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Cistatinas sao inibidores de cisteino peptidases, responsaveis por inibir a atividade de
catepsinas envolvidas em processos fisioldgicos como digestdo, resposta imune e coagulagao
sanguinea. As cistatinas estdo presentes na saliva de carrapatos e estdo relacionadas com a
fixacdo do parasita ao hospedeiro, auxiliando no processo de alimentagdo. Entretanto, o papel
fisiologico das cistatinas do carrapato Rhipicephalus appendiculatus, um parasita que causa
grandes prejuizos econdmicos na pecudria africana, ainda ¢ desconhecido. O objetivo deste
trabalho foi estudar o perfil inibitério de uma cistatina de R. appendiculatus (QnRacys2a) sobre
diversas enzimas. Também analisamos a presenca de cistatinas em diferentes tecidos de R.
appendiculatus e Rhipicephalus microplus. A QnRacys2a foi expressa em Escherichia coli
cepa BL21(DE3)pLysS e posteriormente purificada por cromatografia de afinidade. Ensaios
enzimaticos foram realizados para a avaliar o perfil inibitério da rQnRacys2a para catepsina C
bovina e a-quimotripsina, uma serino protease. A imunizagdo com a proteina recombinante foi
realizada em coelho e o soro anti-rQnRacys2a foi utilizado em western blot para determinar a
localizagdo de cistatinas nos tecidos de R. appendiculatus (larva, ninfa e glandula salivar,
intestino e ovario de partenogina e teledgina; glandula salivar e intestino de macho e hemolinfa
de teledgina) e em tecidos de R. microplus (ovo, larva, ninfa, macho e hemolinfa de teledgina,
intestino, glandula salivar e ovario de teledgina e partendgina). A rQnRacys2a inibiu a atividade
da catepsina C com um Ki de 90,9 nM +/- 15,7 nM. Confirmando a especificidade da atividade
inibitoria, ndo houve inibi¢do da serino protease a-quimotripsina. A presenca de QnRacys2a
foi detectada em larva e adulto ndo alimentado de R. appendiculatus. Em R. microplus,
proteinas similares a QnRacys2a foram detectadas em intestino de teledgina e ninfa alimentada.
De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que QnRacys2a ¢ um inibidor de
cisteino peptidases e ndo € inibidor de serino proteases, caracteristico de cistatinas. A presenca
de QnRacys2a e de outras cistatinas em diferentes estdgios de vida dos carrapatos R.
appendiculatus € R. microplus necessita de estudo para entender-se o papel desses inibidores
na fisiologia desses parasitas. A antigenicidade cruzada entre rQnRacys2a e cistatinas de R.
microplus sugere a possibilidade de utiliza¢do dessa proteina como alvo para uma vacina multi-
espécie. O perfil inibitorio de rQnRacys2a contra catepsinas B e L e o efeito dos anticorpos
anti-rQnRacys2a na capacidade inibitoria da cistatina estdo em avaliagdo, assim como ensaios
de imunolocalizagdo com células embrionérias de R. microplus (BME26) utilizando soro anti-
rQnRacys?a.
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