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RESUMO

A espécie Rhipicephalus sanguineus s. I., mais conhecida como “carrapato do cdo”,
possui uma grande importancia medico-veterinaria, ndo s6 por espoliar seus hospedeiros,
mas também por ser um potencial vetor de agentes patogénicos. O sucesso biologico
desses ectoparasitas deve-se a producdo de uma saliva complexa produzida pelas
glandulas salivares, cujos compostos sdo capazes de modular o sistema imune-
inflamatorio e hemostatico dos hospedeiros. No entanto, mesmo com o conhecimento
adquirido sobre o potencial da saliva no sistema imune-inflamatério dos hospedeiros,
pouco se estudou sobre os mecanismos de acdo dos extratos glandulares nessa resposta,
e as alteracBes morfofisioldgicas envolvidas. Desta forma, o presente projeto propds a
analise dos efeitos in vitro de extratos de glandulas salivares de fémeas de carrapatos R.
sanguineus s. I. com 2 e 4 dias de alimentacdo (EG2 e EG4) sobre macr6fagos peritoneais
de camundongos BALBY/c e células da linhagem J774, observando possiveis varia¢des na
atividade e na morfofisiologia destas células em funcdo das diferentes exposicGes ao
extrato. Os resultados demonstraram que apenas a concentracdo de 4 pug/mL do extrato
EG2 apresentou citotoxicidade sobre células da linhagem J774 quando expostas por 48
horas; as concentracfes de 4 e 2 ug/mL de ambos os extratos estimularam perfis proé-
inflamatorios em macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c; a concentragdo de 2
pg/mL no tempo de 48 horas de exposi¢do e 1 pg/mL no de 24 horas de exposi¢ao do
EG2 e as concentragdes 2 e 1 pg/mL o EG4 em 48 horas de exposi¢do também
estimularam atividade pré-inflamatéria de células da linhagem J774; as demais
concentragdes dos extratos EG2 e EG4 tiveram atividade imunomodulatoria sobre ambas
linhagens, como demonstrado pela diminuicdo de liberacdo de NO, concomitante com a
diminuicdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL2, IL-6 e TNF-a), aumento da
sintese de IL-10, e confirmada pela analise morfol6gica sob microscopia de luz e

varredura.
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INTRODUCAO

1. Carrapatos

1.1. Biologia Geral

Os carrapatos séo artropodes ectoparasitas obrigatérios e de habito hematofago,
que parasitam grande diversidade de hospedeiros vertebrados durante a sua ontogenia
(ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Esses animais sdo também conhecidos pela
capacidade de transmitir inUmeros patogenos, como fungos, bactérias, protozoarios e
virus responsaveis pela transmissdo de doencas aos seus hospedeiros (LABRUNA et al.,
2007) .

O ciclo de vida dos carrapatos apresenta quatro estagios: ovo, larva, ninfa e adulto,
0s quais podem ocorrer em um Unico hospedeiro, como no caso das especies monoxenas
ou em mais de um, como nas espécies trioxenas (trés hospedeiros), que se alimentam em
hospedeiros diferentes em cada uma das fases do seu desenvolvimento (DENARDI et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2003; SONENSHINE; ROE, 2014). Além disso, durante o seu
ciclo biol6gico, os carrapatos podem sobreviver por longos periodos fora dos
hospedeiros, quando ficam abrigados entre a vegetacdo e as fendas no solo (WALKER,
1994).

