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Resumo

Introdugao: Rhipicephalus microplus € um parasito importante na bovinocultura.
Novas estratégias de controle dependem de um maior entendimento da sua
fisiologia e da relagéo parasito-hospedeiro, e moléculas envolvidas na aquisi¢céo e
digestdo de sangue sédo alvos interessantes. Objetivo: determinar o mecanismo
de acéo do inibidor de coagulagdo BmGTI (Boophilus microplus Midgut Thrombin
Inhibitor). Metodologia: BmGT]I foi obtido a partir do homogenato de intestino de
fémeas de R. microplus parcialmente ingurgitadas utilizando técnicas de
cromatografia de troca ionica, gel filtragdo e afinidade por trombina. A atividade
inibitéria foi monitorada pelo ensaio de coagulagédo do fibrinogénio induzida por
trombina. A preparagdo de BmGTI foi avaliada por SDS-PAGE e analisada por
LC-MS/MS. A provavel ORF de BmGTI foi clonada no plasmideo pPIC9, expressa
em Pichia pastoris e purificada. Diferentes razées molares de trombina:rBmGT]
foram examinadas para atividade inibitéria de trombina sobre a clivagem do
fibrinogénio em pH 7,5. E64 foi usado para bloquear o sitio ativo de rBmGTl e o
ensaio de inibigdo foi realizado. Diferentes razdes molares de trombina:rBmGT]
foram incubadas e analisadas por SDS-PAGE para verificar interagdes entre as
proteases. A atividade de rBmGTIl sobre o fibrinogénio foi analisada pela
incubagédo de ambos. Resultados e Discussao: Baseado na m/z dos fragmentos
tripticos de BmGTI sua sequéncia foi identificada como BmCL1, uma catepsina L-
like protease ativa em pH acido, mas sem capacidade de hidrolisar substrato
sintético em pH 27,0. rBmCL1/BmGTI foi expressa em P. pastoris como pro-
enzima e apos ativagado, a enzima foi purificada. Diferentes razdes molares de
trombina:rBmCL1/BmGTI foram ensaiadas; quando a concentracdo de
rBmCL1/BmGTI estava 64 vezes maior do que a de trombina, esta apresentou
atividade residual de 37%. Quando rBmCL1/BmGT] teve seu sitio ativo bloqueado
por E64, ndo houve inibicdo da atividade de trombina sobre fibrinogénio. A analise
do fibrinogénio por SDS-PAGE, apéds incubagdo com rBmCL1/BmGTI, mostrou
que as cadeias a e 3 do fibrinogénio sao hidrolisadas. Conclusao: A partir destes
resultados, concluimos que BmGTI inibe a coagulagdo sanguinea pela hidrélise

das cadeias a e 3 do fibrinogénio.
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Abstract

Introduction: Rhipicephalus microplus is an important parasite of cattle. New
strategies for control depend on a better knowledge of its physiology and host-
parasite relationship, and molecules involved in acquisition and digestion of blood
meal are interesting targets. Objectives: to determine how BmGTI (Boophilus
microplus Midgut Thrombin Inhibitor) inhibits coagulation. Materials and Methods:
BmGTI was obtained from partially engorged females midguts homogenate
through ion exchange, size exclusion and thrombin-affinity chromatographies.
Thrombin inhibition activity was measured by thrombin-induced fibrinogen clotting
assay. BmGTI preparation was checked by SDS-PAGE and analyzed by LC-
MS/MS. BmGTI putative ORF was cloned in pPIC9 plasmid, expressed in Pichia
pastoris and purified. Different molar ratios of thrombin:BmGTI were examined for
inhibitory activity of thrombin upon fibrinogen cleavage at pH 7.5. E64 was used to
block BmGT]I active site and inhibitory activity was assayed. Different molar ratio of
thrombin:BmGTI were incubated and analyzed by SDS-PAGE to verify protease-
inhibitor interactions. BmGTI direct activity upon fibrinogen was analyzed after
incubation by SDS-PAGE. Results and Discussion: Based on m/z of the BmGTI
tryptic fragments it was identified as BmCL1, a cathepsin L-like proteinase active
at acidic pH, but unable to hydrolyze synthetic substrate at pH =27.0.
BmCL1/BmGTI was expressed in P. pastoris as pro-enzyme and after activation
the enzyme was purified. Different molar ratios of thrombin:rBmCL1/BmGTI| were
assayed, and when rBmCL1/BmGTI concentration was 64-fold higher than
thrombin concentration, this enzyme residual activity was 37%. When
rBmCL1/BmGTI has its active site blocked with E-64, it was unable to inhibit
thrombin activity upon fibrinogen. Analysis by SDS-PAGE of fibrinogen after
incubation with rBmCL1/BmGTI showed that fibrinogen chains a and B were
hydrolyzed. Conclusion: Based on these results, we concluded that
rBmGTI/BmCL1 inhibits blood coagulation through hydrolyzes of fibrinogen chain-
a and f.
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1 Introducgao

Carrapatos sao ectoparasitos do filo Arthropoda, hematéfagos de
mamiferos, aves, répteis, anfibios (ANDERSON & MAGNARELLI, 2008) os quais
estdo amplamente distribuidos a nivel mundial (JONGEJAN & UILENBERG,
2004). Estao incluidos na classe Arachnida, ordem Acarina e subordem Ixodida, a
qual é dividida em trés familias: Ixodidae (carrapatos duros), Argasidae
(carrapatos moles) e Nutalliellidae. Os argasideos compreendem 183 espécies
em 4 géneros (Argas, Carios, Ornithodoros e Otobius). Os ixodideos contém 241
espécies no género Ixodes e 442 espécies compreendidas nos géneros
Amblyomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor e Rhipicephalus.
A familia Nuttalliellidae € representada pelo género monoespecifico Nuttalliella, o
qual possui uma unica espécie, Nuttalliella namaqua (HORAK & CAMICAS, 2002;

BARKER & MURRELL, 2004).

Vetores de micro-organismos, protozoarios, bactérias e virus, os carrapatos
sd0 0s maiores transmissores de patdogenos dentre os acaros (JONGEJAN &
UILENBERG, 2004), ficando atras apenas de mosquitos no que se refere a
transmissao de patdégenos para o homem (SONENSHINE, 1991). A picada de
algumas espécies de carrapato pode causar paralisia, toxicose, alergia e irritagao.
A importancia na transmissao de doencas pode ser avaliada pela morbidade e
mortalidade em humanos e animais domésticos; enquanto que a importancia para

a pecuaria esta também relacionada as perdas econdmicas aos produtores rurais,
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principalmente em regides da Africa, Asia e América Latina (JONGEJAN &

UILENBERG, 2004).

1.1 O Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, também conhecido como
carrapato-do-boi, é o carrapato de maior importancia econémica no Brasil, sendo
que o prejuizo anual no pais causado por este ectoparasito foi estimado em US$
3,24 bilhdes (GRISI et al., 2014). Estas perdas econbmicas estdo relacionadas
tanto ao parasitismo do R. microplus, que provoca diminuicado da producdo de
carne e leite devido a espoliagdo sanguinea e suas consequéncias (anemia,
prurido, irritacdo, perda de peso, miiases e desvalorizagdo dos couros), quanto
pela transmissao de agentes causadores de doengas, como a tristeza parasitaria
bovina (causada pelo protozoario Babesia spp. € a bactérias Anaplasma spp.)
(JONSSON, 2006; ANDREOTTI, 2010). RODRIGUES & LEITE (2013) estimaram
um prejuizo na produgao de leite em 90,24 litros por vaca por lactagdo, causados
pelo R. microplus no estado de Minas Gerais. Na bovinocultura de corte, o
ingurgitamento de uma unica fémea de R. microplus é capaz de causar perda de
peso de 1,37 g em Bos taurus. Considerando o grande numero de carrapatos que
infestam um bovino ao longo de sua vida, isto corresponde a perda de varios

quilos (JONSSON, 2006).

O R. microplus é originario do sudeste da Asia e foi amplamente

disseminado pela Australia, leste e sul da Africa, centro e sul da América
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(JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Devido a diferengas morfolégicas e genéticas
entre cepas de R. microplus da Australia e da América/Asia, foi proposto que as
diferengas biogeograficas e ecoldogicas teriam resultado em duas espécies
diferentes deste carrapato, R. australis e R. microplus (DE LA FUENTE et al.,

2000; LABRUNA et al., 2009).

O R. microplus é um parasito monoxeno, que possui como hospedeiro
preferencial bovinos (SONENSHINE, 2013), mas pode eventualmente completar
seu ciclo alimentando-se em outros animais como ovelhas, veados, cavalos,
bufalos, entre outros (FRANQUE et al., 2009; BENITEZ et al., 2012; POPARA et

al., 2013; GARCIA et al., 2014).

O método de controle mais utilizado para o controle das infestagbes por R.
microplus € o uso de carrapaticidas. Na pratica da produgao pecuaria, ha uso
indiscriminado e inadequado de carrapaticidas, o que tem levado a selecéo e
proliferagdo de populagdes resistentes as drogas carrapaticidas, além de produzir
contaminagao ambiental e deixar residuos quimicos nos produtos derivados dos
animais tratados. Um dos motivos do uso disseminado e inadequado de
carrapaticidas deve-se ao fato de ndo existir no Brasil um programa oficial de
controle do carrapato, permitindo que os métodos e critérios de controle sejam
decididos unicamente pelos fazendeiros (FURLONG, 2003; ANDREOTTI, 2010).
Dessa forma, o uso de métodos de controle alternativos vém sendo pesquisados,
como o controle biolégico por fungos (SANTI et al., 2009; BEYS DA SILVA et al.,

2010; FERNANDES et al., 2012) e o controle imunoldégico por meio de vacinas
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(PARIZI et al., 2012a, 2012b; MERINO et al., 2013; DE LA FUENTE &
CONTRERAS, 2015). Apesar do grande esforgo aplicado no desenvolvimento de
vacinas para controle do carrapato, at¢é o momento ndo ha vacina eficaz contra
este parasito. O estudo da fisiologia do carrapato e da interagdo parasito-
hospedeiro sdo conhecimentos que podem contribuir para a formulacido de
vacinas efetivamente eficazes (PARIZI et al., 2009). Moléculas envolvidas na sua
sobrevivéncia, como aquisi¢do e digestdo do sangue e modulagdo da resposta
imune, sao alvos terapéuticos e imunoldgicos promissores para o controle deste

parasito.

