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Resumo

No presente trabalho foram realizados testes para demonstrar o potencial antitumoral de
extratos de glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus com
2 (EGS2) dias de alimentacdo sobre células das linhagens DH82 e HL-60 (in vitro) ,
bem como os efeitos de duas concentragdes diferentes (0,2 e 0,04ug/uL) de extratos
(com uma ou duas injecBes) obtidos a partir das mesmas glandulas da espécie de
carrapato com o mesmo tempo de alimentagdo sobre a morfofisiologia da musculatura
de pernas posteriores de ratas Wistar inoculadas com células do tumor de Walker 256
(in vivo). Invitro as células tumorais foram expostas as concentracdes do extrato pelo
periodo de 24 horas e entdo encaminhadas para as avaliacdes quantitativa (analise dos
parametros viabilidade e o numero total de células) e morfoldgica (analises sob
microscopia de luz convencional: coloracdo pela hematoxilina e eosina, e sob
microscopia confocal: marcacdo do citoesqueleto/nicleo, verificacdo da viabilidade
celular, bem como deteccéo da atividade das caspases 3 e 7). Os resultados quantitativos
mostraram que 0 extrato EGS2 afetou negativamente tanto a viabilidade quanto a
proliferacdo das células tumorais, sendo que a concentracéo de 0,2 reduziu a viabilidade
das DH82 e a de 0,5 reduziu a proliferacdo destas. Para as células HL-60 as
concentracdes de 0,2 e de 0,5 reduziram a viabilidade, sendo ainda que a concentracédo
de 0,5 foi mais eficaz nesse processo. Os dados morfoldgicos revelaram que tanto as
DH82 (exposicdo a 0,2 pg/mL do EGS2) quanto as HL-60 (exposicdo a 0,2 e 0,5
pg/mL do EGS2) tiveram a viabilidade comprometida. Além disso, detectou-se
alteracdes citoplasmaticas e nucleares como: a) desorganizacdo do citoesqueleto (actina
e tubulina), b) condensacéo e concentracdo da cromatina em blocos distribuidos ou por
todo o nucleo ou somente na sua periferia (marginalizacdo cromatinica), picnose,
formagdo de “blebbs” e fragmentacdo nuclear, c) atividade das caspases 3 ¢ 7 e d)
rompimento celular, caracteristicas estas que permitiram inferir que as células sofreram
apoptose. As aplicacdes da técnica e coloracdo pela hematoxilina-eosina assim como
daquela para marcacdo do citoesqueleto e nucleo nas DH82 (exposi¢do a 0,5ug/mL do
EGS2) mostraram que a viabilidade ndo foi comprometida, contudo houve
desorganizacdo do citoesqueleto, bem como presenca de menor quantidade de células

em divisdo em comparagdo ao Controle 2. In vivo os resultados mostraram tanto na



histologia quanto na microscopia eletronica que uma injecdo da menor concentragdo do
extrato (0,04pg/uL) foi mais efetiva na contencdo da invasdo tumoral, bem como
causou menores “danos colaterais” ao tecido muscular, objeto deste estudo. Foi também
realizada a quantificacdo do numero de leucdcitos, bem como dos niveis de creatinina a
qual apresentou seu nivel aumentado nas ratas submetidas a uma e a duas inje¢des do
extrato na concentracdo de 0,04pg/pL quando comparadas aquelas submetidas a uma e
a duas injecOes do extrato na maior concentracdo, sugerindo que nos primeiros a injecado
do extrato contribuiu para a manutencdo da integridade do tecido muscular. Quanto ao
parametro aumento/diminuicdo do ndmero de leucécitos, 0s resultados sugeriram que
em todas as ratas inoculadas houve aumento significativo do niamero total de leucdcitos.
Naquelas inoculadas e submetidas as injecbes (uma e duas) na concentracdo de
0,2ug/uL houve aumento significativo de leucocitos quando comparou-se com aquelas
apenas inoculadas e ndo expostas ao extrato, sugerindo que além das células tumorais o
préprio extrato nesta concentracdo agiu como potencializador da resposta de defesa. Ao
contrario, aquelas ratas inoculadas e submetidas as injecdes (uma e duas) na
concentracdo de 0,04upg/uL apresentaram reducdo significativa no numero total de
leucécitos quando comparadas as ratas apenas inoculadas e as inoculadas e injetadas
com extrato na concentracdo de 0,2ug/uL. Esses resultados reforgaram que o extrato na
concentracdo de 0,04ug/uL além de agir com maior efetividade na inibi¢do das células
tumorais, ndo atuou como agente estressor, visto o nimero de leucdcitos ter sido menor.
De forma geral, os extratos glandulares comprometeram tanto a viabilidade das células
tumorais por meio da inducdo da apoptose, quanto a proliferagdo das mesmas,
reduzindo essa taxa. Esses eventos variaram em funcdo das concentraces, do modelo
tumoral in vitro submetido as exposicdes (linhagens DH82 ou HL-60). Corroborando
esses dados in vivo, aqueles obtidos sinalizaram que moléculas produzidas pelas
glandulas salivares desta espécie de carrapatos teriam capacidade de inibir o

crescimento tumoral, além de minimizar os “danos colaterais” ao organismo.

Palavras chave: Rhipicephalus sanguineus, cancer, DH82, HL-60, tumor de Walker
256.
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Abstract

In this study, tests were conducted to demonstrate the antitumor potential of salivary
gland extract of female ticks Rhipicephalus sanguineus 2 (EGS2) days of feeding on the
DH82 cell lines HL-60 and (in vitro), as well as the effects of two different
concentrations (0,2 and 0,04ug/uL) extracts (one or two injections) obtained from the
same glands of the same species at the same time of tick feeding on morphophysiology
muscle of hind legs of female Wistar rats inoculated with Walker 256 tumor cells (in
Vivo). In vitro, tumor cells were exposed to concentrations of the extract for 24 hours
and then forwarded to the quantitative assessments (analysis parameters and viability
percentage of total cells) and morphology (analysis under conventional light
microscopy: hematoxylin and eosin and under confocal microscopy: marking
cytoskeletal / core check cell viability, as well as the detection of the activity of
caspases 3 and 7). The quantitative results show that the extract EGS2 adversely affects
both the viability as the proliferation of tumor cells, and the concentration of 0,2
reduced the viability of DH82 and 0,5 reduced the proliferation of these. For HL-60
concentrations of 0,2 and 0,5 reduced the viability still being the concentration of 0,5
was most effective in this process. Morphological data showed that both DH82
(exposure to 0,2 mg / mL of EGS2) and HL-60 (exposure to 0,2 to 0,5 mg / mL of
EGS2) had impaired viability, or in such concentrations there was death of EGS2 cell,
which occurred earlier in DH82 (presence of large blocks containing cell debris).
Moreover, it was detected cytoplasmic and nuclear changes resulting from exposure to
the extracts, which were: a) disruption of the cytoskeleton (actin and tubulin), b)
condensation of chromatin and concentration in blocks or distributed throughout the
core or only on its periphery (chromatin marginalization), pyknosis, training "blebbs"
and nuclear fragmentation, c¢) activity of caspases 3 e 7 d) cell disruption, this being
allowed to infer that the cells underwent apoptosis. Moreover, the application of
hematoxylin and eosin as that used to mark the nucleus and cytoskeleton in DH82
(exposure to 0,5ug / mL EGS2) showed that the viability was not impaired, but there
was disruption of the cytoskeleton as well as the presence minor amount of dividing
cells in comparison to Control 2. In vivo, quantification of the number of leukocytes
was also carried out and creatinine levels in individuals of all groups. The results