Para completar o desenvolvimento e garantir seu sucesso reprodutivo, 0s
carrapatos desenvolveram, ao longo da evolugdo, estratégias para detectar parametros
essenciais de estimulos como odor, vibracdo, aparéncia visual e temperaturas radiadas
(SONENSHINE; ROE, 2014). A selecéo do local de fixagcdo no hospedeiro, por exemplo,
é realizada pelos quimiorreceptores presentes nos palpos e nas queliceras, estes Gltimos
utilizados para “provar” 0 hospedeiro. Apos perfurar a epiderme e a derme do mesmo
com as queliceras, o hipostdmio € introduzido na pele e permanece fixando o carrapato,

por meio também da produgdo e secrecdo de uma substancia proteica denominada



cemento, sintetizada pelas glandulas salivares e que tem como funcgéo auxiliar na fixacdo
do aparelho bucal. Instalado esse canal de alimentagdo, comeca a ser liberada a saliva do
carrapato para o hospedeiro, bem como os fluidos sanguineos do hospedeiro para 0s
carrapatos (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008).

Para que a fémea possa alcancar o completo ingurgitamento (ingestdo de sangue,
podendo aumentar em até 100 vezes o seu tamanho original) concomitante ao seu
processo de ovogénese, € necessario que ocorra a copula com o macho. Uma vez
ingurgitada completamente, a fémea se solta do hospedeiro e inicia 0 processo de
oviposicdo, que na familia Ixodidae chega a alguns milhares de ovos, sendo o recorde
registrado o de 36.206 ovos para a espécie Amblyomma variegatum (SONENSHINE;
ROE, 2014). Em seguida, a fémea morre e os ovos ficam em incubagdo (cerca de 20 dias,
dependendo das condicfes ambientais) até a eclosdo das larvas que sairdo em busca de
um hospedeiro para alimentar-se e entdo sofrer a ecdise para ninfas, que por sua vez
também necessitardo se alimentar em hospedeiros para sofrer a ecdise final para tornar-

se adultos (SONENSHINE; ROE, 2014).

1.2. Taxonomia e Sistematica

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,
Ordem Parasiformes, Subordem Ixodida (BARKER; MURRELL, 2004). Estima-se que
atualmente existam cerca de 899 espécies divididas entre as familias Nutalliellidae,
Argasidae e Ixodidae (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008; DANTAS-TORRES, 2008;
NAVA et al., 2015).

A familia Ixodidae atualmente é composta por 702 espécies descritas e conhecida
por abrigar 0s “carrapatos de corpo duro” (do inglés “hard ticks”), pois os individuos
apresentam um escudo dorsal quitinoso, que nos machos recobre quase toda a superficie

dorsal e nas fémeas apenas a metade anterior desta mesma regido, o que possibilita a



expansdo do corpo durante o processo de ingurgitamento. Existe, portanto, nesses
carrapatos um dimorfismo sexual na fase adulta (GUGLIELMONE et al., 2014). Esses
individuos apresentam também pecas bucais inseridas na regido anterior e proximal do
corpo, e a agua obtida do sangue do hospedeiro é secretada pelas proprias glandulas
salivares durante o processo de alimentacdo (SONENSHINE; ROE, 2014).

A extensa quantidade de espécies e a ampla distribuicdo geografica dos carrapatos
da familia Ixodidae podem ser atribuidas: a diversidade de hospedeiros, que varia desde
mamiferos, aves, répteis, anfibios e ainda outros aracnideos, como os proprios carrapatos
e até mesmo o homem (LABRUNA et al., 2007); bem como ao seu lento processo de
ingurgitamento, permitindo que estes sejam transportados pelo hospedeiro por longas
distancias (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Consequentemente, esta caracteristica
alimentar favorece a transmissao de patdgenos para os hospedeiros e, portanto, a familia
Ixodidae é a que abriga as espécies que possuem maior importancia econémica e médico-

veterindria (DANTAS-TORRES, 2010).

2. Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Dentro da familia Ixodidae, encontram-se quatro subfamilias, dentre elas, a
subfamilia Rhipicephalinae, abrigando o género Rhipicephalus que conta com cerca de
79 espécies descritas (DANTAS-TORRES, 2010).

