um complexo estequiométrico 1:1 com a mesma. Além

da plasmina; tripsina, elastase e APC também sdo alvos deste inibidor (Collen & Wiman,
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1978; Collen & Wiman, 1979). O RCL dessa serpina é clivado na posicdo Arg364-Met365,
ocorrendo a formagao do complexo ligado covalentemente a-antiplasmina/plasmina que é
degradado no figado (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005). Homozigoze para o gene de op-
antiplasmina resulta em fibrinolise descontrolada e tendéncia hemorragica (Collen &
Wiman, 1979).

1.5.2.2 PAI-1

A serpina PAI-1 € uma glicoproteina de 50 kDa sintetizada pelas células
endoteliais, mondcitos, macréfagos, hepatdcitos e plaquetas (Samad & Loskutoff, 1996). E
uma serpina relativamente estavel, com tempo de meia vida na cirulacdo de 1-2 h. No
sangue, PAI-1 circula ligado & vitronectina, 0 que aumenta a sua meia vida para 4-6 h. E
reconhecido como o maior regulador do sistema fibrinolitico, inibindo rapidamente os
ativadores de plasminogénio u-PA e t-PA, prevenindo assim a formacdo de plasmina.
Elevadas concentragfes de PAI-1 sdo observados em uma variedade de desordens
trombdticas, incluindo trombose venosa, infarto do miocardio e coagulacdo vascular

disseminada (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005).

1.5.2.3 PAI-2

E uma serpina composta por 393 aminoécidos que foi originalmente obtida de
placenta humana. E uma proteina intracelular que pode ser encontrada tanto na forma n&o
glicosilada (47 kDa), como na forma glicosilada (60 kDa) que é secretada por leucécitos e
células de fibrosarcoma. PAI-2 inibe tanto t-PA quanto u-PA com a mesma eficiéncia
(Cesarman-Maus & Hajjar, 2005).

1.5.3 Serpinas na imunidade

O processo inflamatdrio € uma das respostas do sistema imune inato do hospedeiro

que ocorre apos lesdo tecidual, e é caracterizado classicamente pelos fendmenos de dor,
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eritema, edema e calor (Lewis, 1971). O ATP liberado das células danificadas é
responsavel pela dor imediata e aguda apds o dano tecidual (Cook & McCleskey, 2002). A
lesdo vascular leva a exposicdo de constituintes de tecidos adjacentes, bem como de
fragmentos celulares que ativam uma série de reacGes inflamatorias. A interacdo dos
componentes do sangue com a superficie negativa da membrana basal, associada a
exposicao de outras biomoléculas carregadas negativamente (&cidos nucleicos, colageno,
etc) levam a ativacdo do sistema contato ou sistema calicreinas-cininas. Os componentes
deste sistema incluem calicreina, calistatina, cininogénio, cininas, receptores de bradicinina
Bl e B2 e as cininases. A interacdo do sangue com os constituintes do endotélio lesado
ativam o fator XII que converte pré-calicreina em calicreina. A calicreina é uma serino-
endopeptidase que cliva especificamente cininogénios de baixo peso molecular nas
posicBes Met-Lis e Arg-Ser para gerar peptideos vasoativos, sendo a bradicinina (Arg—
Pro—Pro—Gli—-Phe—Ser—Pro—Phe—Arg) o principal deles (Muller-Esterl & Fritz, 1984; Chao
& Chao, 1995). A ligacdo da bradicinina aos receptores especificos gera uma gama de
efeitos bioldgicos, incluindo reducdo da pressdo arterial decorrente da vasodilatacdo
periférica, contracdo muscular, permeabilidade vascular, quimiotaxia e ativacdo de
mastadcitos e macrdfagos, ativacdo de cascatas inflamatorias e dor (Bhoola et al., 1992). A
serotonina e histamina liberada pelas plaquetas e mastdcitos sdo importantes mediadores
inflamatorios. O ATP liberado pelas células lesionadas; a trombina gerada pela ativacdo da
cascata de coagulacdo; e outras moléculas pré-inflamatorias ativam neutrofilos que
acumulam no local da lesdo e liberam o contetdo dos seus granulos (Kuroki & Minakami,
1989). A ativacdo de neutrofilos é acompanhada pela liberacdo para o ambiente
extracelular de diversas serino-endopeptidases como a catepsina G, elastase e protease-3.
A atividade proteolitica dessas enzimas € responsavel pela degradacdo de proteinas do
tecido conjuntivo incluindo elastina, colageno e proteoglicanos (Janoff, 1985). Além do
mais, essas endopeptidases estdo envolvidas na ativacdo de linfocitos, clivagem de
moléculas apoptdticas, ativacao e degradacdo de citocinas (Pham, 2006; Pham, 2008).

A lesdo tecidual desencadeia a ativagdo do sistema complemento, que envolve a
protedlise sequencial de proteinas para gerarem enzimas com atividade proteolitica. E
responsavel pela opsonizagédo de antigenos e lise celular de células estranhas. As proteinas
do complemento estdo presentes no plasma em sua forma inativa e sdo numeradas de C1 a

C9. Muitas delas, quando ativadas, tornam-se enzimas proteoliticas que degradam outras
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proteinas do complemento, formando assim uma cascata capaz de gerar amplificacdo
enzimética. A etapa critica no desenvolvimento das funcGes bioldgicas do complemento é
a ativacao do terceiro (e mais abundante) componente, C3. A clivagem do C3 se da por trés
vias: a via classica € desencadeada pela fixacdo de C1 a um complexo antigeno-anticorpo
(IgM ou IgG); a via alternativa que pode ser desencadeada por moléculas presentes na
superficie de microrganismos; e a via da lectina, na qual a lectina plasmatica que se liga a
manose, se une a carboidratos de microrganismos e ativa C1 diretamente (Walport, 2001a;
Walport, 2001b).

1.5.3.1 oy-antitripsina

E uma glicoproteina composta por 394 aminoacidos e massa molecular de 51 kDa.
Essa serpina originalmente recebeu esse nome porque possui habilidade de ligar-se
irreversivelmente & tripsina in vitro. E a serpina mais abundante no plasma humano
(aproximadamente 2% das proteinas totais), circulando na concentracdo de 1,3 mg/mL,
com meia-vida de aproximadamente 4,5 dias (Travis & Salvesen, 1983b). Seu alvo
fisiolégico € a elastase de neutrdfilos, e sua funcdo priméria seria a protecdo do
parénquima pulmonar contra a destruicdo pela elastase. Individuos saudaveis apresentam
niveis plasmaticos de 1,2 a 2,0 mg/mL, mas situacdes como inflamacdo aguda e infeccédo
podem aumentar sua concentracdo (Travis & Salvesen, 1983b). Dados cristalograficos
revelam que essa proteina possui estrutura compativel com outras serpinas, apresentando o
RCL exposto e clivado na posi¢ido Met358-Ser359 (Huntington et al., 2000). E um inibidor
irreversivel da elastase de neutréfilos, porém também inibe outras peptidases neutrofilicas

como catepsina G e protease-3 (Travis & Salvesen, 1983b).

1.5.3.2 oy-antiquimotripsina

A ag-antiquimotripsina é uma glicoproteina sintetizada nos hepatocitos e secretada
no plasma. A concentragdo plasmética é de aproximadamente 0,25 mg/mL e aumenta em

torno de 5x durante a inflamagéo aguda (Calvin & Price, 1986). Contém 400 amino&cidos
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e possui dois sitios de glicosilacdo nas posi¢cdes Asn70 e Asn104. Possui massa molecular
de 68 kDa, os glicosideos representam quase 26% da massa total da proteina (Travis et al.,
1978b). Inibe serino-endopeptidases do tipo da quimotripsina. As principais enzimas
inibidas sdo catepsina G, quimotripsina e quimase de mastdcitos. O centro reativo dessa
serpina foi identificado, onde os residuos Leu358-Ser359 representam P;-P;’,
respectivamente (Travis et al., 1978a).

1.5.3.3 Calistatina

A atividade da calicreina, que é responsavel pela formacdo de bradicinina, é
regulada pela serpina calistatina. E uma proteina com massa molecular de 58 kDa e pl
variando de 4,6 a 5,2 (Zhou et al., 1992; Chao & Chao, 1995). A alta seletividade para
calicreina é atribuida aos residuos Phe—Phe localizados na posi¢do P,-P; do RCL (Chen et
al., 2000a; Chen et al., 2000b), porém essa caracteristica é inesperada, pois calicreina
possui especificidade primaria por residuos Met e Arg no P, - P; dos seus substratos. A
calistatina € uma proteina que possui sitio de ligacdo a heparina, assim como a
antitrombina, o inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) e o inibidor de proteina C
(PCI). Ao contrario das serpinas mencionadas, que apresentam aumento da atividade
inibitéria quando ligadas a heparina, com a calistatina, ao invés de ocorrer aumento da

funcao inibitdria, a mesma é perdida (Zhou et al., 1992).

1.5.3.4 Inibidor de C1

A via classica do sistema complemento é iniciada pela ligacdo e ativacdo do
complexo C1, que consiste em Cl1q, Clr e Cls. Clqg pode ligar diretamente a IgG e IgM
ligada diretamente & superficie da bactéria ou diretamente via ligagdo com 4&cido
lipoteicoico ou outras estruturas. Quando C1q liga-se as suas peptidases associadas, C1r e
Cls, elas sdo ativadas e formam o complexo C1 ativo, que cliva C4 e C2 para gerar a C3-
convertase. Essa via é controlada pelo inibidor de C1, que é um importante inibidor das

serino-endopeptidases Cls e C1r, e provavelmente também de MASP-1 e MASP-2,
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proteinas que estdo envolvidas na via da lectina, dificultando a ativagdo de C4 e C2
(Walport, 2001a; Walport, 2001b)

A estrutura primaria do inibidor C1 foi determinada com base no sequenciamento
de DNA e peptideos obtidos por digestao parcial da proteina nativa. A cadeia polipeptidica
do inibidor é composta por 478 residuos (53 kDa), o que equivale a 51% da massa
molecular aparente da proteina circulante (104 kDa). Essa proteina é altamente glicosilada,
possui 11 sitios de glicosilacdo confirmados e outros nove provaveis (Bock et al., 1986). A
esse inibidor também é atribuida a atividade de inibir calicreina e fator Xlla, limitando
assim a producdo do peptideo vasoativo bradicinina. A concentragdo plasmatica desse
inibidor é de aproximadamente 240 mg/L. A deficiéncia desse inibidor resulta na doenca

conhecida como angioedema hereditario (HAE) (Bock et al., 1986).

1.6 Serpinas em carrapatos

Mulenga et al. (2001) postularam que animais hematofagos, incluindo os
carrapatos, codificam serpinas para modular e invadir as defesas do hospedeiro. Isso foi
hipotetizado devido a participacdo das serpinas em sistemas finamente regulados em
mamiferos, como: coagulacdo sanguinea, fibrindlise, inflamagdo e ativacdo do sistema
complemento (Silverman et al., 2001) e ao fato de que mais de 90 doengas em humanos
sdo resultantes de mutac6es em serpinas (Potempa et al., 1994; Silverman et al., 2001),

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de analise
molecular, como a transcritbmica e protedmica, novas informacdes acerca da composi¢ao
molecular de diferentes tecidos sdo geradas, sustentando assim indicios sobre as possiveis
funcdes destas moléculas na fisiologia desses organismos. Os sialomas e sialotranscritomas
(do grego, sialo = saliva) estdo gerando informacdes importantes sobre os componentes
salivares desses parasitas (Mans et al., 2008; Mans, 2011) O estudo pioneiro de analise
transcritbmica de glandula salivar foi realizado com o carrapato A. variegatum em 2002,
gerando uma biblioteca de cDNA com aproximadamente 4.000 clones que foram
sequenciados e anotados (Nene et al., 2002). Nesse mesmo ano, outros trés estudos
transcritdmicos foram publicados: estudos com A. americanum e D. andersoni (Bior et al.,
2002), assim como o sialoma de I. scapularis (Valenzuela et al., 2002). Nos ultimos dez

anos o0 numero de estudos protedbmicos e transcritbmicos de carrapatos vem aumentando
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(Mans et al.,, 2008; Mans, 2011). Os estudos protebmicos e transcritbmicos tém
evidenciado a presenca de serpinas em grande parte dos parasitos estudados (Mans et al.,
2008).

1.6.1 A.variegatum

O carrapato A. variegatum é o maior parasita de ruminantes na Africa, responsavel
pela transmissdo de Erlichia ruminatium, agente causador da “heart water” ou
“cowdriosis” em ruminantes (Deem, 1998). Homogenatos de glandula salivar foram
analisados por métodos protedmicos, e os fragmentos gerados analisados juntamente com
os dados gerados pelo estudo do transcritoma de glandula salivar (Nene et al., 2002). Essas
andlises revelaram a presenca de cinco sequéncias que codificam serpinas com
similaridade as sequéncias identificadas em A. americanum e R. appendiculatus (Nene et
al., 2002; Ribeiro et al., 2011).