O ciclo de vida do R. microplus pode ser dividido em fase de vida
parasitaria e de vida livre, esta ultima tendo duracdo dependente das condicdes
ambientais de temperatura e umidade, em condi¢cdes ideais dura cerca de um
més, e em condicdes adversas pode durar até um ano. A etapa que demarca o
inicio desta fase é quando as fémeas totalmente ingurgitadas (teledginas)
desprendem-se do hospedeiro, caem ao solo e buscam um local para postura dos
ovos. A oviposi¢ao termina em aproximadamente 18 dias apds o inicio desta fase,
com aproximadamente 3000 ovos postos. No 21° dia, ocorre a eclosao dos ovos,
e apos sete dias as larvas infestantes estdo prontas para iniciar a fase de vida

parasitaria (ROCHA, 1997).

A fase de vida parasitaria dura em média 21 dias, e tem inicio quando as

larvas infestantes encontram e fixam-se no hospedeiro. Inicialmente, as larvas

alimentam-se de linfa, sofrem metamorfose para metalarva e em seguida, para
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ninfa. O dimorfismo sexual das ninfas ocorre apos sete dias, dando origem as
neoginas (fémeas) e neandros (machos). Quando adultos, os machos (agora
chamados de gonandro) copulam com as fémeas, e apenas aquelas fémeas que
sdo fecundadas completam o ciclo de vida parasitario. Estas, iniciam a
hematofagia passando pela etapa de partendgina (parcialmente ingurgitadas) e
enfim, teledginas (totalmente ingurgitadas). A fase de vida parasitaria finaliza
quando as teledginas desprendem-se do hospedeiro. Os machos permanecem
por mais tempo no hospedeiro e se fixam apenas para o repasto sanguineo,

podendo assim acasalar com varias fémeas (ROBERTS, 1968; ROCHA, 1997).

1.2 Hematofagia e Digestao de Sangue

E pela hematofagia que as fémeas de carrapatos fazem sua alimentacéo a
fim de concluir o ciclo de vida parasitario. Os carrapatos ixodideos fixam-se ao
hospedeiro pelas pegas bucais e alimentam-se apenas uma vez por estagio de
vida. A primeira etapa para o inicio da alimentacdo, que dura aproximadamente
um dia, envolve a perfuragao inicial da pele do hospedeiro para estabelecer o
local de fixacdo. A alimentacdo das fémeas ocorre durante dias, sendo que
durante um periodo de trés a cinco dias (dependendo da espécie do carrapato) a
alimentagdo ¢é lenta e nos ultimos um ou dois dias ocorre um rapido
ingurgitamento, no qual a fémea adquire % do volume total de sangue que foi
ingerido. A fémea totalmente ingurgitada ingere um volume de sangue que é
equivalente a cerca de 100 vezes o seu peso inicial antes do inicio do periodo de

hematofagia (SONENSHINE, 2013).
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Durante a alimentagdo, ha uma alternancia entre salivagao e ingestao de
sangue: o intestino bombeia agua e eletrélitos na hemocele, que voltam a saliva,
enquanto que o alimento fica armazenado no intestino (GREGSON, 1967,
FRANCISCHETTI et al., 2009). A condigdo ideal para hematofagia seria uma
situagado na qual ndo houvesse coagulagao, a fluidez sanguinea fosse intensa e o
hospedeiro ndo pudesse mecanicamente interromper o processo como, por
exemplo, com movimentos da cauda e rocar-se contra superficies. No entanto, o
hospedeiro possui mecanismos de defesa que dificultam a hematofagia, por meio
da hemostasia, inflamagcdo e reposta imune adaptativa (RIBEIRO &
FRANCISCHETTI, 2003). O sucesso na alimentagcéo do carrapato deve-se a um
processo evolutivo, no qual os componentes salivares auxiliam o parasito a
evadir-se das defesas do hospedeiro tanto contra a hemostasia (coagulagao
sanguinea, agregacgao plaquetaria e vasoconstricdo) quanto para os processos de
resposta imune inata e adaptativa. O desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria no local da picada prejudica o processo de alimentagao por impedir a
fluidez sanguinea e por provocar dor e prurido. Dessa forma, a saliva destes
parasitos contém moléculas com atividades anticoagulante, antiplaquetaria,
vasodilatadora,  anti-inflamatéria e  imunomodulatérias  (RIBEIRO &

FRANCISCHETTI, 2003; FRANCISCHETTI et al., 2009).

A digestdo do sangue em carrapatos € um processo lento intracelular, que
ocorre em vesiculas acidicas no interior das células epiteliais intestinais
(GRANDJEAN & AESCHLIMANN, 1973). A hipotese é que os tipos celulares

encontrados no epitélio intestinal sejam na verdade o mesmo tipo de célula
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(chamada de célula digestiva) em diferentes estagios de maturagéo, passando
pelas fases de crescimento, diferenciacao e alterando as funcdes de endocitose,
digestdo lisossomal, secregcdo e formagdo de hemossomos (organelas que
contém heme agregado; o sequestro de heme evita sua toxicidade). Durante o
periodo de alimentagdo lenta ocorre uma maturagdo gradual das células
digestivas, que se desprendem do epitélio. No periodo de ingurgitamento rapido,
o perfil das células observadas é bem diferente do inicial, mantendo-se
associadas ao epitélio (AGYElI & RUNHAM, 1995; LARA et al.,, 2003, 2005;

FRANTA et al., 2010).

A hemoglobina liberada dos eritrocitos € o componente nutritivo primario, e
o sangue ingerido é fonte de proteinas para processos anabdlicos como
vitelogénese e ovogénese (SONENSHINE, 1991). As células digestivas utilizam
pelo menos dois mecanismos endociticos diferentes para o processamento das
proteinas do sangue, como demonstrado por LARA et al. (2005) em experimentos
com R. microplus com as duas proteinas sanguineas mais abundantes: albumina
e hemoglobina. A captagdo da albumina parece ocorrer de um modo endocitico
fluido ndo-especifico (LARA et al., 2005), sendo em seguida transportada para
vesiculas acidicas digestivas, nas quais enzimas proteoliticas clivam a proteina
(SOJKA et al., 2015). Em relagdo ao mecanismo observado com a hemoglobina,
receptores de superficie celular estariam envolvidos na captagdo da hemoglobina
para entdo esta ser entregue a vesiculas endociticas (LARA et al., 2005), nas
quais uma cascata de enzimas proteoliticas degradam a hemoglobina (HORN et

al., 2009). A existéncia de um mecanismo diferenciado para processamento da
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hemoglobina pode ser entendido como uma protegdo a potencial toxicidade do
grupo heme (LARA et al., 2005). Em 2015, LARA et al. identificaram um
transportador do tipo ABC (RmABCB10) na membrana das vesiculas digestivas
de R. microplus, envolvido no transporte de heme destas membranas para o
citosol. Além disso, foi sugerido a presengca de transportadores ABC na
membrana dos hemossomos, dentre os quais este mesmo receptor RmABCB10

poderia estar envolvido (LARA et al., 2015).

1.3 Catepsinas Envolvidas na Digestao de Sangue

Cisteino proteases sao enzimas proteoliticas que hidrolisam ligagbes
peptidicas por meio de um residuo reativo de cisteina em seu sitio catalitico, o
qual forma um intermediario covalente com o grupamento carbonila da ligagao
peptidica suscetivel no substrato. A maior familia de cisteino proteases sédo as do
tipo papaina (papaina-like proteases), que em geral sdo endopeptidases, mas
também podem ter papel como exopeptidases ou ambas. As papaina-like séo
encontradas em virus, plantas, parasitos primitivos, invertebrados e vertebrados

(OTTO & SCHIRMEISTER, 1997; BROMME, 2000).

O nome catepsina, de origem grega (= “digerir’) foi o nome atribuido
originalmente as cisteino proteases papaina-like de mamiferos. Atualmente, o
termo catepsina também se refere a outras familias de cisteino-proteases e para
alguns membros de aspartato- e serino-proteases. As papainas-/ike possuem o

sitio catalitico formado pelos residuos cisteina, histidina e asparagina; enquanto
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que nas serino-proteases, os residuos da triade catalitica sdo serina, histidina e
aspartato. Os residuos cisteina e histidina formam um par iénico estabilizado pelo
asparagina, que esta presente no estado fundamental da enzima independente da
interacdo com substrato. O grupo tiol da cisteina ataca o grupamento carbonila da
ligacdo peptidica do substrato, formando um intermediario tetraédrico que se
cinde em um intermediario enzima acilada (pela formacado de ligagao tiol-éster
entre o grupo tiol da cisteina do sitio ativo e a carbonila que serda a nova
extremidade C-terminal) e o primeiro produto, o peptideo que corresponde ao
segmento da por¢ado C-terminal do substrato. Em seguida, ha formagdo de um
segundo intermediario tetraédrico que facilita a hidrdlise da acil-enzima, que
finalmente é liberada em enzima livre e o segmento N-terminal do substrato

(BROMME, 2000).