showed both histology and in electron microscopy that an injection of lower
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concentration of the extract (0,04ug/uL) was more effective in containing tumor
invasion and caused minor "collateral damage™ to the muscle tissue, the subject of this
study. Regarding the parameter creatinine, their level found to have increased in rats
submitted to one and two injections of the extract at a concentration of 0,04ug/uL
compared to those subjected to and the two injections of the extract in the highest
concentration, suggesting that the first to extract the injection contributed to the
maintenance of integrity of muscle tissue. As to the parameter increase / decrease in the
number of leukocytes, the results suggested that in all inoculated mice showed a
significant increase in the total number of leukocytes. Inoculated and those submitted
injections (one-two) in the concentration of 0,2upg/uL significant increase of leukocytes
when compared with those inoculated only and not exposed to the extract, suggesting
that in addition to tumor cells the extract itself at this concentration acted as defense
response enhancer. Conversely, those rats inoculated and subjected injections (one-two)
in a concentration of 0,04pug/uL showed a significant reduction in the total number of
leukocytes compared to mice inoculated only and inoculated with extract and injected at
a concentration of 0,2ug/uL. These results reinforced that the extract at a concentration
of 0,04ug/uL addition to acting with greater effectiveness in inhibiting tumor cells, did
not act as a stressor agent, as the number of leukocytes was lower. Thus, our findings
showed that the changes in the cytoskeleton of DH82 cells (exposure to 0,5ug / ml of
EGS2) probably occurred due to impaired proliferation of them. In general, both
glandular extracts committed viability of tumor cells through induction of apoptosis, as
the proliferation of the same, reducing that rate. These events varied depending on the
concentrations of tumor in vitro model subjected to exposure (DH82 lines or HL-60).
Corroborating these data in vivo, those obtained signaled that molecules produced by
the salivary glands of this species of ticks have ability to inhibit tumor growth, and
minimize "collateral damage" to the body.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, cancer, DH82, HL-60, Walker 256 tumor.
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1. Introducéo e Revisdo da Literatura
Carrapatos X Bioativos Salivares

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematofagos, cuja alimentacdo se da
basicamente devido a acdo combinada das estruturas bucais e da saliva, esta Ultima
produzida pelas glandulas salivares (BALASHOV, 1972).

As glandulas salivares da espécie Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE,
1806) (Acari: Ixodidae) tem sido estudadas por Furquim desde 2007, que tem
demonstrado que este Orgao apresenta extrema complexidade morfofisioldgica e, além
disso, estabeleceu uma nova classificagdo para as células glandulares, a qual agregou
um nimero maior de tipos no acino Il das glandulas tanto de fémeas quanto de machos.
Especificamente nas fémeas as glandulas salivares sdo compostas por acinos dos tipos I,
Il e Il (FURQUIM, 2007; CAMARGO-MATIAS; FURQUIM, 2013) e nos machos
pelos I, 11, 11l e IV (FURQUIM et al., 2008a, b, 2010). Os do tipo | sdo agranulares e
estdo envolvidos com o balango hidrico do ectoparasita, enquanto os Il e 11, granulares,
atuam no processo de fixacdo, alimentacdo e de osmorregulacdo na fase de grande
consumo de sangue (FURQUIM, 2007). Ja os do tipo IV (granulares), segundo a
literatura ndo tém ainda sua funcdo bem estabelecida, porém, parecem atuar na
reproducdo dos ectoparasitas (FELDMAN-MESHSAM et al., 1970). Nas fémeas de R.
sanguineus os acinos |l sdo constituidos pelas células secretoras dos tipos a, b, cl, c2,
c3, ¢4, ¢5 e ¢6, enquanto que os 11 pelos tipos d, ee f (FURQUIM, 2007; CAMARGO-
MATHIAS; FURQUIM, 2013). Nos machos verificou-se a presenca adicional das
células c7 e ¢c8 nos &cinos Il. Os acinos IV sdo formados exclusivamente pelas células g
(FURQUIM et al., 2008a, 2010).

Segundo Camargo-Mathias et al. (2011) a saliva dos carrapatos é uma mistura
complexa assim como o 6rgdo onde ela é produzida, sendo considerada um grande,
diversificado e eficaz arsenal farmacolégico que garante a alimentacdo e a
sobrevivéncia dos carrapatos (STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010).
Nesta saliva encontram-se moléculas das mais variadas naturezas com papel na
modulacdo do sistema imune-inflamatdrio e hemostatico dos hospedeiros (STEEN et
al., 2006; HAINICKA et al., 2011), sendo considerada um reservatorio em potencial de

moléculas multifuncionais, onde estdo presentes compostos bioativos de grande
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interesse (BATISTA et al., 2008). Por esta razdo, a saliva vem sendo alvo de diferentes
estudos devido, principalmente, ao grande interesse na identificacdo e isolamento de
moléculas bioativas com acgdes: vasodilatadora, antiinflamatoria, anticoagulante e
imunossupressora (OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo a literatura, a saliva de diferentes espécies de carrapatos, dentre elas a
de R. sanguineus, modula diferentes passos da biologia das células dendriticas, como
por exemplo sua maturacdo (OLIVEIRA et al., 2008; 2010), inibe a proliferacdo de
células endoteliais e tem apresentado acdes: anti-angiogénica (FRANCISCHETTI et al.,
2010; DREWES et al., 2012), e anti-tumoral (KAZIMIROVA et al., 2006;
CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al.,, 2011; AKAGI et al.,2012).
Além disso, nela foram identificadas proteinas anticoagulantes, como o peptideo
anticoagulante do carrapato (TAP) obtido a partir da saliva do carrapato Ornithidoros
moubata (WAXMAN et al.,, 1990), a boophilina, de R. (Boophilus) microplus
(MACEDO-RIBEIRO et al.,, 2008), ixolaris e penthalaris de Ixodes scapularis
(FRANCISCHETTI et al., 2002; FRANCISCHETTI et al., 2004) e amblyomin-X, de
Amblyomma cajennense (BATISTA et al., 2010), as quais teriam potencial no
tratamento de doengas como a trombose.

Dentre os elementos presentes na saliva dos carrapatos destacam-se 0S
componentes de origem glicoprotéica, lipoprotéica e lipidica (CAMARGO-MATHIAS
et al., 2011), como calreticulina, fosfatase 4&cida, esterases, aminopeptidases,
metaloproteinases, lipocalinas e prostaglandinas (BROSSARD; WIKEL, 2004; STEEN
et al., 2006; MULENGA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011; CAMARGO-MATHIAS
et al., 2011), entre muitas outras, com propriedades farmacoldgica e/ou imunoldgica.
Especificamente em fémeas de R. sanguineus recentemente foi demonstrada a presenca
de proteinas, polissacarideos, lipideos, fosfatase &cida e célcio na secrecdo salivar,
sendo que de acordo com os estudiosos o calcio provavelmente estaria ligado a uma
calreticulina (FURQUIM et al., 2013). Ainda na saliva de carrapatos da espécie R.
sanguineus, Oliveira et al. (2011) detectaram a presenca de moléculas de origem néo
protéica, prostaglandina (PGE2) e adenosina (Ado), com potente propriedade
imunomoduladora.