1.6.2 A. maculatum

O carrapato A. maculatum é encontrado em diferentes estados norte-americanos
proximos as regides do Golfo e do Atlantico Oriental. E um carrapato que possui trés
hospedeiros: as larvas e ninfas parasitam pequenos roedores e aves terrestres, enquanto 0s
adultos parasitam mamiferos de grande porte, sendo um grande problema para a pecuaria
bovina (Teel et al., 2010). Resultados provenientes do sialotranscritoma desse carrapato
revelaram a presenca de 32 sequéncias relacionadas com serpinas. Com base no tamanho
das sequéncias codificadas, oito delas aparentemente sdo sequéncias completas, todas
possuindo predicdo para peptideo-sinal, o que indica que possivelmente sejam secretadas
(Karim et al., 2011).
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1.6.3 R. appendiculatus

Em 2003 foi proposta uma estratégia para clonagem de sequéncias que codificam
serpinas. Através do alinhamento de diversas serpinas de vertebrados e invertebrados,
verificou-se a presenca do motivo conservado NAVYFKG entre as sequéncias. Com base
nesse motivo, projetaram-se primers especificos utilizando a metodologia de Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE) (Mulenga et al., 2003). A estratégia de amplificacéo
foi utilizada na identificacdo de quatro serpinas em R. appendiculatus, que receberam a
nomenclatura de RAS (R. appendiculatus serpin). As ORFs de RAS-1, RAS-2, RAS-3 e
RAS-4 codificam polipeptideos com 378, 380, 398 e 486 aminoacidos, com massas
moleculares preditas de 42,0; 42,7; 43,2 e 53,9 kDa, respectivamente. Através de analises
in silico, todas as sequiéncias possuem sitios de N-glicosilacdo, de acordo com a sequéncia
consensual N-X-S/T (onde N é uma asparagina, X qualquer aminoécido, seguido por uma
serina ou treonina). RAS-3 e RAS-4 possuem predicdo para peptideo sinal, sendo
provavelmente secretadas, enquanto RAS-1 e 2 sdo preditas para localizacdo intracelular.
Dados de RT-PCR revelaram que RAS-1 a 4 sdo expressas em todos tecidos analisados
(glandula salivar, intestino, ovario, carcaca e carrapatos alimentados inteiros), sem
expressao significativamente aumentada em algum dos tecidos (Mulenga et al., 2003).

Com o objetivo de testar o potencial dessas proteinas para compor uma vacina, dois
testes foram realizados. O primeiro deles utilizou uma mistura com as proteinas
recombinantes rRAS-1 e rRAS-2 expressas em sistema procarioto (Imamura et al., 2006).
A imunizagdo de bovinos com rRAS-1 e rRAS-2 confere protecdo significativa contra
carrapatos, resultando na reducdo de ingurgitamento em 61,4%, e em 28 e 43% no
aumento de mortalidade de fémeas adultas e machos, respectivamente. A diminui¢do do
namero de ninfas ingurgitadas reduz a transformacgdo dessas em adultos. O aumento da
mortalidade das fémeas adultas resultou na reducdo na quantidade de ovos produzidos, o
que em condic¢des ambientais pode levar a uma redugdo drastica no nimero de parasitas no
ambiente. Anticorpos produzidos contra saliva de R. appendiculatus ndo reconhecem as
proteinas recombinantes rRAS-1 e rRAS-2. Levando em conta esse dado, somado a
auséncia de peptideo sinal, as proteinas nativas supostamente exercem fungdes
intracelulares. Elas sdo classificadas como antigenos ocultos, pois ndo sdo inoculadas no
hospedeiro durante o repasto sanguineo. Anticorpos produzidos por animais imunizados

com rRAS-1 e rRAS-2 quando sondados contra extratos proteicos de carrapatos inteiros,
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reconhecem fortemente as proteinas nativas. Esses resultados sugerem que anticorpos
contra as proteinas recombinantes podem induzir prote¢cdo in vivo atraves do
comprometimento dessas moléculas que podem estar desempenhando papéis importantes
na fisiologia do parasita (Imamura et al., 2006).

O segundo experimento foi realizado utilizando outro modelo de vacinagdo em
bovinos (Imamura et al., 2008). As proteinas recombinantes rRAS-3, rRAS-4 e RIM-36,
uma proteina imunodominante de 36 kDa, foram utilizadas para verificacdo do potencial
imunoprotetor frente a uma infestacdo com R. appendiculatus. A imunizacdo de bovinos
com a combinacdo de rRAS-3, rRAS-4 e rRIM-36 foi eficiente na producdo de anticorpos
contra ambas proteinas e o soro dos bovinos imunizados reagem com as proteinas nativas
presentes em extrato de glandula salivar. Esse experimento demonstrou protecdo frente a
infestacdo com fémeas de R. appendiculatus, resultando em mortalidade de 39,5% e 12,8%
para o grupo vacinado e controle, respectivamente. Além do mais, os niveis de mortalidade
de Theileria parva, um protozoario transmitido por este carrapato, foram de 48,5 e 10,8%
para 0 grupo vacinado e controle, respectivamente. Para avaliar os niveis de transmissao
pelos parasitas infectados que se alimentaram nos bovinos imunizados, a ocorréncia de T.
parva foi determinada por real-time PCR. Embora a vacinacdo ndo proteja contra a
infeccdo por T. parva, a ocorréncia de patdgenos nos bovinos foi reduzida (Imamura et al.,
2008).

1.6.4 H. longicornis

No carrapato H. longicornis, foram identificadas duas proteinas pertencentes a
superfamilia das serpinas, nomeadas HLS-1 e HLS-2 (H. longicornis serpins 1 e 2). As
sequéncias foram identificadas utilizando a estratégia desenvolvida por Mulenga et al.
(2003) (Sugino et al., 2003; Imamura et al., 2005). HLS-1 possui 378 aminoacidos com
massa molecular predita de aproximadamente 41 kDa, com alta similaridade com outras
serpinas ja identificadas. Analises de Northern blotting e RT-PCR revelam que a
transcricdo de HLS-1 € induzida pela hematofagia, sendo expressa somente no intestino
durante o periodo de 24-48 h apds a fixacdo do parasito no hospedeiro. Anticorpos
policlonais contra saliva, ndo reagem com rHLS-1, sugerindo gue a proteina nativa ndo é

secretada no hospedeiro durante o parasitismo. O RCL, estrutura responsavel pela
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interacdo do inibidor com a protease, possui similaridade variando de 48-19 % com outras
serpinas, onde o residuo de aminoacido da posicdo P;, que € responsavel pela
especificidade primaria desses inibidores, € uma arginina (R), do mesmo modo que na
antitrombina. Para investigar a atividade bioldgica da proteina recombinante a atividade
anticoagulante de rHLS-1 foi testada por meio do ensaio de tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa). Na presenca de 6,7 pM a proteina recombinante prolonga o TTPa,
confirmando atividade anticoagulante. Vacinacdo utilizando rHLS-1 resultou em
mortalidade de 44% e 11% em ninfas e adultos, respectivamente, em coelhos imunizados
com o antigeno e desafiados com larvas de H. longicornis (Sugino et al., 2003).

O segundo inibidor, HLS-2, possui 398 aminoacidos com peso molecular calculado
de 44 kDa. Andlise do perfil transcricional por RT-PCR revelou que 0 RNAmM é expresso
exclusivamente pelos hemdcitos e estd presente na hemolinfa deste parasita. Com base no
residuo P, do RCL, quimotripsina e trombina sdo imputados como alvos para este inibidor.
Através de ensaios in vitro utilizando rHLS-2 produzida em Escherichia coli, o tempo de
coagulacdo sanguinea foi prolongado na presenca de 6,0 UM da proteina recombinante.
Também, a atividade de trombina foi inibida. Embora a atividade de rHLS2 é compativel
com a atividade de uma serpina intrinseca de humanos, o cofator Il da heparina, que atua
inibindo trombina e modulando a hemostasia em vertebrados, o papel fisiolégico desse
inibidor em H. longicornis parece estar envolvido na regulacdo de processos internos do
parasita, tendo em vista que o inibidor circula na hemolinfa. Sobretudo, anticorpos anti-
saliva ndo reconhecem a proteina recombinante. Vacinacdo de coelhos com rHLS-2
confere protecdo contra carrapatos, resultando em 45 e 43% de mortalidade em ninfas e
adultos, respectivamente (Imamura et al., 2005).

1.6.5 A. americanum

Utilizando a mesma estratégia para identificagdo de serpinas em H. longicornis,
Mulenga et al. (2007) caracterizaram 17 sequéncias que codificam serpinas em A.
americanum, que receberam o nome de Lospin (referente a Lone Star Serpin). Analises da
expressao por RT-PCR revelaram que a maioria das sequéncias € transcrita
predominantemente em intestino, ovario e glandula salivar. Andlises filogenéticas com

outras 15 serpinas de carrapatos revelaram conservagdo entre as diferentes espécies. A
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inspecdo visual das sequéncias de aminodcidos revelou a presenca de dois padrbes
similares a sequéncia consenso do sitio de ligacdo a glicosaminoglicanos (X-Bn-Xm-B-X,
onde X e B sdo residuos ndo-basicos e basicos, respectivamente, n=1 ou 2 e m=1, 2 ou 3).
A modelagem molecular tridimensional revelou a presenca desses sitios nas a-hélices D e
F com potencial eletrostatico revelando “basic patches” em L5 e L-13 a L-16, muito
semelhantes aos encontrados em antitrombina, que podem ser possiveis sitios de ligacdo a
heparina.

A expressdo em glandula salivar, presenca de peptideo sinal e alta similaridade com
outras serpinas de carrapatos, motivaram o interesse do estudo das fungdes bioldgicas da
lospina—6, que neste estudo foi nomeada Aam S6 (A. americanum serpin 6), N0 Processo
de hematofagia (Chalaire et al., 2011). Esse estudo sugere que Aam S6 é inoculada no
hospedeiro durante a alimentacdo do parasita. Efetivamente, anticorpos anti-rAam S6
reagem especificamente com uma proteina salivar com o tamanho compativel (entre 43-45
kDa). Além do mais, anticorpos produzidos contra proteinas salivares, gerados por coelhos
infestados repetidamente com A. americanum adultos, reagem especificamente com rAam
S6. Estes dados indicam que algumas serpinas sao inoculadas no hospedeiro para regular a
hematofagia, porém a real funcdo de Aam S6 ainda precisa ser investigada. Especula-se
que Aam S6 esta associada a regulacdo de eventos iniciais da hematofagia, anélises de RT-
PCR e Western blot revelam que tanto os niveis do respectivo RNAm como da propria
proteina estdo fortemente aumentados durante as 24-72 h de alimentacdo. O padrdo de
expressao (em todos os tecidos) sugere a importancia desta proteina na fisiologia do

parasita.

1.6.6 I.scapularis

Mulenga et al. (2009) desenvolveram uma estratégia para identificacdo de
sequéncias que codificam serpinas em I. scapularis. O primeiro passo realizado para
identificar genes que codificam serpinas em neste carrapato foi a criacdo de um banco de
dados dos supercontigs obtidos dos dados genémicos e compilacdo das sequéncias de
DNA depositadas no banco de dados VectorBase (Megy et al., 2012) . A busca por
sequéncias similares foi realizada utilizando o algoritimo BLASTX com base em

sequéncias conhecidas de serpinas de carrapatos e mamiferos. Dessa forma foram
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identificadas e caracterizadas 45 serpinas em |. scapularis. Baseado em analise de
sequéncias, aproximadamente 93% delas sdo inibitérias e 88% sdo potencialmente
secretadas, de acordo com a presenca de predicao para peptideo sinal. As anélises de RT-
PCR mostraram que 84% (38/45) das serpinas sdo diferencialmente expressas em intestino

e glandula salivar de fémeas nédo alimentadas e parcialmente ingurgitadas.

1.6.7 1. ricinus

Em 1. ricinus, uma biblioteca de cDNA foi construida a partir de transcritos
expressos diferencialmente em fémeas ingurgitados (Leboulle et al., 2002b). Dentre as
sequéncias encontradas, uma delas possui similaridade com o inibidor de trombina humana
e com o inibidor de elastase de neutréfilos/mondcitos de suinos. A sequéncia codificante
(ORF) foi clonada e expressa em sistema procarioto. A proteina recombinante, nomeada
Iris (Ixodes ricinus immunosupressor), foi inoculada em camundongos para producao de
anticorpos policlonais, os quais foram usados para evidenciar a expressao da proteina
nativa em glandula salivar de fémeas alimentadas e saliva, com aumento da expresséo do
3° ao 5° dia de ingurgitamento (Leboulle et al., 2002a). A proteina recombinante foi
purificada para examinar as propriedades de inibicdo frente a diferentes endopeptidases.
Constantes de afinidade e de inibicdo demonstram que, entre os alvos testados, rlris tem
alta afinidade por elastase leucocitéria porcina (inibicdo de 74%). Este dado esté de acordo
com os resultados de estudos de modelagem estrutural, e com valores muito semelhantes
aos publicados para az-antitripsina, sugerindo que Iris € um inibidor de endopeptidases a;-
antitripsina-like e enzimas elastase-like séo seus alvos naturais. Embora o principal alvo de
inibicdo sejam enzimas elastase-like, atividade contra trombina, fator Xa e t-PA (inibi¢éo
de 28, 30 e 30%, respectivamente) foram constatadas, sugerindo que Iris pode atuar
também como anticoagulante (Prevot et al., 2006). Através de mutacdo sitio dirigida,
mutantes foram construidos para alterar o residuo P, na regido do RCL (posi¢do 340). Um
mutante Met340Arg foi gerado visando modificar a especificidade do inibidor de elastase
para fator Xa e/ou trombina (antitrombina € uma serpina intrinseca de mamiferos, que
inibe trombina e fator Xa, e possui uma arginina no residuo P; do RCL). Ensaios
enzimaticos com a proteina alterada revelaram aumento de 10 vezes na inibicdo de

trombina e fator Xa, aumento de 1000 vezes na afinidade por tripsina e aumento na
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atividade inibitdria contra plasmina (de 2% para 59%). Concomitantemente, a proteina
alterada perdeu a habilidade de inibir elastase humana e porcina. Portanto, a mudanga de
uma metionina no residuo 340 por uma arginina, transforma o inibidor as-antitripsina-like
em um inibidor antitrombina-like. O mutante Met340Arg gerado atua como um potente
anticoagulante, inibindo tanto a via intrinseca coma a via extrinseca da coagulacao
sanguinea. O potencial imunoprotetor deste inibidor foi verificado usando animais
imunizados com a proteina recombinante: camundongos imunizados foram infestados com
ninfas; e coelhos imunizados foram infestados com ninfas e adultos. Somente os coelhos
imunizados apresentaram protecdo, resultando na mortalidade de 30% e diminuigdo no
ganho de peso dos parasitas (ninfas e adultos) e prolongacdo no tempo de ingurgitamento
em adultos. A neutralizacdo do inibidor com soro dos animais imunizados diminui a
atividade inibitdria dessa serpina (Prevot et al., 2007).