A espécie R. sanguineus sensu stricto (s. s.) foi descrita pela primeira vez em 1806
por Latreille. Atualmente, trata-se de um grupo com definicdo morfoldgica incerta e
ainda, estudos moleculares recentes demonstraram que R. sanguineus sensu lato (s. 1.)
consiste, na verdade, em um complexo de espécies (aproximadamente 17). Porém, esse
ainda é assunto que encontra-se em discussdo pelos taxonomistas (DANTAS-TORRES;

OTRANTO, 2015).



Os carrapatos R. sanguineus s. |. tem como hospedeiro preferencial o céo
domeéstico e por isso sdo conhecidos popularmente como “carrapato marrom do cdo”, mas
podem parasitar também outros animais de estimacdo e até mesmo seres humanos
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; GRAY et al., 2013).

Esse ectoparasita € considerado de grande importancia médico-veterinaria, nao
sO pelo fato de espoliar seus hospedeiros, mas também por ser considerado vetor de
bactérias, virus e protozoarios, sendo as principais doencgas relacionadas a esses
carrapatos (em cées) a Erliquiose (Ehrlichia canis), Babesiose (Babesia canis) e
Hemobartonelose (Haemobartonella canis), e ainda, héa suspeitas de serem vetores em
humanos de Rickettsia conorii na Europa e da R. rickettsii no México (DANTAS-
TORRES, 2008, 2010). Dessa forma, esses ectoparasitas representam grande
preocupacdo pelos prejuizos causados ndo s6 aos animais de estimacdo, mas também a

salde publica.

3. Glandulas Salivares

Tanto o processo espoliativo quanto a transmissdo de agentes patogénicos
ocorrem devido a acdo imunossupressora da saliva, secretada pelas glandulas salivares,
Orgdos complexos e essenciais para 0 sucesso bioldgico destes ectoparasitas. Elas se
localizam dorsolateralmente e aos pares na porgéo anterior do corpo do carrapato e séo
formadas por uma porgdo secretora (&cinos) e uma excretora (sistema de dutos)
(CAMARGO-MATHIAS, 2013; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS,
2010).

Nas fémeas de R. sanguineus s. |. a por¢do secretora é composta por trés tipos de

acinos: I, 11 e 111, sendo o primeiro agranular (envolvido no processo de osmorregulacao)



e os dois ultimos granulares, responsaveis pela sintese e secrecdo dos componentes
bioativos da saliva (CAMARGO-MATHIAS, 2013).

O &cino | € agranular e pode ser encontrado em todas as fases do desenvolvimento
dos carrapatos R. sanguineus s. I. Morfologicamente, apresenta ligacdo direta com o duto
principal da glandula salivar. As células desse acino apresentam sua regido basal com
extenso labirinto membranoso, que além de aumentar a superficie de contato com a
hemolinfa, abriga grande quantidade de mitocondrias, importantes organelas que
participam do transporte ativo nos processos do equilibrio de balango hidrico durante o
processo de alimentacdo (carrapato-sangue do hospedeiro) e também no jejum (carrapato-
ambiente). Além disso, acredita-se que esse &cino contribua na producdo do cemento
(substancia que auxilia na fixacdo do carrapato ao hospedeiro durante a alimentacao)
(SONENSHINE; ROE, 2014).

Assim, as glandulas salivares tém papel importante na manutencdo do balanco
hidrico eliminando o excesso de ions durante a ingestdo de sangue, evitando o
desencadeamento de um estresse osmotico para o carrapato. Ademais, durante o periodo
de jejum do carrapato, essas glandulas também produzem uma secrecdo hiperosmética
para que esse obtenha agua através de goticulas de vapor do ar, garantindo sua
sobrevivéncia durante o periodo de privacdo hidrica (GRAY et al., 2013; YODER et al.,
2006).