Segundo Furquim et al. (2013 e 2014) a complexidade bioquimica da

composicdo da saliva do carrapato R. sanguineus se modifica ao longo do repasto
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sanguineo deste, devido a necessidade do mesmo modular o sistema homeostatico local
do hospedeiro. De acordo com 0s autores esta mistura varia tanto quantitativa quanto
qualitativamente quando considerados periodos especificos do ciclo glandular como o
inicio (2 dias de alimentacdo), o meio (4 dias) e o final (6 dias) da produgdo da
secrecdo. Somando-se a isso, Furquim et al. (2011) também demonstraram que o
comportamento secretor das glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus modificar-
se-ia em funcdo da resisténcia adquirida pelo hospedeiro, quando imunizado. Furquim
et al. (2013) tambem verificaram que na secrecdo glandular destas mesmas fémeas
houve variacdo nos componentes de origem protéica, polissacaridica e lipidica, bem
como da fosfatase acida e do calcio (provavelmente calreticulina), o que sinalizou que a
secrecdo salivar teria a composicdo e acdo também modificadas ao longo do ciclo
glandular quando estas fossem alimentadas em hospedeiro previamente imunizado.

De acordo com a literatura, as calreticulinas da saliva dos carrapatos apresentam
papel importante na relacdo parasita-hospedeiro, por agir como imunossupressor e
antihemostatico, facilitando assim o processo de alimentacdo (BROSSARD; WIKEL,
2004; STEEN et al., 2006). Além disso, as calreticulinas tém a capacidade de inibir a
proliferacdo de células endoteliais apresentando, portanto, acdo anti-angiogénica, o que
possibilita alterar a taxa do crescimento tumoral (JAWORSKI et al., 1995; PIKE et al.,
1999). Neste sentido e considerando a importancia das calreticulinas para o sistema
imunologico, bem como sua acao inibidora da angiogénese, muitos estudos tem sido
realizados no sentido de se demonstrar a acdo antitumoral desta, bem como encontrar
métodos de utiliza-la na terapia do cancer (BASU; SRIVASTAVA, 1999; NAIR et al.,
1999; PIKE et al., 1999; CHENG et al., 2001; OBEID et al., 2007).

Ainda com relacdo as moléculas bioativas presentes na saliva dos carrapatos,
uma proteina Amblyomin-X encontrada na saliva de A. cajennense, participante do
processo de coagulacdo, apresentou também atividade citotdxica em diferentes
linhagens de células tumorais (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010). Kazimirova et
al. (2006) demostraram que moléculas presentes em extratos de glandulas salivares de
diferentes espécies de carrapatos foram capazes de inibir o crescimento de células HelLa
por indugdo de apoptose (R. appendiculatus e A. variegatum), bem como devido ao
efeito anti-proliferativo das mesmas (Ixodes ricinus, R. appendiculatus, Dermacentor

reticulatus e A. variegatum). Somando-se a isso Simons et al. (2011) relataram 0s
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efeitos promissores da saliva bruta de carrapatos no controle de células tumorais, as
quais entraram em processo de morte. E Poole et al. (2013) relataram o efeito inibidor
da saliva na capacidade migratdria e invasiva de células MDA- MB- 231.

Nesse sentido, a possibilidade de se obter moléculas provenientes da secrecdo de
animais e de extratos de plantas para serem utilizados no tratamento dos varios tipos de
cancer é uma busca constante das pesquisas da area (SHAFI et al., 2009), visto que 0s
métodos de tratamento convencionais desta doenca (em animais e em humanos) tém
sido agressivos via intervencdo cirargica, radioterapia e quimioterapia, provocando
muitos efeitos colaterais no paciente (MORRIS; DOBSON, 2007).

Sob essa dptica os carrapatos deixam de ser considerados organismos nocivos e
passam agora a ser considerados como uma importante fonte de moléculas bioativas
com potencial para o desenvolvimento de novos tratamentos de algumas doengas, visto
ser grande a variacdo na composicdo destes bioativos entre as diferentes espécies
(KAZIMIROVA, 2007), assim como é em uma mesma espécie em diferentes periodos
do processo alimentar (SANDERS et al., 1996; FURQUIM, 2007; MULENGA et al.,
2007). Além disso, dependendo das condi¢cdes imunologicas do hospedeiro, as
secregOes das glandulas salivares apresentariam uma composi¢do modificada ao longo
do ciclo glandular e consequentemente agiriam diferentemente do observado quando
estas fossem produzidas por carrapatos alimentados em hospedeiros ndo imunizados, ou
seja, em condic¢Bes normais (FURQUIM et al., 2011, 2013).

Cancer

O céancer corresponde a um conjunto de doencas cujos fatores biologicos
compartilham caracteristicas em comum, como a proliferagdo celular excessiva e a
invasdo tecidual (PISTILLI, 2009) e resulta de uma série progressiva de mutacGes
genéticas ou epigenéticas (alteracbes que comprometem o produto da expressdo génica
sem afetar o DNA, que se mantém intacto) (PISTILLI, 2009). As mudancas que
ocorrem numa célula sdo conseqiiéncias de uma série progressiva de alteracdes que

modificam basicamente dois tipos de genes:
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1) os pro-oncogenes, relacionados a inducdo da proliferagdo celular e que
qguando mutados aumentam sua expressdo, acelerando a proliferacdo celular (LUO,
2008).

2) 0s genes supressores tumorais, relacionados a indugdo de morte celular, como
0 p53, cujo produto da sua expressao, a proteina p53, interrompe a divisdo celular
quando encontra defeitos no DNA (KERBEL; FOLKMAN, 2002). Mutacdes que
comprometam a expressao do gene p53, além de acionar o fenotipo angiogénico, levam
a superexpressao de Bcl2, gene antiapoptoético, e de Bax, gene pré-apoptotico.

As alteracdes celulares que ddo origem ao cancer séo resultado de uma série de
condigdes provenientes de dois tipos de fatores: iniciador e promotor. O fator iniciador
¢ primordial e essencial ao tumor e antecipado sempre aos fatores promotores,
promovendo mutacdes no DNA, como deleces, translocacdes e inversdes génicas, por
intermédio de carcin6genos quimicos, oncovirus ou radiacdo. Fatores promotores
somame-se ao fator iniciador, ou promovendo mais mutacgdes na célula, ou acrescentando
a esta apenas as alteracdes epigénicas, ou ainda ambas. A célula transformada difere da
célula normal por varios aspectos sendo, um dos mais notaveis, sua capacidade de
escapar de mecanismos de controle do ciclo celular, da apoptose e da ativacdo
imunoldgica do seu meio ambiente, o que favorece a proliferacdo descontrolada. Essa
célula adquire entdo o potencial, através de sucessivas divisdes celulares e posteriores
mutacOes, de dar origem a um conjunto de células tumorais (aproximadamente, um
milh&o delas) no caso de um tumor sélido (PISTILLI, 2009).

A partir de entdo, o crescimento desse tumor sélido torna-se limitado pois é
dependente, unicamente, de receber oxigénio e nutrientes e eliminar seus produtos de
excrecdo. Como conseqiiéncia, as células, no centro da massa tumoral tendem a morrer
por necrose ou apoptose. Acredita-se que microtumores, neste estagio, sobreviveriam
por longos periodos num estado dormente, no qual o ndmero de células viaveis
equivaleria ao das que morrem (FOLKMAN, 1985; GASTL et al, 1997).

Para um desenvolvimento posterior ocorrer, o tumor precisa adquirir novas
mutacdes, dentre elas a que esta relacionada a inducdo da angiogénese (AUSPRUNK;
FOLKMAN, 1977). Segundo Kerbel e Folkman (2002), o crescimento tumoral é
estritamente dependente de angiogénese, a qual se torna possivel porque as células que

compdem o cancer passam a produzir fatores pré-angiogénicos, que induzem as células
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endoteliais dos vasos sangiineos da vizinhanga a degradar sua lamina basal e a migrar
em direcdo ao tumor.