O mecanismo proteolitico de degradagcédo da hemoglobina nas vesiculas
digestivas foi descrito por HORN et al. (2009), em estudo com Ixodes ricinus. Em
uma primeira etapa da degradacgao, a hemoglobina é clivada por endopeptidases
catepsinas D (aspartico-proteases) e L (cisteino proteases tipo papaina) e
legumainas (asparaginil-proteases). O grupamento heme agora livre, é
transportado e acumulado nos hemossomos. Em uma segunda etapa de
clivagem, a atividade de endopeptidase de uma catepsina B (familia papaina)
gera fragmentos menores. Este pool de fragmentos é entdo degradado por
exopeptidases, pela atividade de dipeptidase de catepsinas B e C (familia
papaina), as quais atuam nas extremidades C- e N-terminal, respectivamente. Ha

hipétese sobre a participacdo de monopeptidases (serino-carboxipeptidases e
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leucina-aminopeptidases) na liberagdo de aminoacidos destes peptideos
fragmentados derivados de hemoglobina. Ainda, neste estudo foi observado que,
de acordo com a via de degradacao sugerida, o pH 6timo de atividade das
enzimas aumenta gradativamente quando analisadas essas proteinas
individualmente. No entanto, esse gradiente de pH étimo estaria associado a um
mecanismo de regulagao fisiolégica da hemoglobindlise controlado pelo pH da

vesicula digestiva (HORN et al., 2009; SOJKA et al., 2013).

A degradagao da albumina parece ocorrer de forma similar a hemoglobina,
nas vesiculas acidicas, embora sigam rotas endociticas intracelulares diferentes
nas células digestivas de carrapatos. SOJKA et al. (2015) observou que enquanto
na primeira etapa da hemoglobindlise a degradacao é realizada por catepsina D,
na albumindlise a clivagem ocorre principalmente por endopeptidases da familia

das papainas, amparadas por outras cisteino- e aspartico-proteases.

1.3.1 Cisteino-proteases Catepsinas L-like

1.3.1.1 Haemaphysalis longicornis

A presenga de transcritos de genes (HLCG-A e HLCG-B) que codificam

cisteino proteases de intestino de H. longicornis foram identificados por

MULENGA et al. (1999a). Através da técnica de RT-PCR usando cDNA de

intestino de H. longicornis seguido de sequenciamento, foi mostrado que esses

genes possuem alta homologia com sequéncias de outras catepsinas L-like
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(MULENGA et al.,, 1999a). Ensaios de degradagdo de gelatina mostraram a
presenca de duas cisteino-proteases, de 40 e 48 kDa, em extrato de intestino de
H. longicornis. Ambas proteinas mostram maior expresséo no intestino de fémeas
alimentadas do que nado alimentadas (MULENGA et al., 1999b), sugerindo seu

envolvimento na digestdo de sangue.

Uma catepsina L-like HICPL-A foi expressa na forma recombinante em E.
coli e caracterizada tanto na forma de zimogénio quanto de enzima madura. A
enzima mostrou atividade o6tima em pH 3,6 para a hidrolise de substrato
fluorogénico e degradagdo de hemoglobina (YAMAJI et al., 2009). O
silenciamento do gene que codifica para esta enzima por RNA de interferéncia
(RNAI) provocou reducéo de peso e diferengas morfologicas no desenvolvimento
e na sobrevivéncia de fémeas de H. longicornis. Levou também a um aumento da
expressao de outras enzimas envolvidas na hemoglobindlise, provavelmente por

um mecanismo compensatorio (YAMAJI et al., 2013).

1.3.1.2 Ixodes ricinus

A via de degradacédo da hemoglobina no carrapato /. ricinus foi descrita por
HORN et al. (2009). Dentre as catepsinas envolvidas nesta cascata de proteases,
a catepsina L-like IrCL1 foi inicialmente identificada por SOJKA et al. (2008) e
posteriormente caracterizada por FRANTA et al. (2011). IrCL1 esta envolvida na
etapa inicial de degradagdo da hemoglobina, juntamente com a catepsina D IrCD

e a legumaina IrAE. A participacéo desta catepsina L na digestdo de hemoglobina
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foi demonstrada por meio da técnica de RNAIi. Fémeas de [. ricinus que tiveram
silenciado o gene dessa enzima cresceram menos do que fémeas que nao
tiveram o gene silenciado (FRANTA et al., 2011). Sua maior atividade foi
observada no periodo de alimentacio lenta, entre os primeiros dois a seis dias

apos a fixagéo da fémea no hospedeiro (FRANTA et al., 2010).

O mapa de clivagem de IrCL1 mostra preferéncia por aminoacidos de
cadeia polar na posi¢gdo P; (nomenclatura de SCHECHTER & BERGER, 1967);
residuos aromaticos e residuos alifaticos ramificados na posig¢ao P,; em Pz ndo ha
especificidade por substrato; e em P4 ha uma baixa preferéncia por residuos
apolares grandes. Além disso, por técnica de imunohistoquimica, foi observado
que esta enzima esta presente em vesiculas endossomais de células digestivas
metabolicamente ativas, corroborando os dados que mostram sua participacao na

degradagéo de hemoglobina (FRANTA et al., 2011).

1.3.1.3 Rhipicephalus annulatus

SAIDI et al. (2015) identificaram pela primeira vez uma catepsina em R.
annulatus. O gene que codifica para esta enzima foi clonado em E. coli para
também ser sequenciado e caracterizado por bioinformatica. Essa catepsina L-like
foi denominada de RaCL1. Ela possui 98% de identidade com outras duas
catepsinas L identificadas em R. microplus (numeros de acesso no GenBank:
AFQ98385.1 e AFQ98389.1). Considerando a regido que nao apresenta

identidade, RaCL1 é mais hidrofébica, de acordo com as sequéncias de
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aminoacidos preditas para estas trés catepsinas. A analise filogenética descrita
por SAIDI et al. (2015), sugere proximidade genética entre RaCL1 e catepsinas de
R. microplus [GenBank: AFQ98385, AFQ98390, AFQ98392 e AAF61565

(BmCL1)].

A predicdo de regides antigénicas em RaCL1 mostrou que duas regides
ricas em aminoacidos hidrofobicos (4-23 e 278-287) possuem potencial
antigénico (SAIDI et al., 2015). No entanto, nenhum experimento in vitro foi

realizado para confirmar as propriedades enzimaticas e antigénicas de RaCL1.

1.3.1.4 Rhipicephalus microplus

A atividade de cisteino proteases no extrato bruto de intestino de fémeas
de R. microplus foi descrito por MENDIOLA et al. (1996), utilizando substratos
proteicos, peptideos sintéticos e inibidores. Pela especificidade foi sugerida a
presenca de catepsinas L. Contudo, BmCL1 (Boophilus microplus Cathepsin L-
like cysteine protease) (RENARD et al., 2000) foi a primeira catepsina L-like de R.
microplus caracterizada quanto a estrutura primaria, expressa na forma
recombinante e que teve sua especificidade determinada. A enzima nativa tem
atividade proteolitica sobre vitelina de carrapato e hemoglobina bovina em pH 4,0
(ESTRELA et al., 2007; ESTRELA et al., 2010). A enzima recombinante (rBmCL1)
expressa em E. coli hidrolisa os substratos naturais hemoglobina bovina, vitelina
de carrapato e gelatina em pH 3,5, e em pH 5,5 apenas gelatina. Utilizando

substrato sintético como modelo, a enzima mostrou atividade na faixa de pH 2,5
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até 6,5, ndo possuindo atividade sobre esses substratos em pH acima de 7,0
(RENARD et al., 2000). A clivagem de hemoglobina por rBmCL1 pode ocorrer em
diversos sitios, e a estrutura primaria de alguns desses peptideos gerados possui
alta similaridade com peptideos antimicrobianos, sugerindo que a enzima tenha

papel nos mecanismos de prote¢ao antimicrobiana (CRUZ et al., 2010).

A presenca de BmCL1 em vesiculas secretorias das células intestinais de
fémeas adultas parcialmente ingurgitadas foi detectada por imunolocalizagéo.
Analises por RT-PCR mostram a pro-enzima de BmCL1 transcrita no intestino de
fémeas adultas parcialmente ingurgitadas, e no extrato total de larvas, fémeas
parcialmente e totalmente ingurgitadas de R. microplus. Por Western Blot, BmCL1
foi detectada no intestino e extrato total de fémeas parcialmente ingurgitadas (pro-
enzima e enzima madura), e no extrato total de larvas de 5-10 dias (enzima

madura) (RENARD et al., 2002).

A especificidade por substrato de rBmCL1 expressa em Pichia pastoris foi
analisada por varredura posicional em biblioteca combinatéria sintética (PS-SCL)
(CRUZ et al., 2010) e por biblioteca de peptideos em Phage Display (CLARA et
al., 2011). Na posigao P, a preferéncia € por residuos de aminoacidos polares;
em P, a prioridade sao os residuos de aminoacidos apolares Val, Leu e Phe, e 0
aminoacido polar Tyr; nas posi¢cbes P; e P4 sdo preferidos aminoacidos polares

(CRUZ et al., 2010).
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1.4 Cascata de Coagulagao Sanguinea

O modelo de coagulagdo sanguinea proposto por HOFFMAN (2003) (Fig.
1) propde que o processo de coagulagao inicia quando o fator tecidual (TF) é
exposto na corrente sanguinea. O TF n&do é expresso constitutivamente nas
células endoteliais, porém esta presente na membrana das células localizadas no
espacgo extravascular (exemplo, fibroblastos e células da musculatura lisa). A
presenga no sangue de fragmentos de membranas celulares contendo TF,
provenientes de leucdcitos, endotélio e plaquetas, € um fator importante em

processos tromboticos (OSTERUD & BJORKLID, 2006).
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Figura 1. Representacdo diagramatica da cascata de coagulagdo sanguinea.

Adaptado de PINTO et al. (2010).

A) Fase de Iniciacéo

A fase de iniciagdo ocorre na membrana das células que contém TF
(células endoteliais), no momento em que o TF é exposto aos componentes do
sangue no local da lesdo. O TF se liga ao fator VII, presente no sangue, ativando-

o (fVlla) e formando o complexo TF/fVlla na membrana. Este complexo ativa
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pequenas quantidades de fX e fIX. O fV é entdo ativado, tanto pelo fXa quanto por
proteinases ndo envolvidas na coagulagédo. Ocorre entdo a associagao de fXa e
seu co-fator, fVa, formando o complexo fXa/fVa (complexo protrombinase). Este
complexo promove a clivagem de pequenas quantias de protrombina, formando

trombina (Fig. 1 A) (HOFFMAN, 2003).