Com o objetivo de identificar outras serpinas que sdo secretadas em I. ricinus,
Chmelar et al. (2011) utilizaram a mesma metodologia utilizada por Mulenga et al. (2003)
para identificacdo de serpinas, projetando primers degenerados baseado nos motivos
conservados encontrados em serpinas. Quatro sequéncias de diferentes cDNAs que
apresentam peptideo sinal foram identificadas e nomeadas Irs-1, 2, 4 e 8. Ambas serpinas
de I. ricinus possuem genes ort6logos em |. scapularis, e possuem identidade na sequéncia
de aminoacidos entre 95% e 98%. Baseado nos dados da sequéncia, Irs-2 possui a
sequéncia P-Y-S-L na regido P,-P,» no RCL, sugerindo especificidade para
endopeptidases quimotripsina-like. A serpina madura possui 376 aminoacidos, pl 5.53 e
massa molecular predita de 41.9 kDa. O perfil de transcricdo revelou aumento da
expressao em glandula salivar de parasitas alimentados. A indugéo da transcrigédo de Irs-2
em glandula salivar apés alimentacdo, juntamente com a conhecida propriedade anti-
inflamatdéria da saliva deste parasita sugere participacdo de Irs-2 no processo de
imunomodulagdo do hospedeiro. Utilizando modelo murino de inflamagdo aguda, foi
revelado que a serpina Irs-2 inibe a formagdo de edema e o influxo de neutrofilos no tecido
inflamado. Esta serpina inibe especificamente as endopeptidases quimotripsina-like
catepsina G e quimase, que sdo secretadas apos ativacdo de neutréfilos e mastdcitos,
respectivamente. Essas duas peptidases estdo envolvidas em uma gama de processos
associados com o desenvolvimento da resposta inflamatoria aguda. A catepsina G €

conhecida principalmente pelo seu papel na remodelacdo tecidual durante a inflamagé&o.
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Além disto, estd envolvida na ativacdo proteolitica de PAR-4 que é responsavel pela
ativagdo das plaquetas e conduz a agregagdo das mesmas. A inibigéo de catepsina G pelo I.
ricinus influencia tanto o retardamento da remodelacdo tecidual assim como a agregacéao
das plaquetas, facilitando a aquisicdo de sangue fluido. Excesso molar de Irs-2 também
afeta a agregacédo plaquetaria induzida por trombina (Chmelar et al., 2011). Irs-2 teve sua
estrutura terciaria resolvida por cristalografia de raios-X, sendo a primeira serpina de
parasitos a ter sua estrutura tridimensional caracterizada por esta metodologia (Kovarova et
al., 2010).
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2. OBJETIVOS

Levando em conta a importancia das serpinas na regulacdo de diversos processos
fisiologicos em organismos multicelulares, e 0s escassos dados sobre essa superfamilia de
inibidores no carrapato bovino, os objetivos deste trabalho consistiram na identificacdo e
caracterizacdo de serpinas em R. microplus. Dessa forma, os objetivos especificos

consistiram em;

o Identificacdo de sequéncias nucleotidicas relacionadas a serpinas em R.
microplus;
. Analise molecular e perfil transcricional de serpinas em diferentes tecidos e

fases de desenvolvimento do carrapato R. microplus;

. Obtencédo de uma serpina recombinante de R. microplus.
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3. RESULTADOS

Esta secdo esta divida em dois capitulos: o primeiro capitulo estad apresentado na
forma de manuscrito a ser submetido para publicacdo em revista cientifica. Este capitulo
estd formatado conforme as exigéncias da revista, contendo introducdo, resultados,
discussdo e materiais e métodos. No segundo capitulo estdo apresentados os demais
resultados da dissertacdo, apresentados na forma de materiais e métodos, resultados e

discussao.
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3.1 Capitulol

Identification of serpins in the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Manuscrito a ser submetido para publicacdo no periodico Insect Molecular

Biology

Neste trabalho descrevemos a identificacdo e caracterizacdo de serpinas em R.
microplus. Com o0 uso de ferramentas de busca em banco de dados, identificamos 16
sequéncias que codificam proteinas da superfamilia das serpinas. Analise transcricional
por RT-PCR revelou que esses genes sdo diferencialmente transcritos nos diferentes
tecidos testados, e nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasito. Analises
estruturais in silico revelam que esses inibidores possuem estrutura terciaria compativel

com as de serpinas inibitorias.
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Abstract

The members of serpin superfamily control different proteolytic pathways in
many organisms. In humans, serpins regulate pathways, such as blood coagulation,
inflammation, complement activation, fertilization and food digestion. Parasitic
organisms, including ticks, encode serpins to disrupt host homeostatic systems. In this
study, twenty-six sequences encoding putative serpins in Rhipicephalus (Boophilus)
microplus were identified in silico. From these 26 identified predicted serpins, sixteen
are full-length sequences and named as RmS 1-16 (R. microplus Serpin).
Transcriptional profiling revealed that RmS are differentially expressed in tick tissues
and developmental stages. Phylogenetic analysis considering RmS and 37 serpins from
other tick revealed that, serpins are conserved among different tick species.
Identification of putative signal peptides, suggests that 7 from 16 RmS are secreted
proteins. Interestingly, the putative secreted RmS-3, 9, 13, 15 and 16, the mRNA
transcription are up-regulated in salivary glands of partially toward fully engorged tick,
and except to RmS-3, all these RmS possesses basic residues (R/K) at Py position in
their reactive center loop (RCL), suggesting a role in tick/host interaction. Three-
dimensional models and structural-based alignment revealed the presence of three p-
sheets and nine a-helices in all RmS structures, displaying a three-dimensional structure

typical for native inhibitory serpins, with RCL exposed.

Key-words: cattle tick, serpin, endopeptidase inhibitors, blood-feeding.
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Introduction

A wide variety of mammalian serine endopeptidases are regulated by proteins
belonging to the serine proteases inhibitors (serpin) superfamily. Serpins contain
between 350 and 500 amino acids residues with molecular weight ranging from 40 to 60
kDa (Gettins, 2002; Silverman et al., 2001). Tipically, a serpin contains three p-sheets
(A, B and C) and eight or nine a-helices (hA-hl). Additionally, serpins possess a
reactive center loop (RCL) which is a solvent exposed flexible stretch of 21 amino acid
residues between B-sheets A and C and contains the recognition site to the target
endopeptidase (Silverman et al., 2001). The RCL structure extends from P17-P4’ in the
Schechter & Berger (1967) notation. Inhibitory serpins are generally recognized by a
consensus pattern in their RCL: P17[E]-P16[E/K/R]-P15[G]-P14[ T/S]-P13[X]-P12-o[A/G/S]-
Ps.1[X]-P1’-P4’[X] (Hopkins et al., 1993; Irving et al., 2000). This motif contains the
bond between residues P,—P1- which is cleaved by the target endopeptidase. Cleavage at
this scissile bond triggers a dramatic conformational change in the molecule, which is
so fast that catalysis proceeds only until formation the acyl enzyme intermediary,
releasing the C-terminal peptide product (Huntington et al., 2000). The N-terminal
peptide of the loop inserts itself into the B-sheet A, carrying the enzyme molecule still
attached as an acyl enzyme to the serpin opposite pole. This violent event disrupts the
enzyme catalytic site structure in order which hydrolysis of acyl enzyme does not
proceed and the covalent acyl enzyme complex persists (Forsyth et al., 2003), therefore
serpins are “suicide” or “single use” inhibitors (Huntington et al., 2000). The majority
of serpins inhibit serine endopeptidases, although some can inhibit endopeptidases from
other classes. For example, the human squamous cell carcinoma antigen 1 (SCCA-1) is

a potent inhibitor of cysteine cathepsins K, L and S (Kanaji et al., 2007; Schick et al.,
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1998) and the viral serpin Crm-A is a specific inhibitor of the human interleukin-1
converting enzyme (Ray et al., 1992). Some serpins also perform non-inhibitory
functions, acting as hormone transporters (Hammond et al., 1987) or molecular
chaperones (Sauk et al., 2005).

To date over 500 members of the serpin superfamily inhibitors have been
identified in animals, poxviruses, plants, bacteria and archae (Irving et al., 2000).
Genomic data analyses indicate many multicellular eukaryotes have many serpins:
thirty-six in humans, thirteen in Drosophila, twenty-nine in Arabidopsis thaliana and
nine in Caenorhabditis elegans (Irving et al., 2000; Rawlings et al., 2004; Silverman et
al., 2001). In humans, the majority of serpins act as negative regulators of some
pathways: serpins like ag-antitrypsin, Cl-inhibitor, antithrombin and plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) play crucial roles in the control of endopeptidases involved
in inflammation, complement activation, blood coagulation and fibrinolytic pathways,
respectively (Rau et al., 2007; Silverman et al., 2001). Given the importance of the
proteolytic processes that they control, deficiencies of human serpins are linked to
diseases, like emphysema (oq-antitrypsin deficiency), thrombosis (antithrombin
deficiency), angioedema (C1 esterase inhibitor deficiency), familial dementia
(neuroserpin polymerization) and cirrhosis (az-antitrypsin polymerization) (Aulak et al.,
1988; Bruce et al., 1994; Davisc et al., 1999; Law et al., 2006; Lomas et al., 1992).

As endopeptidases and serpins play pivotal role in mammalian homeostasis
maintenance, it is assumed that ticks produce serpins in order to disrupt host
homeostatic balance to their advantage (Mulenga et al., 2001). Indeed, a number of
serpin-encoding cDNAs have been identified in several ticks, including Amblyomma
americanum (Mulenga et al., 2007), Haemaphysalis longicornis (Imamura et al., 2005;

Sugino et al., 2003), Ixodes ricinus (Leboulle et al., 2002), Ixodes scapularis (Mulenga
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et al., 2009), Rhipicephalus appendiculatus (Mulenga et al.,, 2003), Amblyomma
cajennense (Batista et al., 2008), Amblyomma variegatum (Ribeiro et al., 2011),
Amblyomma maculatum (Karim et al., 2011), Dermacentor variabilis (Anderson et al.,
2008) and Antricola delacruzi (Ribeiro et al., 2012). Biochemical experimentation
showed that recombinant tick serpins have anticoagulant and immunosuppressive
activities (Imamura et al., 2005; Leboulle et al., 2002; Prevot et al., 2006; Prevot et al.,
2009). Moreover, mortality and reduced feeding efficiency occurs when |I. ricinus
(Prevot et al., 2007), H. longicornis (Sugino et al., 2003) and R. appendiculatus
(Imamura et al., 2008; Imamura et al., 2006) feed on serpin-immunized hosts. This
demonstrates the importance of these inhibitors in tick physiology and tick/host
interaction. In this study we report the identification and characterization of 16
sequences-encoding serpins from the cattle tick, named as R. microplus Serpins (RmS).
The cDNA sequences were used to characterize the serpin gene family of R. microplus
through bioinformatics, and to examine expression profiles of the serpins among

different tissues and developmental stages of the cattle tick.

Results

Identification of cDNA encoding R. microplus serpins (RmS)

Twenty six cDNA sequences encoding putative serpins were successfully
identified probing R. microplus EST databases with tick and mammalian serpin
sequences. Considering serpins are 350-500 amino acids long proteins with 40-60 kDa,
and the presence of start and stop-codon, from these 26 identified predicted serpins,
sixteen RmS (1 — 16) are full-length sequences (Table 1) and were selected for further

studies.
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Table 1. Identification of RmS sequences in Rhipicephalus microplus EST databases.

Serpin ID? EST database
TIGR" RmM-INCT-EM®

RmMS-1 TC23827 -
RMS-2 TC24850 RmM-6778
RMS-3 TC16894 Rm-23203, Rm-404
RmMS-4 TC22306 Rm-8063
RMS-5 TC16400 -
RMS-6 TC15941 Rm-12491, 12492 e 12493
RmMS-7 TC22370 -
RmMS-8 - RmM-53152
RmMS-9 - Rm-62283
RmMS-10 - Rm-8387
RmMS-11 - RmM-92186
RMS-12 TC16456, TC20312, TC15274 RmM-6949
RmMS-13 TC17980 Rm-41670
RMS-14 CV442791, CV442792 RmM-74683, Rm-74684
RmMS-15 CK178656 Rm-1195, Rm-1196
RMS-16 TC15356 RmM-36916, Rm-36917

# Sequences encoding R. microplus serpins were named RmS, in an acronym representing R.
microplus serpin.

® The nucleotide sequences encoding serpin were retrieved from the DFCI Boophilus microplus
Gene Index — TIGR

¢ Unpublished database produced by Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia — Entomologia
Molecular (INCT-EM) using the Illumina/Solexa platform.

Sequence analysis

RmS as serpins: RmS predicted amino acid sequences showed high similarity to

known tick serpins available in GenBank using BLASTP search against the non-
redundant protein database (Table 2). All RmS predicted polypeptides showed the
presence of the consensus sequence N-[TA]-[VIM]-[YLH]-F-[KRT]-G (Figure S1),
similar to the conserved serpin amino acid motif NAVYFKG. Scanning for amino acid
sequence patterns on the ScanProsite demonstrated most deduced proteins contain the
serpin signature PS00284 ([LIVMFY]-[G]-[LIVMFYAC]-[DNQ]-[RKHQS]-[PST]-F-

[LIVMFY]-[LIVMFYC]-X-[LIVMFAHY]), except for RmS-5, RmS-13 and RmS-14.
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Table 2. Polypeptide features of R. microplus serpins (RmS) sequences.