As células cancerosas comegam a promover a angiogénese precocemente, assim
que acionado o fenotipo angiogénico, caracterizado pela expressdo de proteinas pro-
angiogénicas pelo tumor, expressdo esta dirigida por oncogenes como é o caso da
expressao de VEGF induzida por c-myc (KNIES-BAMFORTH et al., 2004).

Células tumorais localizadas a mais de 100um de distancia de um vaso
sanguineo tornam-se hipdxicas, condicdo esta que induz a expressdo de fatores
angiogénicos, como o VEGF, fendmeno mediado pelo chamado fator induzivel por
hipoxia (HIF-1a). A condicdo de hipoxia leva a estabilizacdo do fator HIF-1a que passa
a escapar de sua via normal de degradacéo intracelular, podendo se ligar a HIF-1RB, o
qual promove a transcrigcdo de diversas proteinas como o VEGF (SHWEIKI et al., 1992;
FONG, 2008).

Uma vez que o tumor passa a ter um suprimento sangliineo, ele se tornara
invasivo, adquirindo potencial para metastase com a formacéo de tumores secundarios,
ressaltando que a metastase € o mais temido e 0 menos entendido aspecto do cancer. Na
verdade, o tumor sO passa a ser considerado um cancer quando adquire a capacidade de
invadir e colonizar regides distantes daquela de origem. Esta capacidade depende, além
dos fatores angiogénicos, da expressdo de moléculas de adesd@o como as integrinas e as
selectinas, permitindo a disseminacao de células tumorais atraves dos vasos sangliineos
(ENNS et al., 2004).

O processo de metastase envolve muitas etapas seqlienciais pelas quais uma
célula tumoral deve passar, tais como: 1) escapar do tumor primario, invadindo o tecido
conjuntivo subjacente; 2) entrar na corrente circulatoria sanglinea e/ou linfatica; 3)
sobreviver ao trajeto no interior do sistema circulatério; 4) escapar da circulagcdo
sanguinea ou linfética; 5) estabelecer uma nova colénia em 6rgaos distantes, a qual

podera crescer, formando um tumor secundario (WY CKOFF et al., 2000).
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Sarcoma Histiocitico

O surgimento de neoplasia € comumente observado na pratica veterinaria de
pequenos animais, sendo os tumores de pele e de tecidos moles os mais frequentes
(MORRIS; DOBSON, 2007). As neoplasias representam grupos de tumores benignos e
malignos originados de uma variedade de células (PESSOA et al., 2008). Alem disso, 0s
malignos sd@o umas das principais causas de morte em cées e dentre eles, os de pele sdo
0S mais observados.

De acordo com a literatura, a proliferacdo histiocitica desordenada que afeta os
caes é frequente e denominada de Distarbio da Proliferacdo Histiocitica (AFFOLTER,;
MOORE, 2000), incluindo o sarcoma histiocitico (histiocitose maligna) (PESSOA et
al., 2008), tumor bastante agressivo, caracterizado pela proliferacdo de histidcitos
derivados da linhagem celular mondcito/macréfago (BARNES et al.,, 2000;
CLIFFORD; SKORUPSKI, 2007). Esse tumor maligno pode se instalar em diversos
tecidos/orgédos (pulméo, linfonodos, figado, baco, estbmago, pancreas, mediastino, pele,
musculo esquelético, sistema nervoso central, 0sso, medula, entre outros) (CLIFFORD;
SKORUPSKI, 2007) e pode ser encontrado nas formas: a) localizada (em um 6rgdo
especifico) ou b) disseminada (em varios 6rgédos), neste ltimo caso com curso clinico
rapido e fatal.

A partir de células progenitoras neopléasticas oriundas de um tumor histiocitico
maligno de cdo foi estabelecida a linhagem celular continua denominada DH82
(WELLMAN et al., 1988). A partir disso muitos estudos estdo sendo realizados
utilizando essas células in vitro (BARNES et al., 2000; DIVINO et al., 2010; THAMM
etal., 2012; SIBLEY et al., 2013).

Morfologicamente as células tumorais da linhagem DH82 sdo descritas como: a)
grandes, com didmetro podendo variar de 25um a 55um, porém, a maioria delas (80%)
tem didmetro variando de 25um a 35um, b) arredondadas, mas podendo apresentar
prolongacgdes citoplasmaticas como pseuddpodes, inclusive algumas fagociticas de
outras na prépria cultura, c) citoplasma intensamente basofilico, com variavel
quantidade de granulos eosinofilicos irregulares, assim como vacuolizagdo, d)
mononucleadas com nucleo arredondado e excéntrico e cromatina finamente granular,
além de nucléolos em numero variado (de um a multiplos), os quais sdo grandes e

morfologicamente irregulares. Cerca de 10% a 20% das células DH82 apresentam
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didmetro variando de 40um a 50um e morfologia semelhante a daquelas menores,
exceto pela presenca de mdaltiplos nucleos (2 a 13), contudo, ocasionalmente podem
conter apenas um nucleo grande (WELLMAN et al., 1988). Wellman et al. (1988)
explicaram essa variacdo de tamanho, bem como de nimero de ndcleos observada na
populacdo de células da linhagem DH82 e propuseram que as células menores e
mononucleadas hipertrofiariam e se tornariam multinucleadas.

Do ponto de vista histoquimico, as células DH82 sdo fortemente positivas para
as técnicas: a) a-naphtol AS-D acetato esterase, para marcacao inespecifica de esterase,
b) para deteccdo de fosfatase acida, a qual mostra a atividade do grupo de enzimas que
atuam em pH 4&cido e que sdo denominadas de fosfatases &cidas e c) naphtol AS-D
cloroacetato esterase, que mostra a atividade de esterase. Contrariamente, essas células
ndo apresentam reacdo as técnicas: a) a-naphtol butirato esterase, marca atividade de
esterase, b) Sudan black B, que marca lipideos totais, c) fosfatase alcalina, que mostra a
atividade do grupo de enzimas que atuam em pH basico e que sdo chamadas de
fosfatases alcalinas, d) mieloperoxidase, que mostra a atividade de mieloperoxidase e €)
deoxinucleotidil transferase terminal, que mostra atividade da deoxinucleotidil
transferase terminal (WELLMAN et al., 1988).

Leucemia Promielitica Aguda

A leucemia promielitica aguda compreende aproximadamente 10% da leucemia
mieloblastica aguda em seres humanos adultos (STONE; MAYER, 1990; MAYER et
al., 1987). O reconhecimento dessa enfermidade como uma entidade clinica distinta
ocorreu nos anos 50 (HILLESTAD, 1957).

Essa doenca tem como sintoma tipico a diatese hemorragica, caracterizada como
a tendéncia que algumas pessoas tém para sangramentos sem causa aparente, condigéo
esta devida a distarbios no sistema de coagulacdo ou fibrindlise devido ao
desenvolvimento da leucemia promielitica (WARRELL et al., 1993).