O fVII pode migrar por entre os tecidos e estar presente na linfa, no espago
extravascular. Dessa forma, a “coagulagdo basal” € um processo que ocorre
normalmente no organismo quando ha o encontro de TF/fVlla, fX e fIX. No
entanto, a coagulagdo em si ndo acontece devido a fatores que estdo ausentes
por manterem-se na corrente sanguinea: plaquetas, fator de von Willebrand

(VWF) e fVIlI (estes dois ultimos formam um complexo) (HOFFMAN, 2003).

B) Fase de Ativacéo

A trombina formada na fase de iniciagao ativa as plaquetas, de forma que
ha exposi¢cdo de receptores e sitios de ligagdo para os demais fatores na
superficie dessas plaquetas ativadas. A trombina, em seguida, ativa os cofatores
fV, fVIII e fXI presentes na superficie das plaquetas ativadas. A ativacédo do fVIII
promove a dissociacao do até entdo complexo fVIII/VWEF, liberando o VWF para
que este promova a adesao e agregacao plaquetaria no local da lesdo (Fig. 1 B)

(HOFFMAN, 2003).
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C) Fase de Propagacéao

A partir deste momento, varias plaquetas foram recrutadas pelo VWF e
estdo presentes no local da lesdo. A fase de propagacgédo ocorre entdo na
superficie das plaquetas ativadas. O fXla ativa mais fIX, e com a presenca de
fVllla na membrana plaquetaria, flXa e fVllla associam-se, formando o complexo
tenase. Este complexo ativa mais fX, o qual juntamente com o fVa forma mais
complexo protrombinase para que a protrombina seja convertida em trombina
(HOFFMAN, 2003). A trombina liberada cliva o fibrinogénio em monémeros de
fibrina, e também ativa o fXIll. Para a polimerizagao e formacdo de uma rede de
fibrina, o fXllla promove a ligagdo covalente entre os monémeros de fibrina,

resultando na formacé&o do coagulo final (Fig. 1 C) (RIDDEL et al., 2007).

D) Fase de Terminacéo

A atividade coagulante é limitada no local da lesdo por um sistema de
inibidores dos fatores de coagulagéo: proteina C, proteina S e trombomodulina
(TM), que n&o permitem a difusdo vascular dos componentes da cascata. Quando
a trombina encontra uma célula endotelial sadia, liga-se a TM presente na
superficie da célula. O complexo trombina/TM ativa a proteina C, a qual
juntamente ao seu co-fator, proteina S, inativam fVa e fVllla. A antitrombina
(ATHI) inibe a atividade da trombina sobre as serino-proteases flXa, fXa, fXla,
fXlla. O inibidor da via TF (TFPI) é secretado pelo endotélio e atua inibindo fXa e

o complexo TF/fVlla (HOFFMAN, 2003; RIDDEL et al., 2007).
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A degradagdo da rede de fibrina é catalisada pela serino-protease
plasmina. Para tal, a fibrina ativa o ativador de plasminogénio tecidual (t-PA).
Este, por sua vez, age convertendo o plasminogénio em plasmina. A plasmina
atua sobre os residuos de lisina até que todo o polimero de fibrina seja

solubilizado (Fig. 1) (DOOLITTLE, 2010).

A serino-protease trombina esta envolvida na ativagao de plaquetas, fV,
fVIII, £XI, X1l e proteina C, além de clivar o fibrinogénio em mondmeros de fibrina
e realizar um feed-back positivo na sua propria producdo durante a fase de
propagacao da coagulagdo (HOFFMAN, 2003; RIDDEL et al., 2007). Portanto, a
trombina possui papel chave na ativagao e regulagdo da coagulagdo sanguinea.
O sitio ativo da trombina esta localizado em uma regido altamente negativa,
sendo composto pelos aminoacidos His, Asp e Ser, presentes na cadeia B da
enzima. A cadeia A (cadeia leve, 36 aminoacidos) ¢é ligada a B (cadeia pesada,
259 aminoacidos) por pontes dissulfeto, porém néo esta diretamente envolvida na
catélise (STUBBS & BODE, 1995). Além do sitio ativo, a cadeia B possui dois
exositios, que estdo envolvidos nas fungdes bioldgicas da trombina. O exositio |
possui carga positiva e é o sitio de ligagao de fibrinogénio, trombomodulina e
hirudina. O exositio || também possui carga positiva, e é onde se ligam heparina e
glicosaminoglicanos. Neste caso, a heparina atua aumentando a atividade
inibitéria da trombina, pois medeia a ligagdo da enzima com o inibidor ATIII
(BODE, 2006). A trombina contém um sitio de ligagdo ao Na*, que possui papel

importante para sua atividade sobre substratos procoagulantes (fibrinogénio),
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protrombéticos (receptores ativados por proteases — PARs) e anticoagulantes

(proteina C) (DI CERA, 2008).

O fibrinogénio é uma glicoproteina que contém trés pares de polipeptideos:
a (67 kDa), B (55 kDa) e y (48 kDa). Estas 6 cadeias estédo ligadas por pontes
dissulfeto, de forma que as regides N-terminal estdo todas localizadas na regiao
central da molécula (Fig. 2) (DOOLITTLE, 2010). A trombina cliva o fibrinogénio
na por¢cao N-terminal das cadeias a e B (BAILEY et al.,, 1951), liberando os
chamados fibrinopeptideos A e B, e a molécula mae é entdo chamada monémero
de fibrina. Esta clivagem libera novas regides N-terminal, que interagem com
outros sitios de polimerizacdo em outras moléculas de monémeros de fibrina. O
fXllla promove ligagbes covalentes entre unidades de polimeros adjacentes,

estabilizando a rede formada (DOOLITTLE, 2010).

Dominio
Central

Figura 2: Representagdao da estrutura do fibrinogénio, mostrando os dominios
globulares das cadeias B e y. Esquema de cores: verde, cadeia q; rosa, cadeia j3;
azul, cadeia y; Ca®, sitio de ligagdo ao calcio. BC e yC denotam os dominio C-

terminal das cadeias [ e y, respectivamente. Adaptado de DOOLITTLE, 2010.
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1.5 Inibidores da Coagulagao Sanguinea em Carrapatos

Em carrapatos, a maioria das moléculas inibidoras da cascata de

coagulagdo do sangue conhecidas agem sobre trombina e fXa (Tab. 1). De um

modo geral, os inibidores de trombina encontrados na glandula salivar, saliva e

intestino ligam-se ao sitio ativo e/ou exositio | da enzima, apresentando alta

afinidade e especificidade. Contudo, a saliva de [Ixodes scapularis possui

atividade fibrinolitica e fibrinogenolitica, o que contribui para a manutengao da

fluidez do sangue durante o repasto sanguineo (FRANCISCHETTI et al., 2003).

Tabela 1 — Inibidores de fXa e trombina em espécies de carrapato.

Espécie Proteina Enzima Localizagéo Peso Referéncia
alvo molecular
(kDa)
Amblyomma AAS19 fXa Saliva 60 KIM et al., 2015
americanum
Amblyomma Americanin trombina  Glandula 12 ZHU et al., 1997
americanum salivar
Amblyomma Variegin trombina  Glandula KOH et al., 2007
variegatum salivar
Boophilus Calcaratin  trombina Veneno 14,5 MOTOYASHIKI
calcaratus et al., 2003
Haemaphysalis Hemalin trombina Intestino 20 LIAO et al.,
longicornis Médio 2009
Haemaphysalis HLS1 trombina  Intestino 41 SUGINO et al.,
longicornis Médio 2003
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Haemaphysalis Mandanin 1 trombina e

longicornis e2 fXa
Hyalomma  Hyalomin-1 trombina
marginatum
Hyalomma fXa
truncatum
Ixodes Ixolaris fXa
scapularis
Ixodes Penthalaris fXa
scapularis
Ixodes Salp14 fXa
scapularis
Ixodes IxscS-1E1  trombina
scapularis
Ixodes Ixophilin trombina
scapularis
Ornithodoros Ornithodorin trombina
moubata
Ornithodoros TAP fXa
moubata
Ornithodoros fXal fXa
savignyi
Ornithodoros ~ Savignin trombina
savignyi

Glandula

salivar

Glandula
salivar
Glandula
salivar
Glandula

salivar

Glandula
salivar

Saliva

Saliva

Intestino

Glandula
salivar
Glandula
salivar
Glandula

salivar

Glandula

salivar

6e7 IWANAGAetal.,
2003;
FIGUEIREDO et
al., 2013
8,5 JABLONKA et
al., 2015
17 JOUBERT et al.,
1995
15,7 FRANCISCHET
Tl et al., 2002;
MONTEIRO et
al., 2005
35 FRANCISCHET
Tl et al., 2004
13,97 NARASIMHAN
et al., 2002
41,7 IBELLI et al.,
2014
18 NARASIMHAN
etal., 2013
12,6 LOCHT et al.,
1996
6 WAXMAN et al.,
1990

7 GASPAR et al.,
1996; JOUBERT
et al., 1998
12,4 NIENABER et
al., 1999
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R. microplus  Boophilin  trombina Intestino 13,9 ASSUMPCAO
médio et al., 2016;
MACEDO-
RIBEIRO et al.,
2008; SOARES
etal., 2012
R. microplus RmS-15 trombina  Glandula RODRIGUEZ
salivar VALLE et al.,
2015
R. microplus  Microphilin  trombina Saliva 1,7 CIPRANDI et
al., 2006
R. microplus BmAP trombina Saliva 60 HORN et al.,
2000

Um inibidor de trombina, denominado de BmGTI (Boophilus microplus Gut
Thrombin Inhibitor), foi identificado por RICCI et al. (2007) no intestino de fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. microplus, sendo obtido por cromatografias de
troca ibnica, gel filtracdo e afinidade por trombina. BmGTI apresenta-se em duas
formas, com pesos moleculares de 26 e 22 kDa, e inibe de modo dose-
dependente a atividade da trombina sobre a clivagem do fibrinogénio e sobre a
agregacao plaquetaria, porém nao inibe a trombina sobre a hidrélise do substrato
sintético curto S2238. Devido a trombina quando ligada a resina na cromatografia
de afinidade ter o sitio catalitico bloqueado pelo inibidor irreversivel PPACK, e ao
fato de o substrato S2238 ligar-se ao sitio ativo, foi sugerido que BmGTI ligasse
ao exositio da trombina. No entanto, BmGTI n&o mostrou atividade inibitoria sobre
outras serino-proteases: plasmina, tripsina, quimotripsina e proteina C ativada

(RICCI et al., 2007). No decorrer do desenvolvimento deste trabalho, o inibidor
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BmGTI foi identificado como uma proteina ja conhecida neste carrapato, a
catepsina L-like denominada de BmCL1. Por este motivo, essa molécula também

esta referida ao longo do texto como BmCL1/BmGT].
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2 Objetivos

2.1 Geral

Caracterizar e determinar o mecanismo de agao da molécula BmGTI na

inibicdo da coagulagéao.