Putative N-gly

ID Sp? function” sites®  MW(kDa)!  pl® Best match (%identity)®
RmS-1 - inhibitory 4 415 6.27  ABS87359.1 Lospin-7 (46)
RmS-2 - inhibitory 2 42.5 6.22 AAKG61375.1 Ras-1 (82)
RmS-3 + inhibitory 3 41.7 5.45 AAKG61377.1 Ras-3 (94)
RMS-4 - inhibitory 3 37.2 601  ABS87356.1 Lospin-4 (66)
RmMS-5 - inhibitory 1 42,6 9.07  ABS87354-1 Lospin-2 (61)
RmS-6 + inhibitory 2 42 5.72 AEQ034349.1 Ams-2 (69)
RmMS-7 ; inhibitory 2 44.2 583  ABS87359.1 Lospin-7 (47)
RmS-8 - inhibitory 4 42.9 5.95 AE035320.1 Ams-9 (67)
RmS-9 + inhibitory 1 41 8.73 AEQ34447.1 Ams-1 (33)
RmS-10  + inhibitory 3 41.9 567  ABS87356.1 Lospin-4 (64)
RmS-11 - inhibitory 2 42.6 6.42 AAKG61375.1 Ras-1 (76)
RmS-12 - non-inhibitory 1 44.7 5.59 EEC05766.1 Iss-2 (59)
RmS-13 + inhibitory 1 43.5 6.06 AEO033016.1 Ams-11 (80)
RmS-14 - inhibitory 2 42.7 577  ABS87359.1 - Lospin-7 (76)
RmS-15 + inhibitory 2 42.6 6.82 AEQ34218.1 - Ams-7 (85)
RmS-16  + inhibitory 3 41.8 895  ABS87360.1 - Lospin-8 (43)

#Signal Peptide (SP) were predicted using the SignalP 4.0 server, the symbols (+) and (-) representing the
Eresence and absence of signal peptide sequence, respectively.

The prediction to inhibitory or non-inhibitory function is based on the RCL consensus sequence
(Hopkins et al., 1993).

‘Putative N-glycosylation sites were predicted using the NetNGlyc 1.0 server, based on the putative N-
glycosylation site sequence N-X-T/S.

Molecular weigth (MW) and theoretical isoelectric point (pl) were calculated using the Compute pl/Mw
tool via the Expasy website.

*The best matches identities were obtained using BLASTP against the non-redundant protein database in
GenBank. The numbers represents the GeneBank accession numbers. Ras (R. appendiculatus serpin),
Ams (Amblyomma maculatum serpin), Lospin (Amblyomma americanum serpin) and Iss (Ixodes
scapularis serpin).

Reactive center loop (RCL) of RmS: Depending on the RCL sequence, family

members can be identified as inhibitory or non-inhibitory serpins. All RmS have the
consensus sequence characteristic for inhibitory serpin (P17[E]-P1s[E/K/R]-P1s[G]-
P14[T/S]-P13[ X]-P12-o[ A/G/S]-Pg.1[ X]-P1’-P4’[X]), with some variations among them .
Solely RmS-12 which has the RCL sequence deviated from the consensus (G-L-F-L
residues in the P19 position), suggesting a non-inhibitory function. At Pg position,

which has a high preference for the small threonine side chain (Gettins, 2002), all
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serpins sequences are 100% conserved. The P; residue in RCL (which determines

inhibitor primary specificity) is very variable among all RmS (Figure 1).

P17[E]-P16[E/KIR]-P15[G]-P14[T/S]-P15[X]-P12.s[A/G/S]-Pg.1[X]-P1--P4[X]
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Figure 1. The eight-residue pattern of the RCL that characterizes inhibitory serpins

(Hopkins et al., 1993) of predicted amino acids sequence of RmS RCL. The residues in

the RCL are numbered according to the nomenclature developed by Schechter & Berger

(1967), where residues on the amino-terminal side on the scissile bond (P;-P;:) are

noted primed and those on carboxyl-terminal side primed. Residues were marked in

gray in accordance with the consensus sequence of RCL. The boxed residues

representing the scissile-bond and bold-faced residues were predicted P;.
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PCA FCA POV FOV PMG FMG PSG FSG

RmS-14

RmS-15

RmS-16

Actin

Figure 2. The transcription profile of RmS was analyzed using cDNA synthesized from
total RNA extracted from partially engorged (P)and fully engorged (F) R. microplus
females salivary gland (SG), midgut (MG), ovaries (OV) and carcass (C, representing
the tick remnant after removal of above mentioned tissues). Tick actin was used as
internal RT-PCR control. The primers used for RT-PCR analysis were listed on the
Table S1.

Expression pattern analysis
RT-PCR analysis showed that 14 of the 16 RmS RNA were transcribed in the

analyzed tissues (Figure 2). RmS-3 transcripts were found in most of the tissues
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analyzed except in POV, FOV and FMG. RmS-2 was transcribed in all tissues, showing
a transcription in POV and FOV and a lower transcription in FCA. RmS-4 was
transcribed in POV and FOV. All tissues transcribed RmS-6 and RmS-8, although a
weak transcription was observed for RmS-6 in PCA and for RmS-8 in carcass (PCA and
FCA). RmS-9 was transcribed in all tissues with an increase in mMRNA abundance in
fully engorged female MG and SG compared with partially engorged female RmS-10
transcription was restricted to ovarians in both stages (POV and FOV). RmS-14 was
transcribed in all tissues, except FCA. RmS-15 and 16 had similar transcriptional
profiles, but Rms-16 was not transcribed in PSG. Three sequences were weakly
detected, RmS-7 in FOV, RmS-12 in POV and RmS-11 in POV and FOV RmS-1 and

RmS-5 amplified products were not detected in all tested tissues.

Phylogenetic analysis

Amino acid sequences of all RmS and 37 serpin sequences of several tick
species were subjected to phylogenetic analysis and their relationships were determined
by a neighbor-joining analysis using alboserpin (a serpin from the mosquito Aedes
albopictus [Calvo et al., 2011]) as outlier (Figure 3). RmS sequences segregated into
different groups. RmS-3 segregated in the same branch with Ras-3 and Hls-2. RmS-3
possesses close identity to Ras-3 (95%) and HIs-2 (75%). These three serpins had a
predicted secreted proteins and the presence of L at P; position in RCL and are related
with the serpins from the compressed group 1 (lospin-5, lospin-6, lospin-7, lospin-11,
lospin-12, lospin-13, lospin-14, lospin-15, lospin-16, lospin-17 and three Ams (A.
maculatum serpins), Ams-5, Ams-6 and Ams-8 (Mulenga et al., 2007; Karim et al.,

2011). All serpins belonging to this compressed group are predicted as extracellular
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proteins, except lospin-11, lospin-7. Also, serpins of this group, except lospin-7, Ams-5
and Ams-8, had L at RCL P position.

RmS-4 and RmS-10 segregated together in the same branch, but they differ in
the presence of leader sequence as well as in the RCL P; residue. However, the
expression profile of these sequences is similar; both were predominantly transcribed in
ovaries. RmS-5 segregated in a single branch nearby lospin-1, lospin-2 and lospin-3,
and all sequences in this branch present K at RCL P; position. Except lospin-1, all
sequences in this branch do not have a signal peptide. RmS-15 segregates together with
Ams-7 and Iris-8, which share (i) an amino acids identity of 82.8% and 76.1%,
respectively; (ii) a signal peptide; (iii) 100% identity in RCL and (iv) a R residue at P,
position. RmS-9 and RmS-16 are distantly related to any other tick serpin, they
segregate alone in one branch; have a signal peptide and a basic amino acid residue at
P1. RmS-6 segregated together with Ams-2, sharing an identity of 80.9% in RCL with R
at Py position. RmS-13 segregated alone and is not related with others tick serpins.
RmS-1 and RmS-7 segregated together in a branch, both do not have signal peptide and
did not transcribed in tested tissues. RmS-14 and Ras-2 segregated together, these two
sequences do not have signal peptide, possess Y at P; position and ~90% sequence
identity in RCL. RmS-2 and RmS-11 segregated together with Ras-1, they do not have
signal peptide and have C at RCL P; position. RmS-2 showed 100 and 90% identity in
RCL region compared to Ras-1 and RmS-11, respectively. Both RmS-2 and RmS-11
were predominantly transcribed in ovaries. RmS-12 and RmS-8 segregated alone in two

independent branches of the tree.
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Figure 3. Neighhbor-joining analysis of RmS polypeptides and others tick serpins. The

alignment of retrieved sequences was created using Muscle (Edgar, 2004) in Mega 5.0

program. Except for RmS sequences, all other sequences were retrieved from GenBank

(acession numbers in parenthesis).
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Serpin conserved structure of RmS

A structure-based sequence alignment of putative secreted proteins transcripted
in salivary gland (RmS-3, RmS-6, RmS-9, RmS-13, RmS-15 and RmS-16) revealed that
all of them had three B-sheet and nine o-helices, presenting a secondary structure
characteristic of serpins (Figure 4). In order to confirm these features, the tertiary
structures of RmS proteins were modeled using SwissModel Server (Figure 5). To
RmS-3, the model was generated from amino acid 5 to 382 using heparin cofactor Il
(1IMJ) as template (28 % identity) having a QMEAN4 score of 0.612 and Z-scores of -
2.543. RmS-6 model was generated from amino acid 2 to 373 and plasminogen
activator inhibitor 1 (1DB2) as template (26. % identity), the model had a QMEAN4
score of 0.541 and Z-scores of -3.748. RmS-9 model was generated from amino acid 2
to 375 using the human antithrombin (LATH) as template (25 % identity), having a
QMEAN4 score of 0.524 and Z-scores of -3.966. RmS-13 was generated from amino
acid 23 to 389 using native plasminogen activator inhibitor 1 (1DB2) as template (29 %
identity) and had a QMEAN4 score of 0.546 and Z-scores of -3.696. RmS-15 was
generated from amino acid 14 to 382 using the native activated protein C inhibitor
(20L2) as template (30 % identity) and had QMEAN4 score of 0.585 and Z-scores of -
3.051. RmS-16 was generated from amino acid 7 to 380 using the antithrombin
complexed with factor IXa and pentasaccharide (3KCG) as template (34% identity) and
had a QMEAN4 score of 0.582 and Z-scores of -3.021.

All modeled RmSs show a typical three-dimensional structure of native
inhibitory serpins with the RCL completely exposed (Figure 5). Furthermore,
comparing 219 serpins sequences, Irving and colegues (2002) identified 51-core amino
acid residues as associated to the inhibitory action of serpins. The adaptation of this

analysis by aligning the 16 RmS sequences with the human az-antitrypsin (PDB 1HP7)
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revealed that the 51-core residues that underpin the efficient functioning of an inhibitory

serpins are 68-90 % (Figure S1).
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Figure 4. Structure-based sequence alignment was constructed by comparison with

human az-antitrypsin (PDB 1HP7) as modeling template, against putative secreted RmS
(RmS-3, 6, 9, 10, 13, 15 and 16), using STRAP (Structure-based Alignment Program).

Secondary structures assigned based on the 1HP7 tertiary structure, are labeled as “H”

for a-helix and “E” for B-strand. Helices are labeled from “hA” to “hI” and B-strands

that constitutesp-sheet A to C are labeled as “sA”, “sB” and “sC”, respectively. The

residues that correspond to the 51 core residues (Irving et al., 2000) are indicated by an

asterisk (*). The high conserved residues are labeled in black and low in gray.
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Figure 5. The putative secreted RmS proteins were used to develop RmS three-
dimensional models using SwissModel server. The coordinates were visualized using
JMol programn and shown the inhibitory native structure of serpins. (A) RmS-3, (B)
RmS-6, (C) RmS-9, (D) RmS-13, (E) RmS-15 and (F) RmS-16.

Discussion

Ticks are blood-sucking arthropods that infest a large variety of vertebrate hosts
(mammals, birds, reptiles, and amphibians) and to complete their blood meal, need to
avoid three biological systems: (i) hemostasis; (ii) inflammation, and (iii) immunity.
Ticks and other hematophagous animals produce a wide range of molecules with
pharmacological activity to overcome these host systems in order to complete their
feeding (Ribeiro, 1987). In mammalians, these three pathways are regulated by serpins
such as ogj-antitrypsin, antithrombin, heparin cofactor II, as-antiplasmin, kallistatin,

activated protein C inhibitor and C1 inhibitor (Gettins, 2002; Rau et al., 2007).
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Therefore, it is not so surprising that ticks possess serpins in their salivary
armamentarium, because these proteins might contribute to the modulation of vertebrate
hemostasis upon tick feeding. In addition to the modulation of the host responses, in
invertebrates serpins play roles in modulation of prophenoloxidase systems,
reproductive activity, innate immunity and hemolymph coagulation (Miura et al., 1995;
De et al., 2002; Wang & Jiang, 2004; Reichhart et al., 2011)

The development and application of molecular biology techniques, such as
transcriptomics and proteomics have assisted identification of several new tick serpins
(Leboulle et al., 2002; Mulenga et al., 2003; Sugino et al., 2003; Imamura et al., 2005;
Mulenga et al., 2007; Mulenga et al., 2009 Chmelar et al., 2011; Ribeiro et al., 2011,
Ribeiro et al., 2012) suggesting the role of these proteins in tick physiology.