Como consequéncia da diatese hemorrdgica nos pacientes com leucemia
promielitica, que se torna acentuada pelos efeitos citotdxicos da quimioterapia
(MARTY et al., 1984; KANTARJIAN et al., 1986; CUNNINGHAM et al., 1989;
SANZ et al., 1988), observa-se a alta taxa de mortalidade precoce, principalmente por
hemorragia intracraniana (GRALNICK; SULTAN, 1975; JONES; SALEEM, 1978;
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RODEGHIERO et al., 1990; CORDONNIER et al., 1985). A incidéncia de hemorragia
fatal precoce varia de 8% a 47% dos casos (MARTY et al., 1984; KANTARJIAN et al.,
1986; CUNNINGHAM et al., 1989; SANZ et al., 1988; RODEGHIERO et al., 1990;
CORDONNIER et al., 1985), sendo que o grau de severidade estd relacionado a
leucocitose, trombocitopenia e hipofibrinogenemia (KANTARJIAN et al., 1986; SANZ
et al.,, 1988; GANEM et al., 1983; VENTURA et al., 1989; BERMAN et al., 1991;
THOMAS et al., 1991).

Alguns processos tém relagdo com a diatese hemorragica, incluindo a acelerada
coagulacdo intravascular, hiperfibrindlise e a trombocitopenia (WARRELL et al.,
1993), uma vez que promieldcitos malignos liberam substancias que ativam a cascata de
coagulacdo, gerando trombina e reduzindo fibrinogénio, fatores de coagulacdo e
plaguetas (GOUAULT-HEILMANN et al., 1975; KUBOTA et al., 1991; BAUER;
ROSENBERG, 1984). A hiperfibrinodlise contribui com a tendéncia hemorragica em
alguns casos devido a liberacdo de ativadores de plasminogenio (WILSON et al., 1983;
BENNETT et al., 1989; FRANCIS; SEYFERT, 1987) ou elastase (STERRENBERG,; et
al., 1985; SAITO et al., 1989) e pela progressiva reducdo de inibidores fibrinoliticos
hemostaticos (como o ap-antiplasmina, o inibidor da atividade de plasminogenio e o
inibidor da esterase C1) (AVVISATI et al.,, 1988; BROWER; HARPEL, 1982;
SAKATA etal., 1991; SCHWARTZ et al., 1986; SCROBOHACI et al., 1991).

Estudos relatam ainda a completa remissdo da leucemia promielitica aguda em
cerca de 60% a 80% dos pacientes quando submetidos a tratamento quimioterapico
(MAYER et al., 1987; KANTARJIAN et al., 1986; CUNNINGHAM et al., 1989;
RODEGHIERO et al., 1990; AVVISATI et al., 1988), contudo, em alguns grupos de
pacientes é observada uma persisténcia anormal de promieldcitos apds a quimioterapia
(KANTARJIAN et al., 1985; STONE et al., 1988), possivelmente devido ao fato de
algumas células malignas terem sido induzidas a sofrerem diferenciacdo terminal
(WARRELL et al., 1993).

Além disso, embora ocorra excessiva mortalidade precoce nos casos de leucemia
promielitica, a sobrevivéncia em longo prazo é um pouco maior que aquela associada a
outros subtipos de leucemia mieloblastica aguda. Em 35% a 45% dos casos da doencga €
observada sobrevivéncia de cinco anos (HILLESTAD, 1957; CUNNINGHAM et al.,
1989; BERMAN et al., 1991; STONE et al., 1988; HEAD et al., 1991).
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Segundo Collins et al. (1977) a partir de leucécitos do sangue periférico de uma
pessoa com leucemia promielitica aguda estabeleceu-se uma linhagem celular mieléide
continua denominada HL-60, que permitiu a realizacdo de muitos estudos in vitro,
possibilitando um maior entendimento dos muitos aspectos dessa doenca
(GALLAGHER et al., 1979; WARRELL et al., 1993; COLLINS, 1987).

As células HL-60 sdo do tipo promieloblasticas (informacdo fornecida pela
ATCC® CCL-240™- http://www.atcc.org/products/all/CCL-240.aspx) e apresentam
habilidade de responder a indutores farmacologicos de diferenciacdo (COLLINS et al.,
1977; COLLINS, 1987). Além disso, essas células também se diferenciam
espontaneamente, originando células mais maduras da linhagem granulocitica, incluindo
mielocitos, metamielocitos e neutrofilos segmentados, contudo, o tipo celular
predominante apds essa diferenciagdo € o promielécito neutrofilico anormal
(GALLAGHER et al., 1979).

Morfologicamente as células HL-60 apresentam: a) diametro aproximado de
13um, podendo ser observadas variacfes que vao de 9um a 25um. As células maiores
sdo normalmente binucleadas, b) forma variando de arredondada a ovalada, podendo-se
ocasionalmente observar prolongamentos citoplasmaticos, c¢) citoplasma fortemente
basofilico, além de multiplos e proeminentes granulos azurofilicos e d) nicleos grandes,
arredondados com cromatina de granulacédo fina, bem como a presenca de dois a quatro
nucléolos (GALLAGHER et al., 1979).

O processo de diferenciacdo das células HL-60 em granul6citos mais maduros
geralmente é acompanhado por uma reducdo no tamanho celular, decréscimo da relacéo
nucleo/citoplasma, aumento da picnose e segmentacdo nuclear, decréscimo na basofilia
citoplasmatica e diminuicdo da granulacdo azurofilica (substituicdo da granulacdo
grosseira por uma mais fina) (GALLAGHER et al., 1979).

Do ponto de vista histoquimico, as células HL-60 sdo fortemente marcadas por
técnicas especificas para células mieldides, como: a) deteccdo de mieloperoxidase, que
mostra a atividade de mieloperoxidase, b) naphtol AS-D cloroacetato esterase, que
mostra a atividade de esterase e c) Sudan black B, que mostra a presenca de lipideos
totais. Por outro lado, ainda ndo foi observada positividade para a fosfatase alcalina, que
evidencia atividade do grupo de enzimas que atuam em pH basico, chamadas de
fosfatases alcalinas (GALLAGHER et al., 1979).
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Tanto a reacdo do PAS (periodic acid Schiff) (evidencia polissacarideos totais),
quanto a técnica da fosfatase acida (mostra atividade do grupo de enzimas que atuam
em pH acido e que sdo denominadas de fosfatases acidas) marcam o citoplasma destas
células. As células granulociticas mais maduras sdo fortemente positivas ao PAS, porém
negativas para a fosfatase acida. A marcacdo para o a-naphtol AS-D acetato esterase
(inespecifica para esterase) é negativa (GALLAGHER et al., 1979). De forma geral, 0
padrdo de marcagdo histoquimico descrito é caracteristico de células mielGides
(BECKMAN et al., 1974).

Carcinossarcoma de Walker 256

O carcinossarcoma de Walker 256 € descrito como uma neoplasia a qual ja esta
bem caracterizada na literatura pertinente, sendo comumente implantado e mantido em
ratas, uma vez que tem crescimento rapido e comportamento bioldgico agressivo, ou
seja, localmente invasivo e com grande poder de desenvolver metastases com células se
movimentando via circulagfes sanguinea e linfatica (MORAES et al., 2000).

Os primeiros registros sobre essa doenca descrevem que ele originou-se de um
tumor espontaneo numa rata albina prenha do Biotério do professor George Walker da
Escola de Medicina da Universidade Jonh’s Hopkins em 1928. A massa tumoral
observada na época foi descrita como um adenocarcinoma mamario, o qual, no entanto
sofria regressdes quando as ratas estavam em periodos de lactacdo e retomava seu
crescimento ap6s o0 desmame. Essas observagGes foram importantes para que 0s
pesquisadores comecassem a utilizar esse tipo de cancer como um modelo biolégico,
cuja massa tumoral comegou entdo a ser transplantada em animais da mesma linhagem
para realizacdo de estudos que esclarecessem melhor a biologia dessa doenca (EARLE,
1935; IWAMA et al., 1973; FERNANDES, 1995; FELIX, 2001).