2.2. Especificos

Obtencao e caracterizacédo da proteina BmGT]I nativa;

* Expressao de BmGTI recombinante;

Identificar o alvo de BmGTI na inibi¢do da coagulagao;

Identificar como BmGTI age sobre seu alvo.
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3. Metodologia

3.1 Obtengao de Carrapatos

Carrapatos R. microplus da cepa Porto Alegre foram utilizados para infestar
bovinos da raca Hereford provenientes de zona livre de carrapatos (Santa Vitéria
do Palmar, RS). Os animais foram mantidos isolados em boxes individuais em
instalagdes na Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (Porto Alegre, RS). Bovinos com idade entre 5 e 10 meses foram
infestados com larvas de 15 dias. Fémeas adultas parcialmente ingurgitadas
foram coletadas diretamente dos bovinos quando alcangaram uma média 5 mm, o
que ocorre aproximadamente 24 horas antes de completarem o ciclo de vida
parasitario. Os cuidados com os animais estdo de acordo com as normas desta
Universidade e o experimento aprovado pelo comité de ética em experimentacao
animal desta Universidade (Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA-

UFRGS).

3.2 Extrato de Intestino de Fémeas de R. microplus

As fémeas de R. microplus coletadas foram dissecadas com auxilio de
lupa, através de corte lateral, e os intestinos foram removidos e mantidos em
tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5, a 4 °C. Em seguida estes o6rgdos foram
homogeneizados no mesmo tamp&o, por meio de um Potter (Jika Labortechnik

RW 20.n). O extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 20 min a 4 °C, e o
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sobrenadante foi armazenado a -20 ‘C até o uso. A concentracao de proteinas do
homogenato foi determinada utilizando o método do &cido bicinconinico (BCA),
seguindo as instrugdes do fabricante (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo

Fisher Scientific, Rockford, IL, USA).

3.3 Purificagao de BmGTI

O inibidor BmGT]I foi purificado conforme descrito a baixo, seguindo o
protocolo determinado por RICCI et al. (2007). As cromatografias foram realizadas
em sistema FPLC (Pharmacia/ GE Healthcare Life Sciences, Sao Paulo, Brasil). A
atividade anticoagulante das fragbes das cromatografias foi monitorada utilizando

ensaio de coagulagao do fibrinogénio induzido por trombina.

3.3.1 Cromatografia de Troca Ionica

O extrato de intestino (70 mg de proteina) foi aplicado em uma coluna
HiTrap Q HP (5 mL) (GE Healthcare Life Sciences) previamente equilibrada com
tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,5. Em seguida foi realizada uma etapa de lavagem
com o mesmo tampdo para remocdo do material ndo retido pela resina, as
proteinas ligadas foram eluidas com tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 contendo
NaCl, em gradiente 0-0,8 M seguido por 0,8-1 M, em fluxo de 1 mL/min, e foram
coletadas fragdes de 1 mL. A eluichdo das proteinas foi monitorada por
absorbancia a 280 nm. Cada fragao foi dialisada contra tamp&o Tris-HCI 20 mM

pH 7,5 sem NaCl. Apos a dialise, a atividade anticoagulante de cada uma das
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fragdes foi determinada por ensaio de coagulagcéo de fibrinogénio induzida por

trombina, e aquelas com atividade anticoagulante foram reunidas e concentradas.

3.3.2 Cromatografia de Gel Filtragao

O material com atividade anticoagulante proveniente da separagdo por
troca ionica foi aplicado em coluna Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare Life
Sciences) previamente equilibrada em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5. A elui¢gado
foi feita no mesmo tampao em fluxo de 0,5 mL/min, e fracbes de 0,5 mL foram
coletadas. A eluicdo das proteinas foi monitorada por absorbancia a 280 nm. As
fragdes foram ensaiadas quanto a coagulagdo de fibrinogénio induzida por

trombina.

3.3.3 Cromatografia de Afinidade Trombina-Sepharose

Resina trombina-Sepharose foi preparada pela ligacdo covalente de
trombina bovina purificada a resina Sepharose 4B pré-ativada com brometo de
cianogénio (GE Healthcare Life Sciences). A trombina (5 mg) foi incubada com o
inibidor irreversivel de sitio ativo PPACK (H-D-Phe-Pro-Arg-clorometilcetona) em
excesso molar por 2 h a 4 °C. Em seguida, a trombina tratada foi ligada a resina
de Sepharose (0,3 g) por incubacao a temperatura ambiente por 1 h, em tampao
NaHCO3; 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 8,3; e em seguida bloqueada com etanolamina 1M

pH 8,0.
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As fragdes com atividade anticoagulante provenientes da cromatografia de
gel filtracdo foram reunidas e aplicadas na resina trombina-Sepharose
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5. Apds a etapa de
lavagem, as proteinas retidas foram eluidas em fracées de 1 mL com o mesmo
tampéo contendo NaCl 1 M, e monitoradas por absorbancia a 280 nm. Cada
fracao foi dialisada contra o tampao sem NaCl e testadas quanto a atividade
anticoagulante pelo ensaio de coagulagao do fibrinogénio. As fragdes ativas foram

reunidas e concentradas.

3.4 Ensaio de Coagulagao do Fibrinogénio Induzida por Trombina

Os ensaios foram realizados em microplaca de 96 cavidades com fundo
chato, em tampéao Tris-HCI 20 mM, com 20 nM de trombina e 200 ug de
fibrinogénio para um volume final de 100 pL, incluindo a amostra (20 uL). O
material foi incubado por 10 min a 37 °C com trombina, e a reagao foi iniciada
pela adicdo de 10 yL de solugdo de fibrinogénio 20 mg/mL. A formagdo do
coagulo foi medida pela absorbancia a 650 nm durante 30 min, com leituras em
intervalos de 15 s, a 37 °C, em leitor de microplaca SpectraMax M2 (Molecular

Devices, Sunnyvale, USA).
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3.5 Identificagao do BmGTI

3.5.1 SDS-PAGE e Digestao de Proteinas

Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE)
foi realizada de acordo com LAEMMLI (1970), usando gel de empilhamento 5% e
gel de separacao 14% em sistema BioRad (Hercules, CA, USA). Solugédo de
proteinas conhecidas pré-coradas (PageRuler; Thermo Fisher Scientific, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) foi utilizado como marcador de peso

molecular.

O material com atividade anticoagulante obtido na cromatografia de
afinidade por trombina foi concentrado e submetido a separacéo por SDS-PAGE.
As proteinas foram coradas com solugdo contendo Coomassie Brilliant Blue G-
250. Cada banda proteica foi excisada do gel e descorada por 3 horas em solugao
50% metanol e 5% acido acético. Apos, cada fragmento do gel foi submetido a
tratamento com tripsina para clivagem das proteinas, de acordo com

SHEVCHENKO et al. (2006).

3.5.2 LC-MS/MS

A mistura dos peptideos obtidos pela digestdo com tripsina foi analisada

por cromatografia liquida em nanofluxo acoplada a espectrometria de massas

usando Easy NanoLC Il e o espectrdmetro de massas Q Exactive (Thermo
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Scientific, Waltham, MA, USA). Os peptideos foram separados em coluna
analitica (100 pym de didmetro interno/360 pm didmetro externo) de fase reversa
(20 cm, particulas de C18 de 5 ym ODS-AQ, YMC America, INC) e eluidos
diretamente no espectrdbmetro de massas por sistema de electrospray. Os
tampdes A e B para separagdo cromatografica consistiam, respectivamente, de
5% acetonitrila/0,1% &acido férmico e 80% acetonitrila/0,1% acido féormico. As
amostras foram separadas em corridas cromatograficas de 60 min com fluxo de
300 nL/min, em gradiente linear de 5 a 40% do tampao B durante 40 min, seguido
pelo aumento para 90% de B em 15 min. A coluna foi mantida em 90% de tampao

B por 5 min e reequilibrada em 5% de B para a préxima injecéo.

O espectrobmetro de massas foi operado em modo da aquisicéo
dependente de dados (DDA, data dependent acquisition) e varredura de MS1 com
m/z de 400 a 1.800, em resolucdo de 70.000 e com AGC de 5 x 10°. O sistema
operou em tandem e os 10 ions mais abundantes por MS1 coletado foram
selecionados para MS2, em resolucdo de 17.500 e AGC de 5 x 10°. A
fragmentacdo do MS2 foi feita por dissociagao por colisdo de alta energia (HCD),
com energia de colisdo normalizada para 25. O tempo maximo de injegéo foi de

60 e 120 ms para MS1 e MS2, respectivamente, com exclusado dinamica de 15 s.