The analyses of two R. microplus transcript databases permitted to identify 16
full-length open read frames with similarity to sequences encoding tick serpins. These
databases have sequences originate from tissues, life stages and, strains including larvae
exposed to different environment conditions like heat, cold, host odor, and acaricide
Together, BmiGlI database (Bellgard et al., 2012; Guerrero et al., 2005; Saldivar et al.,
2008; Wang et al., 2007) and an unpublish database (Rm-INCT-EM database) have a
significant fraction of the complete cattle tick genes. Search tools revealing that all 16
RmS have best matches to serpins from A. americanum (Mulenga et al., 2007), R.
appendicullatus (Mulenga et al., 2003) and A. maculatum (Karim et al., 2011).

Seven of the 16 RmS are putative secreted proteins, in accordance with the
presence of a signal peptide sequence. RmS-1 and RmS-6 really are present in the saliva
of partially fed females, as revealed by a proteomic study of the R. microplus saliva
(unpublished data). As expected, since most of serpins are glycosylates, the N-

glycosylation sites were detected in all RmS amino acids sequences, suggesting a post-
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translational glycosylation modification, and it is in accordance to previous results from
other tick serpins (Mulenga et al., 2003; Mulenga et al., 2009).

The results revealed that RmSs are largely transcribed in various tick tissues but
with significantly different intensities, underscoring their importance in regulation of
different pathways in the tick physiology. The transcription of some putative secreted
RmS in SG and MG (RmS-3, RmS-6, RmS-9, RmS-13, RmS-15 and RmS-16) suggest a
role in hematophagy, important to keep host blood in a fluid state both at the feeding
site as during the feeding process, blocking the coagulation factors. Also, these serpins
transcribed in SG can be involved in modulation of the host immunity (Leboulle et al.,
2002b). Lack of detection of some gene transcripts in this work (RmS-1 and RmS-5),
which are present in the TIGR database, could be explained by the fact that this bank
was based in a different R. microplus strain, in a different developmental stage and
submitted to modified environmental conditions (Bellgard et al., 2012; Guerrero et al.,
2005; Saldivar et al., 2008; Wang et al., 2007).

The reactive center loop (RCL) is an exposed loop in the serpin structure
responsible for the interaction with the active site of the target endopeptidase. This
structure is a mobile loop which has the ability to move in and out of the serpin -sheet
A. It has been proposed that this mobility is critical to serpin binding to the target
endopeptidase (Hopkins et al., 1993; Irving et al., 2000; Silverman et al., 2001). Several
regions are important in controlling and modulating serpins conformational changes.
The RCL hinge region (Pi5-Pg) provides mobility essential for the conformational
changes in the RCL, enabling serpin-inhibitory activity (Irving et al., 2000). This hinge
region (P15—Pg) has a consensus sequence: P15 usually being glycine and P14 threonine or
serine. Also, positions P1,-Pg are occupied by short side-chain amino acid residues, such

as alanine, glycine, or serine. These residues are thought to permit efficient and rapid
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insertion of the RCL into the PB-sheet A. Corresponding regions on non-inhibitory
serpins deviate from this consensus (Hopkins et al., 1993; Hopkins and Stone, 1995),
and mutations in the hinge region often convert inhibitory serpins into substrates (Irving
et al., 2000; Hopkins el al., 1993). In the present study, putative RCL and scissile bonds
of all serpins were predicted based on the consensus that there are 17 amino acids
residues between the beginning of RCL hinge and the scissile bond (P1—P1”) (Gettins,
2002; Hopkins et al., 1993; Irving et al., 2000). In accordance with the above pattern, all
putative RmS serpins are predicted to have inhibitory function, except for RmS-12
which has the sequence G-L-F-L at P1,-Pg (Figure 1). However, this statement can only
be confirmed by biochemical assays showing these serpins inhibiting endopeptidase
activity upon a substrate. However, we can consider that some serpins like oo-
antiplasmin (Gettins, 2002) and serpin-1B from Manduca sexta (Li et al., 1999) have
RCL shorter and longer than 17 residues, respectively.

The amino acid residue on the amino-terminal side of the scissile bond, the P;
residue, is important to define the specificity of a serpin among the serine
endopeptidases. For example, Serpin-1B from M. sexta has A at P; (residue 343) and is
an elastase inhibitor. If this P;-A residue is changed by site-directed mutagenesis by a
P1-K residue (A343K), the inhibitory activity against elastase is lost and then this serpin
passes to inhibit trypsin, plasmin and thrombin (Li et al., 1999). The I. ricinus
immunosuppressor (lris) is a serpin with M at P, (position 340) and is a specific elastase
inhibitor (Leboulle et al., 2002b). The mutant M340R does not inhibits elastase and is a
powerful inhibitor of factor Xa and thrombin (Prevot et al., 2006). Other example is the
human og-antitrypsin variant Pittsburg, which is an effective thrombin inhibitor as a
result of mutation from M to R in P; (Owen et al., 1983). -13. Key mammalian serpins

such as og-antichymotrypsin, az-antiplasmin, antithrombin, protein C inhibitor and C1
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inhibitor (Gettings, 2002) present a basic amino acid residue at RCL P; and are
regulators of pathways such as blood coagulation, inflammation and complement
activation. These pathways are thought to be important in the mammalian host defenses
against blood sucking animals (Francischetti et al., 2009; Ribeiro, 1987). The
identification of 6 RmSs with a basic residue at P; suggests they could have a role
modulating one or more of these defense mechanisms. Five from the seven putative
secreted serpins possess a basic residue at RCL P; position. Interesting, four of them
(RmS-9, RmS-13, RmS-15 and RmS-16) have its transcriptional expression up-
regulated from PSG toward FSG. Presumably, genes up-regulated by blood feeding are
involvement in blood meal. To predict the inhibitory activity of these RmS, the high
conservation of the core amino acid sequence and adoption of serpin consensus
secondary and tertiary structures suggests that RmS-3, RmS-6, RmS-9, RmS-13, RmS-
15 and RmS-16 are functional serpins.

Besides of the several tick ESTs encoding serpin sequence fragments present in
Genbank, this is the first report attempting to characterize annoted serpins of the R.
microplus cattle tick. . The characterization of serpin superfamily members in the cattle
tick could be helpful for a better comprehension of the biological function they play in

tick physiology.

Experimental procedures

Identification of serpins in R. microplus EST databse
The partial nucleotide sequences encoding for serpins proteins were found using
Basic Local Alignmement and Search Tool (BLAST) with the BLASTP, BLASTN and

BLASTX algorithms against Bmi Gene Index (BmGI) available at the DFCI
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(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) (Bellgard et al., 2012; Guerrero et al., 2005;
Saldivar et al., 2008; Wang et al., 2007) and a R. microplus transcriptome database
created by our research group using Illumina Solexa sequencing (unpublished date)
using as queries 26 serpins from other ticks and 07 serpins from mammals, all
sequences deposited in GenBank: A. americanum serpins, Lospins 1 — 17 (ABS87353.1,
ABS87354.1, ABS87355.1, ABS87356.1,ABS87357.1, ABS87358.1, ABS87359.1,
ABS87360.1, ABS87361.1, ABS87362.1, ABS87363.1, ABS87364.1, ABS87365.1,
ABS87366.1, ABS87367.1,ABS87368.1,ABS87369.1), R. appendiculatus serpins, Ras
1-4 (AAK61375.1, AAK61376.1,AAK61377.1,AAK61378.1), Ixodes ricinus serpins,
Irs 1, 2, 4, 7 and 8 (ABI94055.1, ABI94056.1, ABI94057.1, ABI94058.1,
EEC12320.1), Kkallistatin (AAC41706.1), protein C inhibitor (BAA93451.1),
antithrombin 111 (CAA48690.1), heparin cofactor 1l (DAA20375.1), plasminogen
activator inhibitor 11 (NP_001137290.1) and protein nexin | (NP_001130002.1).To
validate the accuracy of Rms identification, sequences were tested for the presence of
start-codon and stop-codon; size and molecular weight of the putative amino acids
sequences, and the presence of two amino acids motifs described as conserved in know

serpins: NAVYFKG and DVNEEG (Han et al., 2000; Miura et al., 1995)

Bioinformatic analyses

Analyses of deduced amino acid sequences were carried out using GeneDoc
software (http://nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html). Sequence alignment was performed
using the Muscle algorithm (Edgar, 2004) in MEGAGS program (Tamura et al., 2011).
Inferred amino acid sequences were scanned against amino acid motif in ScanProsite
(Sigrist et al., 2010) and against known protein entries in GenBank using the BLASTP

homology search program against the non-redundant proteins sequence database. The
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presences of secretion signal sequence were predicted using the SignalP 4.0 server
(Petersen et al., 2011). The putative N-glycosylation sites were found using the
NetNGly1.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Theoretical molecular
weight and isoelectric points of the mature serpin proteins were calculated using the
Compute pl/Mw tool via the ExPASyY website

(http://web.expasy.org/compute_pi/pi_tool-ref.html).

Biological material

Ticks were obtained from a R. microplus colony (Porto Alegre strain)
maintained at the Faculdade de Veterinaria of Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Brazil. The ticks were reared on calves, which were brought from a naturally tick-
free area and maintained in individual boxes. Calves were infested with 10-day-old
larvae. After 21 days, partially engorged (P) and fully engorged (F) females ticks were

collected.

Tick dissection and RNA extraction

The collected ticks were rinsed with ethanol 70%. The dorsal surface was
dissected with a scalped blade. Salivary glands (SG), midguts (MG) and ovaries (OV)
were separated with fine-tipped forceps. The remaining material was named carcass
(CA), representing the tick remnant after removal of SG, MG and OV. All tissues
dissected as quickly as possible and washed with phosphate-buffered solution (PBS) in
anRNase free environment. The dissected tissues were rapidly removed and placed in a
tube containing TRIzol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Total RNA was

extracted according to the manufacturer’s recommendations. The RNA concentration
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and the purity of the extracts were assessed spectrophotometrically. The RNA samples

were diluted in DEPC-treated water.

Semi quantitative RT-PCR

To get an insight into tissue distribution profiles of RmS sequences, gene
specific primers for each RmS sequence were used (Table S1) to investigate the mRNA
expression patterns of tissues mentioned above. Five pg of total RNA extracted was
used as template for cDNA synthesis using the SuperScript 11l (Invitrogen, NY, USA)
primed with oligo-dT. Five hundred ng of resulting cODNA was used as template for RT-
PCR. The reactions were performed using follow steps: 5 min at 94°C followed by 35
cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 57°C and 1 min and 30 s at 72°C with a final elongation
at 68°C for 5 min. Reactions were performed using specific primers for each serpin
sequence retrieved from the R. microplus database. The PCR products were
electrophoresed on a 0.8% agarose gel and visualized by staining with ethidium
bromide. As a positive control, RT-PCR with primers for tick actin gene (da Silva, Jr. et

al., 2005) was carried.

Phylogenetic tree analysis

Multiple amino acids sequences alignments of RmS and other ticks serpins
retrieved from GenBank (accession numbers in Figure 4) were created using Muscle
algorithm (Edgar, 2004a) in Mega5 program (Tamura et al., 2011). The phylogenetic
analyses were performed using neighbor-joining analysis (Kumar et al., 2008). Gapped
positions were treated by complete deletion. Poisson correction was used as a
substitution model to determine pairwise distances. Confidence was determined using

bootstrap values at 1,000 replicates.
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Structure-based alignment and molecular modelling

To get insight in the structure of the RmS putative secreted proteins (RmS-3,
RmS-6, RmS- 9, RmS-13, RmS-15 and RmS-16), the amino acids sequences were
selected and subjected to structural based alignment using the STRAP (Structure based
Alignment Program) (http://www.charite.de/bioinf/strap/) and the Muscle algorithm
(Edgar, 2004). The secondary structures were superimposed on the structurally aligned
sequences using the human os-antitrypsin tertiary structure (PDB 1HP7) as template
(Kim et al., 2001). The alignment sequences were subsequently viewed using the
GeneDoc software (http://nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html).

The mature putative secreted RmS sequences were selected to molecular
modeling using SWISS-MODEL workspace in the automated mode (Arnold et al.,
2006). The best 3D structures templates were predicted using the alignment of our
sequences against structures of Protein Data Base proteins using BLASTP. QMEAN4
was the method used to estimate model reliability and prediction quality (Benkert et al.,

2011). Hlustrations of the 3D structures were generated using JMol software.
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1HP7 IMTKFLENEDR-RSASIRHINSNT. SISTGTYD 318
Rms-1 K ERSIMIZNTL. LIFRQOSE'S 297
RmS-2 K ERYININEEIEEQTIN 301
RmS-3 I QLPKFDMSLSYG 320
RmS-4 RINFINEFENNORY D 259
RmS-5 : L ORWIRFNEKIEQTDYD 308
RmS-6 : K SIERNFKIEDKLNP 324
RmS-7 : T HIRAFIRNT SIEKAGOS 243
RmS-8 K YIEIRNFKEEQATE] 306
RmS-9 : SIMIZNFEIBSKKYN 318
RmS-10 : RINFINFENSORYD 320
RmS-11 : K ERYININEKIEEQVIS 301
RmS-12 : L ERYIRZSNEKIEEHSTS 321
RmS-13 : K ERSIngNM SIYOKMLK 332
RmS-14 : K YIEINEKIFEQT LD, 304
RmS-15 : N KNYRIFINFKIEDNKY T 323
RmS-16 : HIREFKIEEQKY D) 322
1HP7 : SG KA AVIRTERP K @INEAAGA — ———— MFLEAIPMSIPPE : 363
RmS-1 DI TIEIEAY] VAGAGSAAPAAT--QT : 345
RmS-2 : S EV Al -VMMAACCLSSAPPQT : 350
RmS-3 : DVLIEIKE G-LGEFVPLSAHYNPPPP : 369
RmS-4 : G DAVIEIER G-LFVMPSSSLYEPPPP : 308
RmS-5 : DV AL IRVSVKSGKSAGPLPP : 358
RmS-6 : SG DVLOR=E GVIGVNRIGI----- EP : 369
RmS-7 : S@ DVXEE‘ DIGVGAATPPREVLRT : 293
RmS-8 : TG EV Al VVMGFGCSANMVIEK- : 355
RmS-9 : S@ ATIEQVS LLRISGKAAEEGE---- : 364
RmS-10 : G DAVIEIER G-LEVRPTAPLPEPPPP : 369
RmS-11 : SG EV Al -VMMVACCMSSLPPRT : 350
RmS-12 : GG GVEEIKE PLIMMCYAGVSFN---- : 367
RmS-13 : K@ QAQFVSKSLVHFK---- : 378
RmS-14 : TG GVTMMTYCARMND---- : 350
RmS-15 : SG GEVIQLRTAAFVTPPPL : 373
RmS-16 : SQ GVTINTRTTTGPS---- : 368

1HP7 394
RmS-1 375
RmS-2 380
RmS-3 399
RmS-4 338
RmS-5 389
RmS-6 399
RmS-7 322
RmS-8 384
RmS-9 396
RmS-10 399
RmS-11 380
RmS-12 395
RmS-13 409
RmS-14 380
RmS-15 403
RmS-16 398

Figure S1. The RmS amino acids sequences and al-antitrypsin (1HP7) were aligned
using Muscle algorithm (Edgar et al., 2004) and visualized using GeneDoc program.
The residues that correspond to the 51 core aminoacids (Irving et al., 2000) are
indicated by an asterisk (*). The consensus sequence N-[T/A]-[V/I/M]-[Y/L/H]-F-
[K/R/T]-G is marked by red box. The high conserved residues are labeled in black and

low in gray. The putatives signal peptide sequences of RmS are underlined.
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Table S1- The RmS gene specific primers used in RT-PCR analysis.