Os acinos Il (granulares), segundo Furquim et al. (2011), em fémeas de R.
sanguineus s. |., sdo constituidos por oito tipos celulares (a, b, c1-c6), e os acinos Ill
(granulares), por trés tipos (d, e e f), sendo as células a, d e e as responsaveis pela sintese
de secrecdo de natureza lipoproteica, enquanto as b, cl-c6, d e f, pela sintese de
componentes de natureza glicoproteica (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES,

2011).
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Nos machos de carrapatos em geral, assim como naqueles da espécie R.
sanguineus s. l. existe ainda o acino 1V, constituido apenas por células g (BINNINGTON,
1978; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2010). Acredita-se que este

acino esteja relacionado com a lubrificacéo e transferéncia do espermatoforo para a fémea
durante a cépula, sugerindo funcéo restrita na reproducdo (SONENSHINE; ROE, 2014).

E finalmente, para que todo o produto sintetizado pela glandula possa chegar ao
seu destino final (cavidade oral) existe a porcao excretora que é formada por um sistema
de dutos ramificados e interligados, com didmetros variados. Os dutos acinares sao
aqueles de menor calibre e que tem a fungéo de coletar a secrecdo do acino e liberé-la nos
dutos intermediérios ou secundarios (de diametro maior que os acinares) que se conectam
ao duto excretor comum (maior didmetro) que, por sua vez, leva a secre¢do até a cavidade

oral do carrapato (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES, 2011).

4. Saliva

A saliva nos carrapatos € uma mistura complexa e com funcBes também
complexas que incluem a capacidade de modular os processos hemostatico, inflamatério
e imunoldgico do hospedeiro: 1) aumentando o fluxo sanguineo na regido da fixacdo no
hospedeiro, por meio da secrecdo de agentes vasodilatadores; 1I) inoculando
anticoagulantes que mantém o sangue do hospedeiro fluido; I1I) inibindo o processo
inflamatdrio no hospedeiro agindo como imunossupressor, possibilitando a fixacdo do
ectoparasita e dificultando a rejeicio do mesmo pelo hospedeiro (BOWMAN;
DILLWITH; SAUER, 1996). A modulacdo dos sistemas imune-inflamatorio e
hemostatico dos hospedeiros, ndo s6 garante o sucesso biologico desses individuos,
possibilitando seu longo periodo de alimentacéo, mas também facilita o papel de vetor de

patdgenos, permitindo a transmissao de microrganismos que encontram menos obstaculos
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a sua penetracao e instalacdo no hospedeiro (FRANCISCHETTI et al., 2009; NUTTALL,;
LABUDA, 2004).

Em razdo de toda essa complexidade estrutural e funcional, a saliva e as glandulas
salivares destes organismos vem sendo alvo de estudos em diferentes linhas de pesquisa,
buscando principalmente identificar e isolar os bioativos com acdo vasodilatadora, anti-
inflamatdria, analgésica e imunomodulatoria (OLIVEIRA et al., 2010). Os bioativos ja
descritos na saliva dos carrapatos sao de natureza glico e/ou lipoproteica (BINNINGTON,
1978; WHEELER; COLEMAN; BENACH, 1991) e estdo representados pelas fosfatases
acidas, esterases, aminopeptidases, metaloproteases, prostaglandinas, lipocalinas e
calreticulinas (BINNINGTON, 1978; MULENGA; BLANDON; KHUMTHONG, 2007,
OLIVEIRA et al., 2011) e outras com propriedades ainda desconhecidas.

Além da sua complexa composicdo, a saliva apresenta variagdes quantitativa e
qualitativa quando séo considerados os diferentes periodos do ciclo glandular e as
diferentes espécies de carrapatos (CAMARGO-MATHIAS, 2013; XIANG et al., 2009).
No caso da espécie R. sanguineus s. |. a secrecdo produzida pelas glandulas salivares
apresenta caracteristicas distintas quando considerados o inicio (2 dias), 0 meio (4 dias)
e o final (6 dias) do seu ciclo secretor (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES,
2011).