3.5.3 Analise de Dados da LC-MS/MS

Os espectros de massa foram extraidos de arquivos brutos utilizando

RawExtract 1.9.9.2 (MCDONALD et al., 2004) e as buscas realizadas utilizando o

43



algoritimo ProLuCID (XU et al., 2015) em bancos de dados nao-redundantes
contendo o transcriptoma de R. microplus (Rm-INCT-EM, contendo 22.009
sequéncias produzidas pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Entomologia Molecular, utilizando a tecnologia de sequenciamento lllumina —
BioProject ID PRJNA232001 no banco de dados Transcriptome Shotgun
Assembly (TSA) — GenBank) e sequéncias reversas de todas entradas de bancos
de dados. As buscas foram realizadas utilizando a plataforma Integrated
Proteomics Pipeline — IP2 (Integrated Proteomics Applications) do The Scripps
Institute (La Jolla, CA, USA). A busca incluiu todos os peptideos candidatos,
considerando digestdo total ou parcial com tripsina. A carbaminometilacdo na
cisteina foi usada como modificagdo estatica. Os dados foram obtidos com
tolerdncia de 50 ppm e 20 ppm para ions precursores e fragmentos,
respectivamente. A validade dos espectros identificados (PSMs, peptide-spectra
match) pelo ProLuCID foram acessadas usando o modulo Search Engine
Processor (SEPro) da plataforma Patternlab for Proteomics (CARVALHO et al.,
2015). O ponto de corte foi estabelecido para aceitar uma taxa de falso positivos
(FDR, false discovery rate) de 1%, baseado no numero de identificagdes no banco
de dados reverso. O tamanho minimo de peptideos identificados foi de seis
residuos de aminoacidos; os resultados foram processados para serem aceitos

apenas PSMs de ions precursores com erro de massa menor que 10 ppm.
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3.6 Expressao Heteréloga de BmCL1 Recombinante

A fase de leitura aberta (ORF) da catepsina-L proteinase-like BmCL1 [Gen-
Bank:AF227957] clonada em plasmideo pPIC9 foi gentilmente cedida pela Dr.?
Aparecida Tanaka (Universidade Federal de Sao Paulo). O protocolo de
expresséao de BmCL1 recombinante em sistema heterdlogo Pichia pastoris foi
realizado conforme descrito por CLARA et al. (2011). Apdés a fermentagao, as
células de levedura foram removidas por centrifugagéo (4.000 x g por 20 min a 4

°C) e o sobrenadante foi armazenado a -20 ‘C até ser processado.

O sobrenadante da cultura (1000 mL) contendo a enzima recombinante foi
processado por cromatografia de troca ibnica em coluna HiTrap SP HP (5 mL)
(GE Healthcare Life Sciences) (CLARA et al., 2011). Essa separagéo foi realizada
duas vezes, cada vez com 200 mL de sobrenadante. As fragbes obtidas da
purificacdo de BmCL1 foram analisadas quanto a atividade proteolitica pela
hidrolise de substrato fluorogénico. A pureza foi confirmada por SDS-PAGE 14%

e a concentragao de proteinas foi medida por BCA.

3.6.1 Ensaio de Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica de rBmCL1 foi medida pela hidrélise do substrato Z-

Phe-Arg-7-amido-4-metilcoumarina hidrocloreto (Sigma Aldrich, S&o Paulo,

Brazil). Os ensaios foram realizados em tampé&o acetato de sddio 0,1 M pH 5,0. A

rBmCL1 foi incubada com DTT (ditiotreitol) 2 mM por 15 min a 37 °C. A reacéo foi
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iniciada pela adicdo de 30 uM do substrado fluorogénico. A fluorescéncia foi
monitorada durante 30 min, com leituras a cada 15 s, 37 °C, Aex = 380 nm and
Aem = 460 nm, em leitor de microplaca SpectraMax M2 (Molecular Devices,

Sunnyvale, USA) (CLARA et al., 2011; MORITA et al., 1977).

3.7 Atividade de rBmCL1/BmGTI sobre Trombina

Para os ensaios de inibicdo da trombina, amostras de rBmCL1/BmGTI
foram dialisadas contra tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5. A concentragdao da
proteina foi medida por BCA. Diferentes razées molares de
trombina:rBmCL1/BmGTI (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64) foram testadas para
verificar a atividade inibitoria da catepsina sobre a clivagem do fibrinogénio pela

trombina.

Para investigar se a atividade inibitéria da catepsina seria dependente do
seu sitio ativo, este foi bloqueado com E-64 (N-[N-(L-3- transcarboxyirane-2-
carbonyl)-L-Leucyl]-agmatine) (Sigma Aldrich). A enzima ativa rBmCL1/BmGTI
(40 pg) foi incubada com 50 yM de E-64 por 15 min a 37 °C. A inibigao total do
sitio ativo foi confirmada pelo ensaio enzimatico com substrato fluorogénico (item
3.6.1). Em seguida, a enzima foi dialisada contra tamp&o Tris-HCI 20 MM pH 7,5 e
sua atividade inibitéria sobre a trombina foi acessada pelo ensaio de coagulagao
do fibrinogénio induzida por trombina, numa razao molar

trombina:r BmCL1/BmGTI de 1:16.
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A hipdtese da degradagao da trombina pela rBmCL1/BmGT]I foi examinada
pela incubagéo de trombina:rBmCL1/BmGTI em concentragdes molares inversas,
1:4 e 4:1, por 15 min a 37 °C. Em seguida, foi realizada eletroforese SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970) usando gel de empilhamento 5% e gel de separagdo 12% em
sistema BioRad (Hercules, CA, USA). Foi utilizado como marcador de peso
molecular a mesma solucdo de proteinas conhecidas pré-coradas previamente
descritas (item 3.5.1). Apds a separacao eletroforética, as proteinas foram

coradas com nitrato de prata.

3.8 Atividade de rBmCL1/BmGT]I sobre Fibrinogénio

A verificagdo da atividade catalitica de rBmCL1/BmGTI sobre fibrinogénio
foi investigada pela incubagdo a 37 °C de 200 ug de fibrinogénio e 10 ug de
rBmCL1/BmGTI, em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 para volume final de 100 pL.
Aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 2, 4 e 6 horas, e a reacao foi parada com
a adicao de tampao contendo SDS e 3-mercaptoetanol, em seguida as amostras

foram fervidas por 10 min.

O SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) foi realizado utilizando gel de
empilhamento 5% e gel de separagdo 12% em sistema BioRad (Hercules, CA,
USA). Foram aplicados 3 ug de fibrinogénio na canaleta controle, e 3 ug de
fibrinogénio e 0,2 pg de rBmCL1/BmGTI nas canaletas das amostras de tempos
0, 2, 4 e 6 horas de incubacdo. Apds a separacao eletroforética, as proteinas

foram coradas com Coomassie Brilliant Blue G-250.
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4 Resultados

4.1 Purificagdo de BmGTI

O extrato de intestino de fémeas parcialmente ingurgitadas foi inicialmente
fracionado por cromatografia de troca ibnica em resina anibnica. A atividade
anticoagulante foi eluida em uma concentragdo de aproximadamente 0,5 M de
NaCl (Fig. 3). As fracbes com atividade foram reunidas, concentradas e
processadas em cromatografia de gel filtragdo. Nesta segunda etapa, a atividade
anticoagulante foi eluida em aproximadamente 5 mL seguido do volume inicial da
coluna (Fig. 4). As fragbes que apresentaram atividade anticoagulante foram
reunidas e aplicadas em resina de afinidade trombina-Sepharose. O material
retido na resina foi eluido com 1 M de NaCl (Fig. 5), e as fragdes com atividade
anticoagulante foram reunidas e concentradas para serem analisadas por
eletroforese. Foi realizado SDS-PAGE 14% para analise da preparacéao final da
purificagdo de BmGTI (Fig. 6). As seis proteinas observadas foram excisadas

para analise por LC-MS/MS.
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Figura 3: Cromatografia de troca i6nica. Extrato bruto de intestino (70 mg) foi
aplicado em coluna de resina anionica (HiTrap Q HP) pré-equilibrada com Tris-
HCI 20 mM pH 7,5. As proteinas retidas foram eluidas com gradiente salino (linha
pontilhada). A atividade inibitéria (linha tracejada) - medida por ensaio de

coagulagao do fibrinogénio induzida por trombina - foi eluida com 0,5 M de NaCl.
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Figura 4: Cromatografia de gel filtracdo. As fragbes produto da cromatografia de
troca ibnica com atividade anti-trombina foram aplicadas em coluna Superose 12
pré-equilibrada com Tris-HCI 20 mM pH 7,5. A atividade inibitoria (linha tracejada),
medida por ensaio de coagulagdo do fibrinogénio induzida por trombina, foi

observada nos 5 mL seguidos do volume inicial da coluna.
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Figura 5: Cromatografia de afinidade trombina-Sepharose. As fragbes-produto da
cromatografia de gel filtracdo com atividade anti-trombina foram aplicadas em
resina de trombina-Sepharose pré-equilibrada com Tris-HCI 20 mM pH 7,5. A
atividade inibitéria (linha tracejada), medida por ensaio de coagulagdo do

fibrinogénio induzida por trombina, foi eluida com 1 M de NaCl (seta).
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Figura 6: Separagdo das proteinas ao final da purificagdo de BmGTI por
eletroforese. O material eluido da cromatografia de afinidade trombina-Sepharose
foi analisado por SDS-PAGE 14%, corado com Comassie Brilliant Blue. As
proteinas observadas (A — F) foram excisadas para analise por LC-MS/MS. Linha
1: marcador de peso molecular (170 — 10 kDa); linha 2: material eluido da
cromatografia de afinidade com atividade inibitéria de trombina sobre a clivagem

do fibrinogénio.

4.2 Analise LC-MS/MS

As seis proteinas separadas por SDS-PAGE foram individualmente
excisadas para serem analisadas por LC-MS/MS. A LC-MS/MS foi realizada em

parceria com o The Scripps Institute (Dr. John R. Yates Ill e Dr. Antonio Frederico
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Michel Pinto, La Jolla, CA, USA). A preparagao de BmGTI descrita por RICCI et
al. (2007) tem uma forma majoritaria de peso molecular de 26 kDa, e outra de 22
kDa. Proteinas com os dois pesos moleculares esperados foram observadas e
denominadas D e E. A analise semi-quantitativa da LC-MS/MS foi realizada pela
contagem espectral e pelo fator de contagem espectral normalizado (NSAF).
BmGTI foi identificado como a cisteino proteinase precursora catepsina L-like de
R. microplus (Fig. 7) denominada de BmCL1, a qual foi previamente descrita por
RENARD et al. (2000, 2002), através da contagem espectral de 101 e NSAF de
0,23 na proteina D, e contagem espectral de 92 e NSAF de 0,11 na proteina E
(Tab. 2). A partir deste resultado passamos a chamar a proteina BmGTI de

BmCL1/BmGTI.