Serpin ID Primer forward Primer reverse
Rms-1 ATGCCAAAACACCTTAGTCGCATG TCAAGGATTTCGCACGGAGCTC
Rms-2 ATGGCCGTCAACCAGCTCGG TTACAAGTCGCGTACGGATCCCA
Rms-3 ATGCTCGCCAAATTTCTCTTTCTCG TAGTGTGTTAACCTCTCCGATGAAAAGAACAC
Rms-4 GCGTTTGGTATGGCCTACACTGG TCAAAGACTGTGAACTTCACCGATGAA
Rms-5 CGCAGTAATCATGGCTCCGC TCATGCGAGACTCCTAATAGCTCCC
Rms-6 ATGAAGCCACTTGTAGCTGTCGCC TCAAAGGACGTTCACTTGTCCGG
Rms-7 GACGAAGCACGAAATGTCCCACAT TCAAAACTTTCGCACTGAGCCCA
Rms-8 ATGGAAGCCGCAAAAGCTACAAAC CTACAGTCGACGAACAGATCCCATGA
Rms-9  ATGAAGATAGGAAGGTTCGTGTTTCTTTTC TCACGTCGCGGGTAGTTTGTTG
Rms-10 ATGCTTGCTAAGTTTGTCTTTTTTGCAC TTAAAGACTGTGGACTTCGCCGAC
Rms-11 ATGGCTGTAAACCAGCTCCGGG TTACAAGTCGCGGACGGAGCC
Rms-12 ATGGACATAATTTCCAGATTCCTGCG CTAGAAACGTCGCACAGATCCGATG
Rms-13 ATGCAAGTGACGTGGCTTTTTCTG TCACGACTGCATAGACAAGACTTGAGC
Rms-14 ATGTCCGAGAAAACAACACCTAACCC TTAGAGCTGGCGGACGGACC
Rms-15 ATGTATCGCCTGCTGTGTCTGGTC TTAGAGAGCGTTGACCTCGCCC
Rms-16 ATGCAGTTCACGGTGGTGATGG TCAATCGATTTTGTTCACTTGTCCG

Tick actin

ATGTGTGACGACGAGGTTGCCG

TTAGAAGCACTTGCGGTGGACAATG




3.2  Capitulo 11

Clonagem, expresséo e caracterizacdo parcial da RmS-3

Neste capitulo descrevemos a clonagem, expressdo heterdloga e caracterizagdo
parcial da RmS-3, uma serpina identificada em banco de dados de EST de R. microplus. A
RmS-3 foi a serpina escolhida para prosseguir os estudos de caracterizacdo bioldgica
porque ela é expressa predominantemente em glandula salivar e possivelmente ser
secretada. A secrecdo dessa proteina foi confirmada através do estudo protedbmico
preliminar da saliva do carrapato bovino realizado pelo nosso grupo de pesquisa, que
revelou a presenca de peptideos compativeis com essa serpina. A presenca desta proteina
na saliva sugere uma possivel interacdo com o hospedeiro, podendo estar envolvida em

processos de modulacédo de sistemas fisioldgicos durante o parasitismo.
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3.2.1 Materiais e métodos

Nesta se¢do sdo descritos os materiais e métodos utilizados no segundo capitulo

desta dissertacéo.

3.2.1.1 Analises de bioinforméatica

A sequéncia codificadora da serpina RmS-3 (homeada arbitrariamente conforme o
Capitulo | desta dissertacdo) foi obtida do banco de dados Bmi Gene Index (BmGI)
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) e depositada sob a identificagdo de TC16894. A
busca de sequéncias similares no banco de dados de proteinas do GenBank foi feita
utilizando a ferramenta BLASTP. Os alinhamentos das sequéncias foram criados
utilizando o algoritmo ClustalW no programa BioEdit e visualizados no programa
GeneDoc (http://nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html). A presenca da sequéncia de peptideo
sinal foi verificada utilizando SignalP 4.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
Os sitios de N-glicosilacdo foram preditos com o uso do NetNGIlyl.0 server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

3.2.1.2 Carrapatos

Bovinos (Bos taurus) da raca Hereford, adquiridos de uma area livre de carrapatos,
foram mantidos individualmente em estabulos na Faculdade de Veterindria da UFRGS, e
infestados experimentalmente com larvas infestantes de R. microplus (cepa Porto Alegre).
Apos 21 dias, as fémeas parcialmente ingurgitadas (partendginas) e fémeas totalmente
ingurgitadas (teledginas) foram coletadas e mantidas em estufa a 28°C com umidade

relativa de 85%.
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3.2.1.3 Dissecacao

Ap0s a coleta, os carrapatos foram submersos em alcool etilico 70% por 1 min, e
secos. Os carrapatos foram submersos em solugédo salina tamponada com fosfato de sodio
(PBS) gelada, preparada com &gua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). Sob um
microscopio de luz visivel, a cuticula dorsal foi excisada e os tecidos (SG, MG, OV e CA)
coletados com o uso de pincas. Apos a dissecacdo, os tecidos destinados a extracdo de
RNA foram transferidos para tubos de microcentrifuga contendo 1 mL de TRIzol®
(Invitrogen), e os tecidos destinados a extracdo de proteinas foram acondicionados em
tubos contendo PBS. Toda a dissecacédo foi realizada em condigGes para evitar a presenca
de RNAse.

3.2.1.4 Extracao de proteinas

Os tecidos coletados foram macerados em PBS usando pistilo em banho de gelo. O
material foi centrifugado 10.000 X g por 5 min para remog¢édo do material particulado, e a
fracdo solGvel foi coletada. A concentracdo de proteinas foi mensurada pela metodologia
do &cido bicinconinico (BCA) utilizando o BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific

Pierce), conforme recomendacdes do fabricante.

3.2.1.5 Coleta de saliva

Teledginas foram coletadas ap6s a queda dos bovinos. Os parasitos foram fixados
em placas de vidro com fita adesiva e induzidos a salivar com a injecdo de 5 pL de
pilocarpina (2%) na parte superior do corpo. As goticulas de saliva foram coletadas através
de um sistema de capilares acoplados a um tubo plastico e a uma bomba de vacuo em um

periodo de 2 h apds a inducdo. Apds a coleta 0 material foi armazenado a -20°C até o uso.
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3.2.1.6 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA extraido foi quantificado espectrofotometricamente
utilizando o aparelho Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech) e a qualidade do material foi
verificada pela relagcdo da leitura 260nm/280nm, de acordo com Sambrock & Russel
(2001). Cinco pug do RNA extraido foi utilizado para sintese de cDNA com o0 uso da
enzima SuperScriptlll e primers Oligo dT (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do

fabricante.

3.2.1.7 Amplificacdo da sequéncia-alvo e clonagem

A amplificacdo da sequéncia codificante foi realizada por meio da reacdo de PCR
utilizando o cDNA sintetizado a partir da glandula salivar como molde. Os primers
projetados RmS-3 forward 5°-ATGCTCGCCAAATTTCTCTTTCTC-3” e RmS-3 reverse
5"-AAGCTTTAGTGTGTTAACCTCTCCGA-3’ e a enzima Elongase® (Invitrogen) foram
utilizados na reagé@o. As etapas da PCR compreenderam desnaturacgdo inicial por 5 min a
94°C seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 57°C e 1 min e 30 s a 68°C, com
alongamento a 68°C por 5 min. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose
0,8% contendo 1ug/mL de brometo de etideo e purificados utilizando o kit
GENECLEAN® Il (Qbiogene), seguindo as recomendagdes do fabricante. O material
purificado foi inserido no vetor de clonagem pGEM-T (Promega), e 0 plasmideo resultante
foi utilizado para transformacao por choque-térmico das células competentes de E. coli
TOP 10 (Invitrogen). Ap6s o choque-térmico, as células foram incubadas em 1 mL de
meio LB (Luria Bertani) a 37°C por 1 h, e semeadas em meio LB solido contendo
ampicilina (100 ug.mL™). A extracdo de DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina
(Sambrock & Russel, 2001). A confirmacédo da clonagem foi realizada por PCR e hidrdlise
com a enzima de restricdo EcoRI. Os clones positivos foram sequenciados para
confirmacdo da identidade utilizando o servico de sequenciamento do Laboratorio de
Identificacdo Genética (L1G) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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A sequéncia codificadora da RmS-3 foi entdo subclonada no vetor de expressao
pET-43a. Os plasmideos resultantes da clonagem (pGEM-T/RmS-3) que apresentavam
fase correta de leitura, confirmados pelo sequenciamento, foram usados como molde para a
PCR utilizando 0S primers : RmS-3/pET-43a forward (5°-
TTTTTTTCATATGCTCGCCAAATTTCTCTTTCTCG-3") ¢ RmS-3/pET-43a Reverse
(5’AAAAAAAAAGCTTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGTTAACCTCTCCGAT
GAAAAGAACAC-3’), os quais continham os sitios de clivagem para Ndel e Hindlll,
respectivamente (sublinhados) e a sequéncia que codifica a cauda de poli-histidina (6x) na
porcdo C-terminal da proteina. Os produtos de PCR e o vetor foram purificados e clivados
com as enzimas de restricdo. Apds a clivagem, o vetor foi desfosforilado com o uso da
enzima CIAP (Invitrogen). Os produtos de PCR e vetores linearizados foram entdo ligados
utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen), gerando o plasmideo pET-43a/RmS-3. O
plasmideo resultante foi usado para transformacéo por eletroporacdo de E. coli XL1 Blue
(Novagen) que foram selecionadas em meio SOC contendo ampicilina (100 pg.mL™). O
DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina (Sambrock & Russel, 2001) e a clonagem

confirmadas por PCR, clivagem e sequenciamento.

3.2.1.8 Expressao heterologa e purificacdo parcial de rRmsS-3

O plasmideo resultante pET-43a/RmS-3 foi usado para transformacdo de E. coli
AD494 (DE3) RIL. As bactérias recombinantes foram inoculadas em 5 mL do meio LB
contendo ampicilina (100 ug.mL™) a 37°C e 160 RPM. O pre-indculo foi acrescido em 500
mL do mesmo meio sem ampicilina, e quando o indculo atingiu a densidade 6ptica (ODgqo)
de 0,6 a expressdo da proteina foi induzida pela adicdo de isopropil-b-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 1 mM. Apds 2 h a 37°C em
presenca de IPTG, as células foram separadas por centrifugacdo a 10.000 X g por 10 min a
4°C e ressuspensas em 4 mL de tampdo fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,0. Ao material
adicionou-se lisozima (concentracgdo final de 1 mg/mL) e o material foi incubado a 37°C
por 30 min. Apos, ao material ressuspenso foi adicionado 15 mL de tampéao de lise (10 mM
Tris-HCI, 5 mM EDTA, 1 mM benzamidina, pH 7,4) e as células lisadas por congelamento
e descongelamento (trés ciclos). As fragdes soluveis (sobrenadante) e insoltveis (pellet)
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foram separadas por centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min a 4°C e estocadas a - 20°C até
0 uso. O material insoltvel foi lavado trés vezes com PBS e os corpusculos de inclusdo
solubilizados em gelo com tampéo de solubilizagdo (Tris-HCI 20 mM, 8M uréia, pH 7,4).
A fracdo soluvel foi coletada por centrifugacéo e dializada contra o tampé&o de ligacédo (50
mM NaH,PO4, 500 mM NaCl e 50 mM imidazol, pH 7,4) overnight a 4°C com
homogeneizacdo lenta. A solucdo dializada foi carregada em uma coluna HisTrap™ HP
(GE Healthcare) de 1 mL, pré-equilibrada com o tampéo de ligacdo, seguido de lavagem
com 10 volumes do mesmo tampdo. A eluicdo foi realizada utilizando step-wise com
tampéo de eluicdo (50 mM NaH,PO,4, 500 mM NaCl) com diferentes concentracdes de
imidazol (100, 200, 300, 400 e 500 mM) em fluxo de 1 mL/min. Fragdes de 1 mL foram
coletadas e dializadas contra Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 e analisadas por SDS-PAGE 12 %.