O ciclo de secrecdo da glandula salivar de R. sanguineus s. I. e seu processo
degenerativo foi bem caracterizado por Furquim et al. (2010). Segundo os autores, 0s
acinos do tipo | ndo sofrem alteragdes morfoldgicas no decorrer da alimentacédo e
adquirem caracteristicas degenerativas somente ap0s o término do ingurgitamento. Os
individuos em jejum possuem as glandulas salivares com as células a, c1, c3, d e e ativas,
ja aqueles com dois dias de alimentacédo tém as células b, c2, ¢4, ¢5, c6 e f ativas, 0s com

4 dias tem as, as células a, b, c1-c4 e c6 ativas, porém, as c5 e f encontram-se em periodo
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de inatividade e, finalmente os individuos com 7 dias de alimentacdo tém inativacao das
células c6, sendo que nesse ultimo periodo comeca-se observar processos de degradagao
das glandulas salivares.

Os mesmos autores demonstraram que as alteracdes degenerativas das glandulas
salivares foram observadas com mais intensidade nas fémeas do que nos machos e
apresentavam caracteristicas de mais de um tipo de morte celular (apoptose e morte
autofagica), caracterizando assim uma apoptose atipica (FURQUIM et al., 2014,
FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; FURQUIM; BECHARA,
CAMARGO-MATHIAS, 2010). Segundo Sonenshine et al. (2014), acredita-se que a
degeneracdo e perda de funcdo da glandula salivar ap6s o ingurgitamento ocorre devido
a interferéncia do “fator de macho” ou “fator de ingurgitamento”, transferido para a fémea
durante a copula concomitante ao seu periodo de alimentacéo, que induz a degeneracao
das glandulas salivares e estimula o desenvolvimento do ovario para que ocorra o
processo de oviposicdo (WEISS; KAUFMAN, 2004).

Ainda, segundo Furquim et al. (2014), o comportamento secretor das glandulas
salivares das fémeas de R. sanguineus s. |. durante o periodo de alimentacdo se
modificaria de acordo com a resisténcia do hospedeiro (no caso deste estar imunizado, ou
seja, ja ter sido anteriormente exposto a saliva do carrapato por uma ou mais vezes). Foi
observado pelos autores uma significante modificacdo na producdo de componentes da
saliva tais como de: proteinas, lipidios, polissacarideos, fosfatase acida e calcio,
demostrando a variacdo da complexidade bioquimica da saliva produzida por esses
carrapatos diante da alteracdo imunoldgica do hospedeiro. Isso ocorreria devido ao
sistema imune do hospedeiro e os componentes da saliva dos carrapatos terem

coevoluido, resultando numa interacdo que poderia ser comparada a uma “corrida
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armamentista” entre 0s mecanismos de defesa de um e do poder de invasdo do outro
(KOTAL et al., 2015).

Em relacdo a acdo anti-hemostatica da saliva, algumas proteinas anticoagulantes
importantes ja foram identificadas como: a TAP (tick anticoagulante peptide) e a
Moubatin isoladas da saliva de Ornithodoros moubata (FRANCISCHETTI; MATHER;
RIBEIRO, 2005; WAXMAN; CONNOLLY, 1993); a Americanin encontrada no
Amblyomma americanum (ZHU et al., 1997); a Variabilin purificada das glandulas
salivares de Dermacentor variabilis (WANG et al., 1996); Boophilin e Microphilin da
saliva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CIPRANDI et al., 2006; MACEDO-
RIBEIRO et al., 2008); e apirases descritas em Ixodes scapularis, O. moubata (RIBEIRO
et al., 1985) e Ornithodoros savignyi (MANS et al., 2002); todas com capacidade de inibir
a agregacdo plaguetaria e, portanto, com perspectiva de serem utilizadas no tratamento
de doengas como a trombose, por exemplo.