1  MLRLSVLCAIVAVTVAASSQEILRTQWEAFKTTHKKSYQS
41 HMEELLRFKIFTENSLIIAKHNAKYAKGLVSYKLGMNQFG
81 DLLAHEFARIFNGHHGTRKTGGSTFLPPANVNDSSLPKVV
121 DWRKKGAVTPVKDQGQCGSCWAFSATGSLEGQHFLKNGEL
161 VSLSEQNLVDCSQSFGNNGCEGGLMEDAFKYIKANDGIDT
201 EKSYPYEAVDGECRFKKEDVGATDTGYVEIKAGSEVDLKK
241 AVATVGPISVAIDASHSSFQLYSEGVYDEPECSSEDLDHG
281 VLVVGYGVKGGKKYWLVKNSWAESWGDQGYILMSRDNNNQ

321 CGIASQASYPLV

Figura 7: Localizagdo na sequéncia da BmCL1 dos peptideos tripticos de BmGTI
identificados por LC-MS/MS (peptideos sombreados). A sequéncia do peptideo
sinal esta sublinhada com linha pontilhada e a sequéncia do pré-peptideo esta

sublinhada com linha continua.
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Tabela 2 — Identificagao das proteinas mais abundantes por LC-MS/MS.

Proteina Proteina identificada Contagem Espectral NSAF Cobertura (%)

BmCL1 101 0,23 27
D Proteina associada
14 0,073 62
a microtubulo
BmCL1 92 0,11 25

Acido farnesoico O-
E , 48 0,10 66
metiltransferase

Fator de Elongagéao
56 0,04 40
da Traducdo EF1y

A maior contagem espectral para as proteinas A, B, C e F mostram,
respectivamente, a presengca de proteina de choque térmico e vitelogenina;
acetilcolinesterase/butirilcolinesterase e proteina empacotadora de actina ligadora

de Ca?*; sulfotransferase salivar e peptideo de glandula salivar.
4.3 Expressao Heterdéloga e Purificagao de BmCL1 Recombinante

A catepsina recombinante BmCL1 (rBmCL1) [Gen-Bank:AF227957] foi
expressa em sistema heterélogo Pichia pastoris, conforme descrito por CLARA et

al. (2011). A enzima foi separada do meio de cultivo por cromatografia de troca

ibnica em resina catidnica, obtendo 8,6 mg/L de rBmCL1 purificada.
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4.4 Atividade de rBmCL1/BmGTI sobre coagulagao do fibrinogénio induzida

por trombina

A atividade inibitoria de r BmCL1/BmGTI sobre a trombina foi realizada pelo
ensaio de coagulagao do fibrinogénio induzido por trombina, utilizando diferentes
razdes molares trombina:rBmCL1/BmGTI (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64) (Fig. 8).
A atividade residual de trombina foi calculada (Fig. 9) considerando-se como
100% a velocidade inicial da reacdo sem rBmCL1/BmGTI. Quando
rBmCL1/BmGTI esta em concentragcdo molar 64 vezes maior do que a trombina,
esta ainda apresenta atividade residual de 37%. Extrapolando a curva de
atividade residual obtida, a inibicdo total de trombina seria alcancada quando

rBmCL1/BmGTI estivesse em concentragdo molar de 87 a 109 vezes maior.
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Figura 8: Atividade inibitéria de rBmCL1/BmGTI sobre trombina. Diferentes razbes
molares trombina:rBmCL1/BmGTI foram incubadas (1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64) por 10 min a 37 ‘C em Tris-HCI 20 mM pH 7,5. O ensaio cinético de
coagulagdo do fibrinogénio induzido por trombina foi iniciado pela adigdo do
fibrinogénio. A formagao do coagulo foi observada pelo aumento da absorbéancia a

650 nm (Ass0), ao longo do tempo.
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Figura 9: Atividade enzimatica residual de trombina. A partir do ensaio cinético
(Fig. 8) foi calculada a atividade residual de trombina na presenca de
rBmCL1/BmGTI, considerando-se como 100% a velocidade inicial da reacdo sem

a catepsina.

Quando o sitio ativo de rBmCL1/BmGT]I foi bloqueado com E-64, n&o foi
observada atividade inibidora de trombina sobre a clivagem do fibrinogénio. Ao
contrario, foi mostrada atividade ligeiramente mais pro-coagulante (dados nao
apresentados). Assim, a necessidade do sitio ativo da rBmCL1/BmGTI para
inibicdo da coagulagédo do fibrinogénio induzida por trombina levanta a hipotese

de que haja atividade proteolitica da rBmCL1/BmGTIl em pH 7,5.
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A hipétese de degradacao da trombina pela rBmCL1/BmGTI foi acessada
em diferentes relagées molares, trombina:rBmCL1/BmGTI 1:4 e 4:1. A analise da
eletroforese por SDS-PAGE 12% demonstra que ndo ha degradagéao da trombina
pela rBmCL1/BmGTI (Fig. 10), em ambas as relagdes molares. Este resultado
indica que o mecanismo de inibicdo de rBmCL1/BmGTI sobre a coagulagéo do

fibrinogénio induzida por trombina ndo é por hidrolise da trombina.

1 2 3 4 M 5 6
. ——26 kDa
— —-— e ——
—

Figura 10: Incubagéo de trombina e rBmCL1/BmGTI. SDS-PAGE 12%, proteinas
coradas com nitrato de prata. Linha 1: rBmCL1/BmGTI; Linha 2: trombina; Linha
3: rBmCL1/BmGT]I incubada 10 min a 37 °C; Linha 4: trombina incubada 10 min a
37 °C; Linha 5: trombina:rBmCL1/BmGT]I 1:4 incubadas 10 min a 37 °C; Linha 6:

trombina:r BmCL1/BmGTI 4:1 incubadas 10 min a 37 °C.
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Para verificar a hipotese de atividade catalitica de r BmCL1/BmGTI sobre o
fibrinogénio, foram incubados fibrinogénio (200 ug) e rBmCL1/BmGT]I (10 ug) a 37
°C durante 0, 2, 4 e 6 horas. A eletroforese em SDS-PAGE 12% (Fig. 11) mostra a
hidrolise das cadeias a e B do fibrinogénio apdés a incubagdo com
rBmCL1/BmGTI, ndo havendo degradacéo da cadeia y do fibrinogénio. Este
resultado sugere que a inibicdo da coagulagédo do fibrinogénio induzida por

trombina ocorre por meio da hidrélise do fibrinogénio pela rBmCL1/BmGTI.
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Figura 11: Atividade de rBmCL1/BmGTI sobre fibrinogénio. A degradagédo do
fibrinogénio foi monitorada por SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant
Blue. C: controle 3 ug de fibrinogénio, indicagdo das cadeias a, B evy; 0,2,4e6

horas: periodo de incubagéao do fibrinogénio com rBmCL1/BmGTI a 37 °C.
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5 Discussao

O inibidor de trombina identificado no intestino de fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. microplus, BmGTI| (Boophilus microplus Gut Thrombin
Inhibitor), foi previamente descrito por RICCI et al. (2007). BmGTI foi
caracterizado como sendo uma proteina de pesos moleculares de 26 e 22 kDa,
apresentando habilidade de inibir a atividade da trombina sobre o fibrinogénio e
sobre a agregacgao plaquetaria. No presente trabalho, o objetivo foi completar a
caracterizagao do inibidor BmGTI e determinar o mecanismo de agao pelo qual

esta proteina inibe a coagulagao do fibrinogénio induzida por trombina.

Para estes novos estudos, a preparacao final de BmGTI foi obtida a partir
do homogenato de intestino de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus
segundo o procedimento descrito por (RICCI et al., 2007), que utiliza
cromatografias de troca ibnica em resina anibnica, gel filtracdo e afinidade por
trombina. A presenga da atividade anti-trombina nas fracbes das cromatografias
foi monitorada pelo ensaio de coagulagao do fibrinogénio induzida por trombina.
Nas etapas cromatograficas, a atividade anti-trombina foi identificada nas fra¢des
eluidas com 0,5 M de NaCl na troca ibnica, aos 5 mL seguidos do volume inicial
na cromatografia de gel filtracdo, e nos primeiros 3 mL apods adigdo de NaCl 1 M
na de afinidade por trombina (Fig. 3, 4 e 5). Estes resultados estdo de acordo com
o apresentado por RICCI et al. (2007), que identificou a atividade anticoagulante
nas fracdes eluidas da cromatografia de troca ibnica com 0,6 M de NaCl, na gel

fitracdo em 6 mL seguidos do volume inicial da coluna, e na afinidade por
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trombina aos primeiros 3 mL apds a adicdo de NaCl 1 M. O material eluido da
cromatografia de afinidade por trombina foi analisado por SDS-PAGE 14%, no
qual foram observadas as proteinas de peso molecular 26 e 22 kDa (Fig. 6).
Essas duas proteinas foram excisadas do gel de separagdo e digeridas com

tripsina, e em seguida foram analisadas por LC-MS/MS.

A contagem espectral e NSAF (Fator de Abundéncia Espectral
Normalizado) sdo ferramentas que facilitam a anadlise semi-quantitativa de
proteinas em amostras de misturas proteicas (WANG et al., 2003; LIU et al.,
2004), e por isso foram escolhidas para utilizagdo neste trabalho. Para a
contagem espectral, a quantificagdo relativa da proteina é realizada pela
comparagao do numero de espetros de MS/MS que foram identificados, daquela
proteina, em cada um dos conjuntos de dados. De forma que, o aumento na
abundancia de uma proteina resulta no aumento de peptideos tripticos desta, e
assim uma maior contagem espectral e cobertura da sequéncia. Proteinas
maiores tendem a ter mais peptideos/espectros do que proteinas formadas por
poucos aminoacidos. Por isto, utilizamos a ferramenta NSAF, que considera o
efeito do comprimento da sequéncia na contagem espectral e permite a
comparagao da abundancia individual das proteinas em amostras diversas (ZHU
et al., 2010). Baseado na m/z dos fragmentos tripticos de BmGT], foi identificada
no banco de dados de R. microplus (INCT-EM) a sequéncia de cDNA
correspondente a cisteino-protease catepsina L-like de R. microplus denominada
de BmCL1 (Fig. 7) (RENARD et al., 2000). A contagem espectral (101 para

proteina D e 92 para proteina E) e o NSAF (0,23 para proteina D e 0,11 para
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proteina E) (Tab. 2) suportam a identificagdo de BmGTIl como sendo a proteina

BmCLA1.