Em estudos subsequentes aquele realizados em 1935 comecou-se a transplantar
esse cancer em ratos da linhagem Sherman por meio de inoculacdo subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intrapleural, intracardiaca, intraesplenica, sanguinea
arterial e venosa, bem como no tecido ésseo (IWAMA et al. 1973), podendo 0 mesmo
ser detectavel uma semana apds a inoculacdo, desenvolvendo-se rapidamente e
finalmente levando os animais a morte num periodo de aproximadamente 6 semanas.

Apdbs 15 dias do transplante via subcutanea o tumor desenvolvido foi descrito como
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uma massa firme, esférica, lobulada e parcialmente encapsulada, a qual sofria
metéstases detectadas nos linfonodos pulmonares proximos a lesdo e ocasionalmente
naqueles retroperitoniais (DUNN, 1945; LIKELY et al., 1952; MIDER et al., 1948;
McCOY; NEUMAN, 1956). Por outro lado, a inoculacdo dessas células tumorais
através da via intraperitoneal ocasionava o desenvolvimento da forma ascitica do tumor
de Walker 256 (IWAMA et al., 1973).

Estudos que tinham como procedimentos realizar os transplantes, apos inimeras
tentativas ao longo dos anos, demonstraram que a linhagem celular apresentava diversas
sub-linhagens, as quais eram caracterizadas por variagdes morfoldgicas e sendo, a partir
dai classificadas como carcinomatosas, sarcomatosas e carcinossarcomatosas (EARLE,
1935; SCHREK; AVERY, 1937; TALALAY etal, 1952; FISHER; FISHER, 1964).

Com a evolugdo dos estudos, na década de 50 foram estabelecidas linhagens
celulares as quais foram mantidas em culturas in vitro. Na empresa American Type
Culture Collection® (HAY et al, 1994), a linhagem LLCWRC256 encontra-se hoje
disponivel e apresentando caracteristicas imunofenotipicas de carcinoma indiferenciado,
ou seja, de células tumorais que perderam a maioria ou todas as caracteristicas do tecido
de origem (HAY et al, 1994).

A literatura também tem registrado que a transplantabilidade do tumor de
Walker 256 tem sido confirmada e demonstrada por meio de diversas técnicas como: a)
insercdo de fragmentos tumorais (EARLE, 1935), b) suspensao celular obtida a partir de
tumores sélidos (EARLE, 1935; SCHREK; AVERY, 1937), c) suspensao celular obtida
a partir de cultura in vitro e d) suspensdo celular obtida a partir da forma ascitica do
tumor. Nessa perspectiva também foram desenvolvidas diversas vias e sitios de
inoculacgdo tais como: a) subcutanea (EARLE, 1935; TALALAY et al, 1952; JENSEN;
MUNTZING, 1970), intramuscular (EARLE, 1935; TALALAY et al, 1952; MORAES
FILHO et al, 1980), intraperitoneal, intrapleural e endovenosa.

Estudos realizados ainda demonstraram que em modelos de transplante do tumor
intramuscular tanto o crescimento tumoral quanto o0 tempo necessario para 0
aparecimento do mesmo mostraram-se diretamente proporcionais ao nimero de células
inoculadas (SCHREK; AVERY, 1937). Apos inoculacdo o crescimento tumoral

mostrou melhores resultados em animais com idades entre 70 e 80 dias.
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As células do tumor de Walker 256 in vitro tem caracteristicas proprias tais
como: a) hipertrofia, b) contornos irregulares, c) pleomorfismo (variacdo no tamanho e
na forma) e d) presenca de mais de um ndcleo. Estes Ultimos caracteristicamente tendem
a apresentar forma irregular, frequentemente podem apresentar-se lobulados, e ainda
mostrando uma relagdo ndcleo/citoplasma elevada; a cromatina encontra-se condensada
e o0s nucléolos sdo evidentes. Além disso, as mitoses sdo frequentes e atipicas,
originando células multinucleadas (ATLAS PATOLOGIA).

A literatura também registra resultados de muitos estudos in vivo com o tumor
de Walker 256. Nestes, as células tumorais sdo implantadas nos diversos tecidos dos
animais tais como cérebro (FELIX, 2001), lingua (CARVALHO, 2008), musculo
(BRIGATTE et al., 2013), osso (Mao-Ying et al., 2012; BRIGATTE et al., 2013),
mama (LEWIS et al., 2013), adrenal (FONSECA et al., 2009), peritonio (BELLO,
2007) e rim (INACIO et al., 2010). Outras pesquisas mostram que o indice de “pega” do
tumor nos animais inoculados atinge 100% dos casos (SILVA et al., 2006), apresenta
menos de 0,6% de regressdo espontanea, levando esse organismo a ébito em quase
100% dos casos devido a agressividade e também ao crescimento exacerbado
(SHAUGHNESSY et al., 1991).
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2. Objetivos

Diante do exposto os objetivos do presente estudo foram:

1. Avaliar in vitro qualitativa e quantitativamente os efeitos de extratos de
glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus com dois dias de
alimentacdo sobre os parametros bioldgicos: viabilidade e percentual do nimero total de
células DH 82 (sarcoma histiocitico) e HL-60 (leucemia pr6 mielitica aguda) apds

exposicdo de 24 horas.

2. Avaliar in vivo os efeitos destes mesmos extratos sobre a morfofisiologia da
musculatura da perna direita traseira de fémeas de ratos, sobre (uma ou duas injecdes)
previamente inoculadas com células do tumor de Walker 256 (carcinossarcoma de
Walker 256).
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3. Material e Métodos
3.1. Material

O presente trabalho foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, SP, tendo sido o
protocolo de nimero 3537 devidamente aprovado.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais
bioldgicos:

1) Fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus com 2 dias de alimentacdo em
coelhos New Zealand White das quais se procedeu a remocdo das glandulas salivares
para obtencdo do extrato EGS2 (extrato de glandulas salivares de fémeas com 2 dias de
alimentacéo).

2) Linhagens celulares AMJ2-C11 (macrofagos normais), DH82 (sarcoma histiocitico),
HL-60 (leucemia promielitica aguda) e Walker 256 (carcinossarcoma de Walker 256).
As linhagens DH82 e HL-60 foram utilizadas como modelo de estudo tumoral in vitro.
3) Trinta e cinco ratas Wistar fémeas com peso médio de 450g a 5009 e idade entre 90 e
120 dias, para estudo do comportamento do tumor de Walker 256 (modelo de estudo
tumoral in vivo). Estes animais foram distribuidos nos seguintes grupos de estudo: a)
Controle 1 (GC1) (5 individuos sadios), b) Controle 2 (GC2) (5 individuos com tumor e
submetidos a uma injecdo de tampéao fosfato de sédio, pH7,4), ¢) Controle 3 (GC3) (5
individuos apenas inoculados com células tumorais), d) Tratamento 1 (GT1) (6
individuos com tumor e submetidos & uma injecdo do extrato EGS2 na concentracdo de
0,04pg/uL), e) Tratamento 2 (GT2) (5 individuos com tumor e submetidos a duas
injecbes do extrato EGS2 na concentracdo de 0,04ug/uL), f) Tratamento 3 (GT3) (5
individuos com tumor e submetidos a uma injecdo do extrato EGS2 na concentracdo de
0,2pg/uL) e g) Tratamento 4 (GT4) (5 individuos com tumor e submetidos a duas
injecOes do extrato EGS2 na concentracao de 0,2ug/pL).