Quanto a acdo anti-inflamatoria da saliva dos carrapatos, atribui-se principalmente
a alta concentragdo de prostaglandinas presente na secrecdo salivar (SAUER,;
ESSENBERG; BOWMAN, 2000). Inibicdo da agregacdo plaquetaria, vasodilatacéo e
supressao da producdo de interleucinas, como a IL-2, e o interferon IFN-y, sdo atribuidas
a elas (SA-NUNES et al., 2007).

Apesar do potencial ja conhecido sobre a acdo anti-hemostética, anticoagulante e
anti-inflamatéria da saliva dos carrapatos, novos estudos vém sendo desenvolvidos
buscando esclarecer as diversas facetas que envolvem o arsenal farmacologico da saliva
dos carrapatos e os resultados tem demostrado que esses ectoparasitas podem ser 6timos
aliados em terapias alternativas de diversas doencas, como por exemplo neoplasias
(ABREU et al., 2014; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al., 2011).

Segundo a literatura, a saliva de diferentes espécies de carrapatos teria ainda a capacidade
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de inibir a proliferacdo de células endoteliais apresentando ac¢des anti-angiogénica
(FRANCISCHETTI et al., 2009) e anti-tumoral (ABREU, 2014; KAZIMIROVA;
STIBRANIOVA, 2013; SIMONS et al., 2011).

No que se refere a agdo imunossupressora da secrecdo salivar, diversos estudos
visando o melhor entendimento dos complexos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
envolvidos na relagdo hospedeiro-carrapato mostraram que a saliva bruta de diversas
espécies de carrapatos possuiria o potencial de: afetar a proliferacdo de linfcitos T
(KOPECKY; KUTHEJLOVA,; PECHOVA, 1999; SCHOELER; WIKEL, 2001); inibir a
funcdo dos neutrofilos, incluindo sua atividade oxidativa e fagocitaria (RIBEIRO; WEIS;
TELFORD, 1990); diminuir a atividade das células “natural killer” (KUBES et al., 1994);
diminuir a atividade oxidativa de macrofagos (KUTHEJLOVA et al., 2001); suprimir a
producéo de citocinas proinflamatorias (IL-2 e IFN-y) e aumentar a producdo de citocinas
(IL-4, IL-5 e IL-10) relacionadas com a producdo de anticorpos IgE e reacdes imunes
mediadas por eosinofilos e mastocitos contra alérgenos (caracteristicas da indugdo de
linfécitos do tipo Th2) (BROSSARD; WIKEL, 2004; WIKEL, 1999). No entanto, esses
mecanismos parecem distinguir-se de acordo com as diferentes espécies e ainda quando

considerado a saliva bruta ou o extrato de glandula salivar (KOTAL et al., 2015).

5. Imunobiologia dos Extratos de Glandulas Salivares e da Saliva de
Rhipicephalus sanguineus s. I.

Devido a sua importancia médico veterinaria e econdmica, a maioria dos trabalhos
disponiveis na literatura referentes a estudos utilizando extratos de glandulas salivares de
R. sanguineus s. |. tratam das propriedades imunomodulatérias da saliva ou do
desenvolvimento da resposta imune inflamatoria do hospedeiro, visando entender melhor

a relacdo imunobiologica estabelecida na interface carrapato-hospedeiro e buscando
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novas maneiras de controle desses ectoparasitas, como por exemplo a producdo de
vacinas.

Segundo Ferreira e Silva (1998;1999), a saliva dessa espécie de carrapato teria
efeito na inibicao da proliferacdo de células T, diminuicdo da producéo da citocina IL-2,
IL-12 e INF-y, aumento na producdo de citocinas IL-4, IL-10 e TGF-f, inibicdo da
atividade fagociticas de macrdfagos frente a exposicéo de Trypanossoma cruzi e redugdo
das taxas de oxido nitrico.