Transcritos da cisteino-protease BmCL1 (Boophilus microplus cathepsin L-
like cysteine protease) na forma de pro-enzima foram identificados no intestino de
fémeas adultas parcialmente ingurgitadas e no extrato total de larvas, fémeas
parcialmente e totalmente ingurgitadas de R. microplus. Na busca em tecidos, a
proteina traduzida foi detectada no intestino e extrato total de fémeas
parcialmente ingurgitadas (pré-enzima e enzima madura), e no extrato total de
larvas de 5-10 dias (enzima madura). Além disso, ensaios de imunolocalizagdo
demonstraram a presenga de BmCL1 em vesiculas secretorias de células
intestinais de fémeas adultas parcialmente ingurgitadas (RENARD et al., 2002). A
proteina BmCL1 recombinante, expressa em sistema heterdlogo E. coli, foi capaz
de hidrolisar hemoglobina bovina, vitelina de carrapato e gelatina em pH 3,5, em
pH 5,5 apenas gelatina. Quando ensaiada com substrato sintético, a enzima
mostrou-se ativa na variacdo de pH 2,5 até 6,5, sendo inativa acima de pH 7,0

(RENARD et al., 2000).

A proteina recombinante BmCL1 [Gen-Bank: AF227957], expressa em
Pichia pastoris foi purificada, dialisada contra tampao para pH 7,5 e analisada
quanto a inibicdo de trombina no ensaio de coagulagdo do fibrinogénio. Foram
analisadas diferentes concentracbées molares de rBmCL1/BmGTI (Fig. 8), e
quando esta enzima estava em concentracdo 64 vezes maior do que a da

trombina, a atividade residual da trombina foi reduzida a 37% (Fig. 9). Da mesma
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forma do que o observado por RICCI et al. (2007), a atividade inibitoria de
rBmCL1/BmGTI sobre a coagulagao do fibrinogénio induzida por trombina é dose-
dependente. Na busca pelo mecanismo de inibigdo, investigamos se esta
atividade era dependente do sitio ativo de rBmCL1/BmGT]I. O sitio catalitico desta
catepsina foi bloqueado com E64, e a inibicido da atividade da trombina sobre o
fibrinogénio n&do foi abolida. Estes resultados sugerem a hipotese de que a
rBmCL1/BmGTI tenha atividade proteolitica em pH 7,5, diferentemente do

mostrado por RENARD et al. (2000) com substratos sintéticos.

Tendo em vista que RICCI et al. (2007) obtiveram a preparacao final de
BmGT]I por cromatografia de afinidade em resina trombina-Sepharose, para a qual
a trombina tem seu sitio ativo bloqueado com PPACK, foi sugerido pelos autores
que BmGTI se ligasse a um dos exositios da trombina. Além disso, BmGTI néo &
capaz de inibir trombina sobre a hidrolise do substrato sintético curto S2238, o
qual se liga ao sitio ativo, reforgando a hipétese da ligacdo de BmGTI em exositio.
Por isso, investigamos inicialmente a hipdétese de degradagdo de trombina por
rBmCL1/BmGTI. A analise do SDS-PAGE do ensaio de incubacdo de ambas
enzimas (Fig. 10), mostra que rBmCL1/BmGTI n&o hidrolisa trombina. A atividade
inibitéria de rBmCL1/BmGTI foi entdo investigada em relagdo a degradacao do
fibrinogénio por rBmCL1/BmGTI. A analise por SDS-PAGE (Fig. 11) mostra a

hidrdlise das cadeias a e 3 do fibrinogénio pela rBmCL1/BmGTI.

E conhecido que a saliva do carrapato Ixodes scapularis tem capacidade

de degradar a cadeia a do fibrinogénio, mas ndo as cadeias (3 e y. Esta hidrdlise

63



do fibrinogénio impede a formagdo de coagulo. Além disso, a saliva de |.
scapularis tem atividade fibrinolitica da rede de fibrina formada por trombina. Foi
sugerido que a degradagdo de fibrinogénio e fibrina estaria relacionada a
presenca de metaloproteases na saliva de I. scapularis (FRANCISCHETTI et al.,
2003). A atividade de catepsina L sobre fibrinogénio ja foi detalhadamente

descrita no trematddeo Fasciola hepatica (DOWD et al., 1995, 1997).

A catepsina L de F. hepatica (FhCL2) é secretada pelo parasito e tem a
capacidade de formar um coagulo de fibrinogénio do tipo gelatinoso, que se difere
do tipo de coagulo formado pela trombina, o qual € mais rigido e resistente; além
de FhCL2 ter eficiéncia reduzida em comparagdo a trombina na formacédo do
coagulo. O padrao da clivagem do fibrinogénio também se difere entre FhCL2 e
trombina. Por analise de SDS-PAGE, o fibrinogénio clivado pela FhCL2 n&o
apresenta as cadeias a e 3, e a cadeia y migra mais ligeiramente do que na
clivagem por trombina. Trés peptideos adicionais sdo observados na clivagem por
FhCL2, de pesos moleculares aproximados 120, 100 e 25 kDa (DOWD et al.,
1995). De maneira semelhante a FhCL2, a andlise da atividade de
rBmCL1/BmGTI sobre fibrinogénio por SDS-PAGE revela a presenga de um
peptideo de 25 kDa. No entanto, as outras duas proteinas que tem pesos
moleculares superiores aos das cadeias a e B sdo menores do que no caso da
hidrolise do fibrinogénio por FhCL2, apresentando em torno de 80 e 100 kDa. Os
peptideos gerados na hidrolise do fibrinogénio pela rBmCL1/BmGTI, bem como a
formagdo de coagulo gelatinoso precisam de investigacdo aprofundada para

serem confirmados.

64



A analise mais detalhada do modo de clivagem do fibrinogénio pela FhCL2
mostrou que no primeiro minuto de incubacdo enzima-substrato € iniciada a
clivagem da cadeia a do fibrinogénio (67 kDa), completando-se aos 11 min. Ao
mesmo tempo em que esta cadeia foi clivada, os peptideos de 100 e 25 kDa
aparecem. A clivagem das cadeias (55 kDa) e y (48 kDa) ocorreu apés 5 min de
incubacdo, ao mesmo tempo em que a presenca do peptideo de 120 kDa foi
observada. Foi sugerido que é necessario a clivagem de todas as cadeias do
fibrinogénio e a ligagdo dos fragmentos que dao origem aos componentes de 100
e 120 kDa, devido a formacéo do coagulo ocorrer apenas apos 15 min de ensaio
(DOWD et al., 1995). FhCL2 recombinante mostrou o mesmo padrao de hidrolise
da enzima nativa (DOWD et al., 1997). O perfil dos produtos de hidrolise do
fibrinogénio por papaina foi avaliado por espectrometria de massas. O produto de
hidrolise de aproximadamente 25-28 kDa foi confirmado em ser proveniente da
clivagem da cadeia a. Demais produtos de hidrélise de pesos moleculares
maiores do que a cadeia a nativa foram identificados como dimeros, trimeros e
tretrdmeros da cadeia y. A cisteino protease tipo catepsina S (comercial) hidrolisa
fibrinogénio de modo similar a papaina, no entanto ndo ha formagao do coagulo

gelatinoso (DOOLITTLE, 2014).

No nematédeo Haemonchus contortus, na fase de vida de alimentacgao, o
produto de excrecdo/secrecao liberado in vitro é rico em catepsinas L-like, e
possui atividade de hidrdlise de fibrinogénio, hemoglobina, IgG ovina e colageno.
Diferentemente, a degradacao é exaustiva, pois a analise por SDS-PAGE néao

revela produtos de hidrélise do fibrinogénio (RHOADS & FETTERER, 1995). As
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cisteino-proteases de mamiferos, catepsinas H (TSUSHIMA et al.,, 1991), K
(BOSSARD et al,, 1996) e O (SHI et al.,, 1995) também possuem atividade

fibrinogenolitica.

A catepsina L-like protease (BmCL1), presente no intestino de fémeas de
R. microplus, degrada gelatina, vitelina e hemoglobina em pH acido (RENARD et
al., 2000), e a degradacdo de hemoglobina gera hemocidinas, que possuem
atividade antimicrobiana (CRUZ et al., 2010). A presenga de BmCL1 nas
vesiculas das células digestivas, as quais possuem pH acido, indicam sua fungéo
na digestdo de proteinas do sangue e geragéo de peptideos antimicrobianos. No
presente trabalho foi demonstrado que rBmCL1/BmGTI também possui atividade
fibrinogenolitica em pH 7,5, sugerindo a atividade desta enzima no ambiente mais
neutro do Ilumen, contribuindo para fluidez do sangue ingerido. Embora a
atividade de enzimas tipo papaina sobre a clivagem de fibrinogénio ja seja bem
conhecida (EAGLE & HARRIS, 1937; STEINER & LAKI, 1951), até o momento

nenhuma catepsina L com tal atividade havia sido relatada em artropodos.
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6 Conclusoes

* BmGTI foi identificado como a cisteino protease catepsina L-like BmCL1;

* A forma recombinante de BmCL1/BmGTI também possui atividade catalitica
em pH 7,5;

* O mecanismo de inibicdo da coagulagdo mediada por rBmCL1/BmGTI é pela

hidrolise das cadeias a e 3 do fibrinogénio.
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