Para obtencdo das fémeas de carrapatos com 2 dias de alimentacdo utilizou-se
individuos machos e fémeas em jejum, os quais foram obtidos a partir de col6nias de R.
sanguineus mantidas, especialmente para o desenvolvimento deste estudo, em estufa
BOD em condicdes controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) em
sala do Biotério do Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro (SP). Essa
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col6nia foi iniciada a partir de quatro fémeas (matrizes) completamente ingurgitadas,
oriundas de col6nia mantida em laboratorio no Departamento de Patologia Veterinaria
da UNESP de Jaboticabal (SP), as quais foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Gervasio Henrique Bechara do Departamento de Patologia Veterinaria, UNESP de
Jaboticabal (SP).

3.1.1. Obtencéo das Larvas de R. sanguineus

As fémeas de R. sanguineus completamente ingurgitadas foram mantidas em
tubos plasticos (com tampa com pequenos orificios para oxigenagdo), para oviporem, 0
que ocorreu em 15 dias a partir do completo ingurgitamento das mesmas.

Os ovos foram recolhidos e depositados no interior de um inoculador,
desenvolvido pelo proprio Prof. Dr. Gervasio Henrique Bechara, para facilitar a

deposicao das larvas recém eclodidas no hospedeiro (coelho).

3.1.1.1. Confeccdo do Inoculador e Deposi¢do dos Ovos

Seringas de 3 mL tiveram 2 cm de suas extremidades, opostas as do embolo,
removidas e esta abertura foi vedada com algoddo. Entdo o émbolo foi removido e a
massa de ovos foi depositada no interior da mesma. A abertura correspondente ao
encaixe do émbolo também foi vedada com algodao levemente umedecido e 0 embolo
foi encaixado parcialmente.

A massa de ovos foi depositada no interior do inoculador para que a ecloséo das
larvas ocorresse ja no inoculador, facilitando assim a deposicao destas no hospedeiro.

O inoculador foi acondicionado em estufa BOD (29°C, 80% de umidade e

fotoperiodo de 12 horas), até a eclosdo das larvas, que ocorreu em média em 15 dias.

3.1.2. Obtengéo das Ninfas de R. sanguineus
As larvas (no interior do inoculador) foram alocadas (1 inoculador/hospedeiro)

no interior das camaras alimentadoras fixadas nos coelhos virgens de infestacao.

3.1.2.1. Confecgdo da Camara Alimentadora (BECHARA et al., 1995)
Para confeccdo da camara alimentadora realizou-se os seguintes procedimentos:

a) um circulo de borracha fina de 9 cm de didmetro foi cortado e teve uma de suas faces
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revestida com tecido de algoddo. Tal revestimento foi necessario pois esta parte da
camara ficaria em contato com a pele do coelho hospedeiro, b) um circulo de 3,5 cm de
didmetro foi retirado do centro do circulo de 9 cm, c¢) um tubo plastico tipo coletor
universal teve sua parte inferior removida, ficando uma altura final de 2 cm e d) essa
parte do tubo coletor que foi recortada e que ficou com 2 cm de altura foi fixada com
cola plastica (Brascoplast) na borda do circulo de 3,5 cm, sendo que a regido de contato
entre a borracha do circulo e o tubo foi vedada internamente com a mesma cola e
externamente com esparadrapo. Além disso, a regido do tubo plastico contendo a rosca
para encaixe da tampa ficou voltada para cima, ou seja, a camara alimentadora foi
montada de forma que depois de fixada no hospedeiro pudesse ser fechada com a
propria tampa do tubo coletor, na qual foram feitos pequenos orificios para que os

carrapatos fossem supridos com ar.

3.1.2.2. Fixagao da Camara Alimentadora no Hospedeiro (BECHARA et al., 1995)

O hospedeiro, coelho virgem de infestacdo, teve uma area de sua regido dorsal
tosada. A mesma recebeu uma camada de cola plastica (Brascoplast). Da mesma forma
a camara alimentadora (regido revestida com tecido) recebeu também uma camada desta
cola. Em seguida, procedeu-se a fixagdo da camara na pele do coelho. Para evitar a
retirada da camara pelo coelho, a mesma depois de fixada foi envolta por uma camada
de esparadrapo, que cobriu parte da camara e da regiao tosada.

Depois de fixada, a cdmara permaneceu 24 horas destampada com a finalidade
de se eliminar o odor da cola, para entdo serem depositados os carrapatos na fase larval.

Apbs a alocacdo destes, a primeira observacdo deu-se ap6s 8 horas (tempo
necessario para a acomodacdo dos ectoparasitas), e a partir dai a cada 5 horas.

O completo ingurgitamento das larvas ocorreu no prazo de 7 dias. ApoOs este
periodo as mesmas foram coletadas e armazenadas nos inoculadores que foram
mantidos em condicdes controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas)

em estufa BOD, para a ecdise das ninfas, que ocorreu em média depois de 15 dias.

3.1.3. Obtencéo das Fémeas Adultas de R. sanguineus
As ninfas foram alocadas em camaras alimentadoras fixadas em coelhos virgens

de infestacdo para ingurgitamento, segundo metodologia descrita por Bechara et al.
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(1995). A primeira observagdo ocorreu 8 horas ap0s, e a partir dai as seguintes deram-se
a cada 5 horas.

Em 5 dias as ninfas completaram seu ingurgitamento, foram coletadas e
depositadas em tubos plasticos para sofrerem ecdise para o estagio adulto (15 dias).

Estes individuos adultos em jejum foram entdo utilizados na infestacdo A,
segundo procedimento descrito por Bechara et al. (1995), em sala do Biotério do
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro (SP).
- Infestacdo A: foi realizada em 10 coelhos virgens de infestacdo utilizando-se 25
casais de R. sanguineus/cdmara alimentadora. Apds a deposicdo destes individuos no
interior das camaras de alimentagdo, procederam-se as observagdes, sendo que a
primeira ocorreu 8 horas ap6s a liberacdo dos ectoparasitas, tempo necessario para
acomodacdo dos mesmos. As observacgdes subsequentes deram-se a cada 3 horas para se
determinar o tempo de alimentacdo das fémeas, que neste estudo foi de 2 dias.

Foram coletadas 600 fémeas de carrapatos com 2 dias de alimentagéo, as quais
foram utilizadas para retirada das glandulas salivares posteriormente utilizadas para a
preparacdo do extrato glandular: EGS2= extrato de glandula salivar de fémeas com 2
dias.

O extrato glandular EGS2 obtido foi utilizado para: 1) realizagdo dos bioensaios
com as linhagens celulares AMJ2-C11, DH82 e HL-60 e 2) injecdo nas ratas Wistar

inoculadas com células Walker 256.

3.2. Métodos
3.2.1. Obtencao das Glandulas Salivares e do Extrato Glandular EGS2

As fémeas com 2 dias de alimentacdo oriundas da infestacdo A foram retiradas
dos hospedeiros pela regido do hipostdbmio com o auxilio de pinca cirtrgica por meio de
movimentos circulares. A seguir, esses individuos foram colocados em placas de Petri
para disseccdo contendo solucdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de Na,HPQ,, 2,72 g de
KH,PO, e 1000 mL de agua destilada), onde se procedeu a remocdo das glandulas
salivares.

Nas dependéncias do Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Biologia da UNESP Rio Claro (SP) as glandulas salivares foram colocadas em tubos

eppendorfs contendo 50 pL de tampdo fosfato pH 7.4, onde foram maceradas. Na
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sequéncia os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 10.000 xg e os sobrenadantes
recolhidos foram depositados em eppendorfs previamente esterilizados.