Recentemente, a prostaglandina E2 e a adenosina da saliva de R. sanguineus s. .
foram identificadas como os compostos responsaveis pela modulagdo da funcdo de
células dendriticas (células apresentadoras de antigenos), inibindo a producdo de
citocinas IL-12p40 e TNF-a e expressdo de CD40, e aumentando a produgéo de IL-10.
Porém, apenas a prostaglandina E2 demonstrou capacidade de inibir a maturacdo de
celulas dendriticas (OLIVEIRA et al., 2011).

Além disso, o extrato da glandula salivar de carrapatos R. sanguineus s. I. suprimiu
a producéo de 1gG2 e a expressdao de DNAm de IL-2, IL-5 e IFN-y de maneira dose-
dependente, e ndo interferiu na expressao de DNAm de IL-4 (MATSUMOTO et al.,
2003).

Ainda, quando comparados organismos capazes de desenvolver resisténcia a
infestagbes de carrapatos (guinea pigs) e aqueles que ndo a apresentam (cdes e
camundongos), observou-se que os resistentes diferem dos demais principalmente por
apresentar aumento na producdo de células T apés infestacdo por carrapatos, e pelo
aumento de basofilos e células monucleadas (linfocitos, macrofagos e células NK) no
local da fixacdo do ectoparasita, ao contrario dos organismos ndo resistentes que
apresentam inibicao da producéo de células T e infiltrados de eosindfilos e neutrofilos no

local da ferida (FERREIRA et al., 2003).
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No entanto, injecOes de extratos de glandulas salivares de R. sanguineus s. . com
2, 4 e 6 dias de alimentacdo estimularam o aparecimento de sinais de sensibilizagdo em
coelhos hospedeiros (diminuindo a infestacdo por esses ectoparasitas e até reduzindo a
reprodutividade dos mesmos), demonstrando uma intensa resposta imune-inflamatoria
dos hospedeiros, especialmente ao extrato de 4 dias, sugerindo que as moléculas presentes
no extrato de gléandulas salivares de R. sanguineus s. |. possuiriam imunogenicidade
distinta de acordo com o periodo do ciclo glandular e que a reacdo imune decorrente da
presenca desse extrato poderia ser mais forte do que a acdo imunomoduladora
(HEBLING; CMARGO-MATHIAS; FURQUIM, 2011).

Dessa forma, mesmo com 0 conhecimento da a¢do imunossupressora da saliva da
espécie R. sanguineus s. I., ainda ha muito a se esclarecer sobre os mecanismos
envolvidos na modulagéo do sistema imune do hospedeiro, como quais seriam os fatores
que estariam sendo ativados ou inativados para promover tal respota imunoldgica, e
ainda, levando-se em conta as diferentes necessidades imunomodulatérias conforme o
ciclo glandular, ou seja, no inicio (2 dias), meio (4 dias) e fim (6 dias) do processo de

alimentacdo, quais seriam as diferentes reacdes imunoldgicas entre esses periodos.

6. Macrdfagos

Os macrofagos, considerados os maiores leucécitos do sistema imune, sdo
produzidos na medula 6ssea em formato de monaocitos que circulam no sangue e migram
para os tecidos onde se diferenciam. Sdo considerados celulas apresentadoras de antigeno
profissionais, podendo ser ativados na presenca de diferentes antigenos em contato com
seus complexos receptores de membrana, e posteriormente, apresentando-os aos
linfocitos T. Os mesmos sdo responsaveis também pela eliminacdo e fagocitose de

microrganismos invasores, assim como pela secrecdo de proteinas sinalizadoras
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(citocinas) que ativam e recrutam outras células do sistema imune, papel fundamental na
inducdo da inflamac&o e no sucesso da resposta imune (MURPHY et al., 2010).

As citocinas sdo proteinas mediadoras do sistema imune, produzidas pelos
macrofagos em resposta a presenca de microorganismos e de outros antigenos, e sao
responsaveis pela regulacdo dos processos inflamatérios e imunomodulatdrios, sendo
capazes de estimular a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos, ativacdo de células
efetoras, e até mesmo por influenciar na sintese e acdo de outras citocinas (ABBAS et al.,
2007; MURPHY et al., 2010).