3.2.1.9 Producéo de anticorpos policlonais

A obtencdo de soro policlonal foi realizada através da imunizacdo de um coelho,
utilizando a proteina recombinante como imundgeno. Aproximadamente 150ug da
proteina parcialmente purificada foram separadas por SDS-PAGE 12% e coradas com
Coomassie Brilliant Blue. A fragdo do gel contendo a proteina foi excisada, triturada e
misturada a 1 mL do adjuvante Montanide (seppic) 888/Marcol 52 (Exxon Mobil
Corporation). Foram realizadas quatro inoculacbes através de injecdo subcutdnea com
intervalos de 15 dias entre cada inoculacdo. O soro pré-imune foi coletado antes da
primeira inoculacdo. A reatividade do soro foi monitorada através da sondagem da proteina

recombinante purificada utilizando a técnica de Western blot.

3.2.1.10 Western blot

Essa técnica foi utilizada para o monitoramento da expressdo; acompanhamento da
solubilizacdo e purificacdo da proteina recombinante; analise da reatividade dos soros
policlonais dos animais imunizados contra a proteina recombinante; analise da reatividade

do soro contra saliva e extratos proteicos de diferentes tecidos do carrapato. Os extratos
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proteicos, saliva e a proteina recombinante foram submetidos a SDS-PAGE 12% e
transferidas para membrana de nitrocelulose (BioAgency) utilizando sistema de
transferéncia 70 V por 1 h com tampéo (NaHCO3 13 mM, metanol 20%). As membranas
foram bloqueadas por 1 h com 5% de leite desnatado em solucdo de PBS. As lavagens das
membranas foram feitas com PBS (trés lavagens de 5 min cada). Para identificacdo da
proteina recombinante, anticorpos anti-polihistidina conjugados com fosfatase alcalina
(Sigma Aldrich) foram utilizados na diluicdo de 1:1000 e incubados overnight a 4°C. O
monitoramento da producdo do soro policlonal anti-rRmS-3 de coelho foi realizado
incubando o soro overnight a 4°C em diferentes dilui¢cdes (1:200 e 1:2000). No caso dos
testes de soro, ap6s incubacdo com o anticorpo primario, o material foi lavado trés vezes
por 5 min com leite desnatado 5% e o material foi incubado por 1 h com anticorpo
secundario anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Aldrich). As
membranas foram entdo lavadas trés vezes com PBS e por 10 minutos com o tampao de
revelagdo para fosfatase alcalina. O Western-blot foi revelado usando os substratos para
fosfatase alcalina NBT/BCIP (Fermentas).

3.2.2 Resultados & Discussao

3.2.2.1 Dados da sequéncia

A sequéncia codificadora de RmS-3 possui 1200 pb codificando uma proteina de
399 aminodcidos com massa molecular de aproximadamente 43 kDa. Dois motivos
consensuais (NAVYFG e EVNEEG) descritos em serpinas (Miura et al., 1995) foram
identificados em RmS-3. A presenca de peptideo sinal na posi¢do 1-17, somado aos dados
obtidos do estudo protedmico de saliva de R. microplus reforcam a secrecdo desta serpina
na saliva do parasito. Assim como outras serpinas de carrapatos, RmS-3 possui trés
provaveis sitios para N-glicosilacdo (Figura 1). Quando comparada com outras proteinas
no banco de dados do GenBank, serpinas de outros carrapatos foram as que mostraram
maior identidade com RmS-3 (Tabela 1). O alinhamento dessas proteinas mostra alto grau
de conservacdo entre as serpinas das diferentes espécies de carrapatos analisadas (Figura
2).
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atgctcgccaaatttctctttctecgegtecggectectegecgtageccactgecgagaccgac
M L A K F L F L. ANS AL AV A H CE T D
gactccacgcttctcgccagagcccacaaccagctcgecgtcaatctgctcaaggaacte
bp s T L L A R A H N Q L A V N L L K E L
gcgaccgagaatccctcgtcaaatgtcttcecttcectecgecgactagcattgcageecgegtte
A T E (:) P s sSs NV F F S P T S I A A A F
ggcatggcctacctcggcgcgagaggaggatccgagtctgagctgaattecggtgttegge
G M AY L GA RGG S E S E L N S V F G
cacgccgatgtgggcctcacagaccgaagcaggttgctcacggcgtacaaaaacctcectg
H A DV G L T D R S R L L T A Y K N L L
gaactatctgcttcgccgaatgtcactcttgacgtggccaacatggttctggecgcaggat
E L S A S P (:) v T L. D vV A N M V L A Q D
cgcttccccatatccgacagctacaagcaacagcttcgcgaaatctttgacgecggacttyg
R F P I s D S ¥ K ¢ ¢ L R E I F D A D L
aggtcggcaaacttcgtcgaggatggccccagggtggcggeccgaagtcaacgcatgggta
R S A N F V E D G P R V A A E V N A W V
cgtgaaaagacaaggggcaagatctccggtatcctaccggagggccageccgectggacatce
R E K T R G K I s GG I L P E G Q P L D I
gtgctcttcatcctgaacgctgtatacttcaagggcacctgggtaaccaagttcgacgcec
v L ¥ I L N A V Y F K G T wWw Vv T K F D A
cacaggaccataaacaagcccttcecctcaacctgggaaccacggaggtgagcaagccggcg
H R T I N K P F L N L G T T E V S K P A
atgcacttgaaggcgcgattcccttacgcgagagtggaacccctgcacgecgtcggecctg
M H L K A R F P Y A R V E P L H A S A L
gagataccgtacgagggagaccggttcaccatggtggtcctgcttccggacaacgeccact
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ggactcgcagcggtcaggaacggcctgtcgctageccgecctcgaagacgtgggcagcagg
G L A AV RNGUL S L A AL E DV G S R
ctgagcttcagggacgtcatcctgcagcttcccaagttcgatatgagecctgagectacggce
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ttagtgcctgcgatgaaggccatagggttgaactcggtgtttggaggatcggeccgactte
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agcggtatcagcgaggccgtgceccgctggtcatatccgacgtgectceccacaaggcectgecgte
s 6 I S E AV P L VvV I S D V L H K A A V
gaggtaaacgaggaaggaaccatcgcgaccgctgtcactgggcttggtttecgtgecgetyg
E v N E E 6 T T A T A V T G L G F V P L
tcggcccactacaacccgeccgceccacccattgagttcaccgtggatcaccegttecatttte
S A H Y N P P P P I E F T V D H P F I F
tacatcagagacaggagtactaaccgtgttcttttcatcggagaggttaacacactataa
Yy I R D R S T N R V L F I G E V N T L *

Figura 1. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos de RmS-3. A sequéncia de
nucleotideos codifica para uma proteina de 399 amino&cidos. A sequéncia do peptideo sinal esta
sublinhado com linha simples e o RCL esta sublinhado com linha dupla. As duas sequéncias
consensos identificadas em serpinas estdo marcadas em amarelo. Os sitios de N-glicosilacdo (N-X-
T/S) estdo representados em negrito e marcados por circulos. O peptideo identificado no estudo de
protedmica da saliva do carrapato estd marcado em verde (dados ndo publicados).
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Tabela 1. Identidade de RmS-3 com outras serpinas depositados no GeneBank.

NUmero de acesso Descricéo Identidade (%0)
AAPT75707.1 serpin (Rhipicephalus microplus) 95
AAK61377.1 serpin-3 (Rhipicephalus appendiculatus) 94
ABS87356.1 lospin 4 (Amblyomma americanum) 72
ABS87364.1 lospin 12 (Amblyomma americanum) 71
BAD11156.1 serpin-2 (Haemaphysalis longicornis) 70
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Figura 2. Alinhamento da proteina RmS-3 com outras serpinas de carrapatos. As marcacfes em
preto e cinza correspondem aos residuos conservados entre essas serpinas. Na caixa vermelha esta
marcada a regido do RCL de cada serpina.

88



3.2.2.2 Clonagem de RmS-3

Os amplicons gerados na PCR foram inseridos no vetor pGEM-T. O produto de
PCR e da clivagem com EcoRI sdo compativeis com o tamanho de RmS-3 (Figura 4A).
Nota-se a presenca de duas bandas produzidas pela clivagem, pois a sequéncia codificante
de RmS-3 possui um sitio interno de clivagem para esta enzima (Figura 4A). A
subclonagem em pET-43a foi confirmada por PCR, clivagem dos plasmideos resultantes
com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll (Figura 4B) que geraram produtos compativeis
com a sequéncia nucleotidica de RmS-3. O resultado do sequenciamento também
confirmou que a construcao obtida corresponde a sequéncia codificante da RmS-3 (Figura
1).

23130
9416

6557

23130
9416
6557
4361
4361
2322
2027 2322

2027

564
564

Figura 4. Confirmacéo da clonagem de RmS-3. (A) PCR e clivagem com EcoRI da clonagem em
pGEM-T: clivagem de pGEM-T(1) e pGEM-T/RmS-3 (2);e PCR de (03) pGEM-T e (04) pGEM-
T/RmS-3. Em (B) a confirmagdo da clogagem em pET-43a por clivagem com as enzimas de
restricdo Ndel e Hindlll (1) e PCR do plasmideo pET-43a/RmS-3 (2).

3.2.2.3 Expressao e purificacdo parcial de RmS-3

Apos cultivo de E. coli AD494 (DE3) RIL transformada com o vetor de expressao
pET-43a contendo a sequéncia codificante da RmS-3 por 2 h com a inducdo da expressao
com 1 mM de IPTG, foi obtida uma proteina com massa de 45 kDa, o que é condizente
com a massa molecular predita para RmS-3 recombinante contendo uma cauda de poli-
histidina (Figura 5). Dente as diferentes concentragdes de uréia testadas para solubilizagéo
da proteina recombinante (dados ndo mostrados) a mais eficiente foi o tratamento com

tampdo Tris-HCI 20 mM, uréia 8 M, pH 7,4. RmS-3 recombinante foi retida em coluna de
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niquel imobilizado e eluida com tampdo 300 mM de imidazol (Figura 6). A proteina
recombinante parcialmente foi excisada do gel e utilizada na imunizagédo de coelhos para
producdo de soro policlonal anti-rRmS-3. O soro produzido (nas diluicbes de 1:200 e

1:2000) reconhece a RmS-3 recombinante (Figura 7).

130
95
72
55

43 |

34

26

Figura 5. Expressdo da proteina rRmS-3 em E. coli. A expressdo da proteina recombinante foi
induzida por 2 h com a adi¢do de IPTG (1 mM). (A) As amostras foram separadas em fracéo
soluvel (sobrenadante) e insoltvel (precipitado). Essas fragcdes foram submetidas a SDS-PAGE
12% para andlise da expressdo da proteina recombinante: (1) fracdo solivel ndo-induzida, (2)
fracdo insoltvel ndo-induzida, (3) fracdo soltvel ap6s 2 h de indugdo e (4) fracdo insoltvel apds 2
h de indug&o. (B) As proteinas foram reveladas por coloragdo com azul brilhante de Coomassie (A)
e sondadas com anticorpo anti-polihistidina. A massa molecular da proteina com a cauda de
histidina esta marcada com a seta (~45 kDa).
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Figura 6. Analise da purificacdo e solubilizagdo da rRmS-3 por eletroforese em gel SDS-PAGE
12%. Os corpusculos de inclusdo foram coletados por centrifugacdo e lavados trés vezes com PBS
e solubilizados com tampéo de solubilizagdo (Tris-HCI 20 mM, uréia 8 M, pH 7,4). A fracéo
solubilizada foi dializada, e aplicada em coluna de afinidade (HisTrap) que foi eluida com o mesmo
tampdo contendo diferentes concentracdes de imidazol. (1) fragdo solubilizada, (2) material ndo
ligado na coluna, (3) material eluido com tampao isento de imidazol, (4) eluicdo com 100 mM de
imidazol, (5) eluicdo com 200 mM de imidazol, (6) eluicdo com 300 mM de imidazol e (7) eluicéo
com 500 mM de imidazol.

17

Figura 7. Imunogenicidade da rRmS-3. Western blot sondando rRmS-3 com anti-soro produzido
por coelhos imunizados com a proteina recombinante purificada. (1) rRmS-3 sondada com
anticorpo anti-polihistidina 1:1000 (2) rRmS-3 sondada com o soro pré-imune de coelho 1:200 (3)
rRmS-3 sondada com soro imune 1:200 e (04) rRmS-3 sondada com soro imune na diluicdo

1:2000.
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3.2.2.4 Identificagdo da proteina nativa

Para investigar a distribuicdo tecidual e a secre¢cdo de RmS-3 na saliva, o0 soro anti-
rRmS-3 produzido foi utilizado para testar a presenca desta na saliva e em extratos
proteicos de diversos tecidos de R. microplus. Em todos tecidos testados, o soro anti-
rRmS-3 reconheceu uma proteina de aproximadamente 60 kDa (Figura 8). O fato do
tamanho da proteina nativa ser maior que o predito (43 kDa) pode ser consequéncia de
modificagdes pos-traducionais como glicosilacdo, tendo em vista que RmS-3 possui trés
provaveis sitios para N-glicosilagdo. O reconhecimento do soro anti-rRmS-3 da proteina
nativa na saliva corrobora com os dados proteémicos da saliva teledginas de R. microplus

gue mostram a presenca de peptideos com a mesma sequéncia que segmentos da cadeia de
RmS-3.
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Figura 8. Anélise da RmS-3 nativa em diferentes tecidos. Extratos proteicos de diferentes tecidos
do carrapato (1) PCA, (2) FCA, (3) POV, (4) FOV, (5) PMG, (6)FMG, (7) PSG, (8) FSG e (9)
saliva, foram sondados com o soro policlonal anti-rRmS-3 na dilui¢do de 1:100. Nota-se
predominantemente a identificacdo de uma proteina com massa molecular de aproximadamente 60
kDa em saliva, e em menor propor¢do nos demais tecidos.
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4. DISCUSSAO GERAL

Levando em conta que as linhas de defesa primarias do hospedeiro frente a
hematofagia (sistema hemostatico e sistema imunoldgico) sdo vias mediadas por serino
endopeptidases e reguladas por serpinas (Huntington, 2006; Gettins, 2002), se supde
que carrapatos codificam esses inibidores para contrapor essas defesas do hospedeiro
(Mulenga et al., 2001). O numero de sequéncias conhecidas que codificam serpinas em
diferentes espécies de carrapatos € crescente (Mulenga et al., 2001; Mulenga et al.,
2003; Sugino et al., 2003; Imamura et al., 2005; Prevot et al., 2006; Mulenga et al.,
2007; Mulenga et al., 2009). Embora dados de estudos de transcritbmica de R.
microplus revelem a presenca sequéncias condizentes com serpinas, os dados de
caracterizacdo dessas proteinas pertencentes a essa superfamilia sdo escassos, 0 que
motivou a realizagéo desse trabalho.