Além das citocinas, os macréfagos ativados produzem intermediarios reativos de
nitrogénio como o oxido nitrico (NO), através da acdo da enzima éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), ativada por sua vez pela presenca de produtos microbianos, como por
exemplo o lipopolissacarideo (LPS) extraido da parede celular de bactérias Gram-
negativas (MACRI et al., 2009). O éxido nitrico liberado tem importante papel na
destruicdo e eliminacdo de microorganismos patogénicos e € um 6timo indicador da
intensidade de ativacdao de macrofagos (ABBAS et al. 2007).

As células da linhagem J774 sdo macrofagos de ratos originalmente isoladas de
sarcoma histiocistico e descritas primeiramente por Ralph e Nakoinz (1977). Essa
linhagem celular consiste basicamente em macrdfagos aderentes e de migracdo lenta com
a capacidade de fagocitose e liberacdo de mediadores do sistema imune, tais como as
citocinas e espécies reativas de oxigenio e nitrogénio, como o éxido nitrico, por exemplo
(RALPH; NAKOINZ, 1977). Devido essa geracdo de indicadores de resposta
imunologica semelhantes as células de origem dessa linhagem (como producdo e
modulacdo de citocinas, inducdo da sintese de 6xido nitrico, regulacdo de prostagandinas,
resposta proinflamatoria e interacdo e infeccdo de microrganismos), a mesma tem sido

frequentemente utilizada como modelo efetivo em estudos in vitro relacionados a
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imunorregulacdo e atividade anti-inflamatoria de macréfagos (D' ACQUISTO et al.,

1997; JUSTO et al., 2015; MAROTTA; SAUTEBIN; ROSA, 1992).
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CONSIDERACOES FINAIS

- As concentragdes (4; 2; 1; 0,5 e 0,1 pg/mL) dos extratos EG2 e EG4 de glandulas
salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. |. ndo apresentaram citotoxicidade
significativa sobre macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, no entanto, no
extrato EG2 a concentracdo de 4 pg/mL apresentou citotoxicidade sobre células da

linhagem J774 quando expostas por 48 horas;

- As concentracgdes de 4 e 2 pg/mL de ambos os extratos (EG2 e EG4) estimularam perfis
pré-inflamatdérios em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, confirmados
pelos testes de viabilidade celular e de producdo de NO, corroborando as analises

morfologicas sob microscopia de luz e eletrénica de varredura;

-As concentragdes 1; 0,5 e 0,1 pg/mL dos extratos EG2 e EG4, por sua vez,
demonstraram perfis imunomodulatérios em macrofagos peritoneais, confirmados
principalmente pela analise morfoldgica sob microscopia de luz e eletrénica de varredura,
mas nao pela dosagem de NO, o que sugeriu que essa imunomodulacdo seria

desencadeada por outros mediadores, possivelmente por citocinas;

- A concentracdo de 2 pg/mL no tempo de 48 horas de exposicdo e 1 pg/mL no de 24
horas de exposicdo do EG2 e as concentragbes 2 e 1 pg/mL o EG4 em 48 horas de
exposicao também apresentaram atividade pré-inflamatoria em células da linhagem J774,
confirmada pelo aumento da liberagdo NO, de citocina pré-inflamatoria (1L-2) e analise

morfoldgica sob microscopia de luz;
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- As demais concentragdes dos extratos EG2 e EG4 tiveram atividade imunomodulatéria
sobre as células da linhagem J774 demonstrada pela diminuicdo de liberacdo de NO,
concomitantemente a diminui¢do de citocinas pré-inflamatérias (IL2, IL-6 e TNF-a),
aumento da sintese de IL-10, e confirmada pela analise morfolégica sob microscopia de

luz.
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