Atualmente, dados de estudos transcritbmicos de R. microplus estdo disponiveis
no banco de dados BmiGI (Guerrero et al., 2005; Saldivar et al., 2008; Wang et al.,
2007). Grupos de pesquisa do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Entomologia Molecular (INCT-EM) também realizaram estudos transcriptbmicos de
diferentes tecidos e estdgios de desenvolvimento do carrapato bovino (dados ndo
publicados). Teoricamente, a soma dos dados desses bancos cobrem boa parte do
genoma do R. microplus.

As ferramentas de busca usadas foram eficientes na identificacdo de serpinas
nesses bancos de dados, permitindo a identificacdo de 26 sequéncias que teoricamente
codificam serpinas, sendo que 16 delas sdo sequéncias completas. Para ter uma ideia
acerca do perfil transcricional dessas sequéncias, os dados obtidos por RT-PCR
mostram que em todos os tecidos e nos diferentes estigios de desenvolvimento do
parasita ha transcricdo das diferentes RmS. Esse perfil de transcricdo nos diferentes
tecidos e estagios de desenvolvimento sugere que essas proteinas possuem importancia
na fisiologia do carrapato, podendo relacionarem-se diretamente com a modulacdo das
respostas de defesa do hospedeiro (atuando diretamente frente as endopeptidases que
regulam o sistema hemostatico e o sistema imune) assim como na manutencdo de outras
vias fisioldgicas do carrapato. Serpinas tem sido identificadas em diversas espécies de
artropddes e estdo relacionadas com a regulagdo de respostas imunes sistémicas contra
fungos e bacterias reguladas pela ativacdo da via da profenoloxidase e melanizacéo
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(Wang & Jiang, 2004; De et al., 2002), coagulacdo da hemolinfa (Miura et al., 1995) e
morfogénese (Reichhart et al., 2011). E bem provavel que essas proteinas desempenhem
funcbes similares no carrapato. Contudo estudos mais aprofundados necessitam ser
realizados para comprovar tais funcdes. Somente para RmS-1 e RmS-5 os transcritos
correspondentes ndo foram identificados em nenhum dos tecidos e estdgios de
desenvolvimento analisados. Entretanto, é possivel que estas duas serpinas sejam
transcritas em algum momento, pois 0 banco de dados BmiGl, de onde essas duas
sequéncias foram identificadas, € composto por transcritos obtidos de varias populactes
de carrapatos e exemplares expostos a algumas condigdes (tratamento com acaricidas,
diferentes condicdes de humidade e calor, dentre outras) e nem todas essas condic¢des
podem estar presentes nos exemplares de carrapatos utilizados neste trabalho.

A predicdo de regides consideradas como RCL e das ligacGes susceptiveis de
hidrolise nas serpinas foi baseada no consenso de que ha 17 residuos de aminoacidos
entre o inicio da regido da dobradica da RCL e a ligacdo susceptivel. De acordo com o
consenso da regido da dobradica, a excecdo de RmS-12 (que possui G-L-F-L, portanto
fora do consenso) todas as demais RmS encontradas provavelmente sdo inibitorias, o
que atesta a provavel atividade de regulacdo de peptidases desses inibidores. Serpinas
ndo inibitorias estdo envolvidas em diferentes processos em mamiferos, como por
exemplo, transporte de hormdnios e atuacdo como chaperonas (Potempa et al., 1994;
Sauk et al., 2005). Vale salientar ainda que as analises realizadas tém como base RCL
compostos por 21 residuos de aminoacidos, porém ha serpinas que apresentam o0 RCL
com tamanhos diferentes (Gettins, 2002; Li et al., 1999).

Na regido do RCL, o residuo P; é o responsavel pela especificidade priméria das
serpinas. Diversos estudos de mutagénese mostram que alteraces nesse residuo alteram
a atividade inibitdria das serpinas (Owen et al., 1983; Li et al., 1999). Em mamiferos, as
serpinas as-antitripsina, as-antiplasmina, antitrombina, inibidor da proteina C ativada e
inibidor de C1 (Gettins, 2002) regulam a coagulacdo sanguinea, inflamacéo e ativacdo
do sistema complemento. Essas serpinas possuem um residuo basico (K ou R) na
posicdo P; do RCL, concordando com a especificidade das endopeptidases envolvidas
nestes processos (todos os substratos destas enzimas possuem residuo de aminoacido
basico na posicdo P;). Considerando as diversas RmS do carrapato R. microplus, nove
aminoéacidos diferentes ocupam a posi¢do Py, sendo que seis das RmS (RmS-5, RmS-6,
RmS-9, RmS-13, RmS-15 e RmS-16) possuem residuo de aminoacido basico em P;.

Mais interessante ainda é o fato de que a grande maioria dessas serpinas com residuo de
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aminoéacido basico em P; (RmS-6, RmS-9, RmS-13, RmS-15 e RmS-16) provavelmente
sdo secretadas. O perfil de transcricdo dessas serpinas mostra que na transicdo de
partendgina para teledgina, ou seja, na passagem de um estado de pouca ingestdo de
sangue para o estado que faz um grande repasto sanguineo, ha inducéo da transcricao,
em glandula salivar, de RmS-3, RmS-9, RmS-13, RmS-15 e RmS-16.

De todas essas serpinas diferencialmente transcritas em glandula salivar,
somente RmS-3 ndo possui um residuo basico em Py, posicdo esta que é ocupada por
um residuo L. Como mencionado acima, embora a quase totalidade das serpinas
envolvidas na inibi¢do das enzimas da cascata da coagulacdo possuem um residuo de
aminoacido béasico na posi¢do P;, o cofator Il da heparina € diferente. Ele inibe trombina
mesmo possuindo um residuo de leucina na posi¢do P;. O RCL de RmS-3 apresenta
65% de identidade na sequéncia do RCL do cofator Il de heparina. Além do mais, 0
RCL da RmS-3 é 75% idéntico a serpina HLS-2 de H. longicornis.. Essas trés serpinas
(RmS-3, HLS-2 e cofator Il de heparina) possuem os residuos P-L-S nas posi¢des Po-P;-
P, respectivamente. A serpina rHLS-2 tem atividade anticoagulante e inibe trombina in
vitro (Imamura et al., 2005). Esses dados sugerem que RmS-3 possa atuar como um
inibidor de trombina.

Todos esses dados sdo compativeis com o contexto da manipulacdo dos
processos de defesa do hospedeiro por parte do carrapato utilizando serpinas.
Entretanto, isso deve ser confirmado por estudos mostrando o aumento efetivo destas
moléculas na saliva de teledginas em relacdo a saliva de patendginas e a identificacao de
quais enzimas do hospedeiro séo realmente inibidas por estas serpinas.

A obtencdo de rRmS-3 e seu anti-soro possibilitou ampliar o estudo desta
proteina. O soro anti-rRmS-3 reconheceu uma proteina de 55-60 kDa em todos os
tecidos do carrapato, e em saliva de fémeas totalmente ingurgitadas. Em um primeiro
momento, a diferenca de tamanho da proteina nativa em relacdo a recombinante sugere
haver discrepancia nos resultados, porém existem fatos que explicam isso. Uma
caracteristica muito comum em serpinas é a presenca de uma cadeia polissacaridica N-
ligada. Por exemplo, a massa molecular da antitrombina humana é de 58 kDa, uma
massa aproximadamente 15% maior que a massa predita (com base na composigéo de
aminoacidos), correspondendo aos carboidratos presentes na molécula. Essa
caracteristica € comum também em outras serpinas de mamiferos, como por exemplo, a
serpina que inibe a fragdo C1 do complemento. A cadeia polipeptidica do inibidor de C1

(478 aminoacidos) possui massa molecular de 52 kDa, o que é 51% da massa molecular
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da proteina nativa, que possui massa de 104 kDa. Essa caracteristica esta relacionada a
presenca de 19 sitios de glicosilacdo na proteina (Bock et al., 1986). Uma alternativa
para comprovar glicosilagdo em RmS-3 é o tratamento dos extratos proteicos com
diferentes endoglicosidases e comparar as massas moleculares da proteina antes e
depois desse tratamento.

A presenca de anticoagulantes tem sido demonstrada em diversas espécies de
hematdfagos, sendo que as massas moleculares desses anticoagulantes variam
geralmente entre 1 a 20 kDa, na sua grande maioria sendo proteinas pertencentes a
familia de inibidores tipo Kunitz (Maritz-Olivier et al., 2007). Contudo, varios
anticoagulantes isolados de animais hemat6fagos sdo maiores do que o tamanho usual
desses inibidores. Um inibidor de fator Xa obtido de R. appendiculatus possui 65 kDa
(Limo et al., 1991). Gaspar e colaboradores (1995) mostram que Ornithodorus savinyi
possui um anticoagulante de 50 kDa. Embora as caracteristicas estruturais dessas
proteinas ndo foram elucidadas, os seus tamanhos indicam que elas podem pertencer ao
grupo das serpinas (Mulenga et al., 2001). Poucos sdo as descricbes de obtencéo,
purificacdo e caracterizacdo de serpinas nativas em hematdfagos. A Unica serpina de
hematofago que foi isolada, purificada e posteriormente clonada e obtida por via
recombinante é o inibidor de fator Xa isolado de glandula salivar de Aedes aegyptii que
possui 55 kDa (Stark & James, 1998).

A saliva de R. microplus possui atividade anticoagulante (Horn et al., 2000;
Ciprandi et al., 2006). Horn et al. (2000) identificaram que a saliva de fémeas
totalmente ingurgitadas de R. microplus possui um inibidor de trombina, denominado
BmAP (Boophilus microplus Anticoagulant Protein), de massa molecular de 60 kDa e
potente atividade inibitoria, apresenta ICsy de 100 nM para inibicdo da atividade da
trombina sobre fibrinogénio que também inibe a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina. A inibicdo de trombina foi verificada através de ensaios enzimaticos onde a
BmAP inibe a hidrolise de substratos de cadeia peptidica curta, evidenciando a
interacdo com o sitio ativo da trombina. Correlacionando os dados obtidos na
caracterizacdo da RmS-3 com os dados descritos para a BmAP, sugerimos que este
ultimo seja um inibidor de trombina pertencente a superfamilia das serpinas. A primeira
correlagdo surge da identificacdo de uma proteina de 60 kDa quando saliva é sondada
com o soro anti-rRmS-3. Além do mais, a saliva de R. microplus, quando fracionada por
gel filtracdo, apresenta o pico correspondente ao BmAP com perfil eletroforético (SDS-

PAGE 12%) semelhante ao perfil identificado pelo soro anti-rRmS-3, isto é, a presenca
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de uma banda dupla na mesma altura das proteinas nativas identificadas na saliva. Outro
fato que suporta nossa hipltese é que serpinas interagem com o sitio ativo da
endopeptidase, 0 que também é evidenciado nos estudos bioquimicos da BmAP. A
elucidacdo da estrutura do BmAP ainda necessita ser melhor caracterizada, porém os
dados disponiveis sugerem que ela pertencente a superfamilia das serpinas.

Assim como em outros organismos, o grande repertorio de serpinas do carrapato
bovino indica que possivelmente participam na modulagdo das respostas do hospedeiro
como também em processos fisioldgicos do préprio carrapato. Através do presente
trabalho, podemos concluir que o carrapato bovino possui grande repertorio de serpinas.
O perfil de transcri¢do desses inibidores revela que as mesmas séo transcritas na maioria
dos tecidos analisados e nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasita. RmS-3
é secretada na saliva, como evidenciado pela detec¢do da mesma utilizando soro anti-
rRmS-3. Os papéis bioldgicos de cada uma dessas serpinas estdo longe de serem
compreendidos, mas 0 conhecimento que o presente trabalho trouxe permite ampliar e

construir hipoteses e ferramentas que permitem novas abordagens a este problema.
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5. CONCLUSAO

o Identificacdo de vinte e seis sequéncias que codificam serpinas;

. De acordo com o tamanho e massa molecular predita, dezesseis sdo
sequéncias completas;

o Possuem identidade com serpinas de diferentes espécies de carrapatos;

o Perfil de transcricdo de serpinas difere entre os tecidos e estagios de
desenvolvimento;

o A grande maioria delas sdo provavelmente serpinas inibitdrias,
apresentando conservacdo na estrutura secundaria e na presenca de aminoacidos
essenciais a atividade inibitoria;

o RmS-3 possui transcri¢do diferenciada em glandula salivar e é secretada

na saliva
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6. PERSPECTIVAS

As informacdes das sequéncias de cDNA identificadas contribuirdo para a
producdo das serpinas de carrapato na forma recombinante, produzindo material para
estudos explorando as funcBes dessas proteinas in vitro e in vivo.

A obtencdo dessas serpinas em quantidades adequadas permitira o estudo do
potencial imunoprotetor dessas proteinas, podendo tornar-se um produto biotecnoldgico

compondo uma vacina contra o carrapato bovino.
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