No interior de capela de fluxo laminar vertical pré-estéril (Pachane Pa50), o
extrato foi filtrado com auxilio de unidades filtrantes estéreis (JBR610303, unidade
filtrante descartavel Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore, MilliUni), de
0.22 um e diametro de 13 mm, acopladas a seringas hipodérmicas e entdo, encaminhado
para a dosagem de proteinas, segundo metodologia descrita por Sedmark and Grossberg
(1977) (metodo de Bradford) (Tabela 1).

Tabela 1: Valor da dosagem protéica do extrato obtido a partir de glandulas salivares
de fémeas de Rhipicephalus sanguineus com 2 dias de alimentacao.
EGS2

Concentracdo protéica 5,513 pg/mL

A seguir, o extrato concentrado foi armazenado em freezer a -20°C para
posteriormente ser encaminhado aos seguintes procedimentos: a) realizacdo dos
bioensaios com as linhagens celulares AMJ2-C11, DH82 e HL-60 e b) injecdo nas ratas

Wistar inoculadas com células tumorais de Walker 256.

3.2.2. Modelo de Estudo Tumoral in vitro

Manutencéo das Células AMJ2-C11, BD82 e HL-60

A manutencdo das linhagens celulares foi realizada no Laboratorio de
Imunoparasitologia coordenado pela Profa. Dra. Rosangela Zacarias Machado do
Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP de Jaboticabal (SP).

Os macrofagos (alveolares) normais (AMJ2-C11) e as células tumorais (BD82 e
HS60) foram gentilmente cedidos pela Dra. Rosangela, ressaltando que estas células
foram por ela adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC®) e foram

mantidas sob as seguintes condi¢bes de cultura:
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- Células AMJ2-C11: cultivadas em frasco de 25 cm? em meio de cultura DMEM
(meio de Eagle modificado por Dulbecco — Cultilab) suplementado com 5% de soro
fetal bovino, com 5% CO; e a 37°C. Essa linhagem celular foi utilizada somente para a
realizacdo do teste MTT, sendo esta uma linhagem de células saudaveis, utilizadas para

0 controle deste teste.

- Células DH82: cultivadas em frasco de 25 cm? em meio de cultura Scaves (meio
Dulbeco modificado) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, com 5%
de CO, a 37°C.

- Células HL-60: cultivadas em frasco de 25 cm? em meio de cultura Scaves (meio
Dulbeco modificado) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, com 5%
de CO;, a 37°C.

Para dar inicio aos bioensaios 1, 2 e 3, as culturas das trés linhagens celulares
foram processadas como segue:

As células DH82 sdo aderentes e, portanto, foram tripsinizadas, lavadas em meio
de cultura, para que o soro fetal bovino nele contido neutralizasse a atividade da
tripsina, e centrifugadas a 5000 xg por 3 minutos. Na sequencia, as células peletizadas
foram novamente lavadas no proprio meio de cultura e ressuspendidas em 1 mL de
meio de cultura. Entdo, uma aliquota da suspensao de células foi encaminhada para a
quantificacdo celular em contador de células automéatico modelo TC10 da Bio Rad.

As culturas das células AMJ2-C11 e HL-60 (células em suspensdo) foram
centrifugadas a 5000 xg por 3 minutos, lavadas em meio de cultura e ressuspendidas em
1 mL do mesmo meio da cultura. Entdo, uma aliquota da suspensdo de células foi
encaminhada para a quantificagéo celular no mesmo contador.

Para realizacdo da quantificacdo das células de cada uma das amostras, utilizou-
se uma mistura de 10 pL de amostra celular e 10 puL de azul de Tripan, a qual foi
depositada na lamina de leitura, acoplada a leitor automatico. Os bioensaios foram
realizados com a concentragdo de 1 x 10° células/mL.
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3.2.3. Bioensaio 1

Foi realizado no Laboratdrio Imunoparasitologia da UNESP de Jaboticabal (SP)
para a determinacdo das concentragOes ideais dos extratos a serem utilizadas nos
bioensaios 2 e 3.

Neste bioensaio, as amostras foram submetidas a coloracdo do azul de Tripan
(ensaio de viabilidade) (10 pL de amostra celular com extrato+ 10 pL de azul de
Tripan) e posteriormente analisadas no contador celular, procedimento realizado para
avaliar as concentracBes toxicas (que afetam a viabilidade e/ou proliferacdo celular)
para as células DH82 e HL-60 e ndo toxicas para as AMJ2-C11.

Foram realizados testes de exposicdo com as trés linhagens celulares com o
extrato EGS2 nas seguintes concentragdes: 0,1ug/mL, 0,2pug/mL, 0,4pg/mL, 0,5ug/mL,
0,6pg/mL, 0,8ug/mL, 1,0ug/mL e 2,0pg/mL, por periodos de exposicdo de 5 e 24
horas.

Para tanto, em uma placa de 24 pocos foram semeadas 1x10° células/mL de
meio de cultura + volume equivalente de extrato para se obter as concentragdes
0,1pg/mL, 0,2ug/mL, 0,4pg/mL, 0,5pg/mL, 0,6pg/mL, 0,8ug/mL, 1,0pug/mL e
2,0ug/mL, resultando num volume final de 1 mL.

Especificamente para a linhagem DH82 (células aderentes), foi necessario
semear as células na placa, aguardar a aderéncia das mesmas (aproximadamente 2
horas), retirar o meio e depositar novo meio de cultura + volume equivalente de extrato
para se obter as concentracdes a serem testadas nos tempos acima estabelecidos. Entéo,
apos as exposicdes, o meio foi novamente retirado, as células foram tripsinizadas,
lavadas no prdprio meio de cultura, centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio de
cultura.

Na sequencia, coletou-se aliquotas de cada uma das amostras celulares expostas
as diferentes concentracdes dos extratos por 5 e 24 horas e procedeu-se a leitura em
contador de células conforme descrito no item 3.2.2, o qual forneceu diretamente a
viabilidade celular das amostras em porcentagem, bem como o numero total de células.

Além disso, realizou-se a leitura de aliquotas das suspensdes das trés linhagens

celulares sem exposicdo aos extratos, procedimento esse que foi realizado para verificar
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0 quanto os extratos estavam interferindo na proliferacdo das células. As leituras foram
realizadas em quintuplicatas para cada uma das situagoes.

Apbs esses procedimentos, foram selecionadas as concentracOes de extrato para
realizacdo dos bioensaios subsequentes, que foram a de 0,2pug/mL e a de 0,5ug/mL para

0 extrato EGS2, com tempo de exposic¢ao de 24 horas.

3.2.4. Bioensaio 2

Foi realizado no Laboratorio de Imunoparasitologia da UNESP de Jaboticabal
(SP) para verificar o efeito das concentragdes selecionadas dos extratos (0,2ug/mL e
0,5ug/mL para 0 EGS2) nos parametros proliferacéo e viabilidade das células DH82 e
HL-60, analise que permitiu a obtencdo de dados quantitativos sobre tais parametros das
células expostas as concentracbes selecionadas nos seus respectivos tempos de
exposicao.

Cada uma das linhagens tumorais foi incubada nas concentracGes selecionadas
do extrato EGS2 pelo periodo de 24 horas.

Em placa de 24 pocos foram semeadas 1x10° células/mL de meio de cultura +
volume equivalente de extrato para se obter as concentracdes desejadas (0,2 e
0,5pug/mL), resultando num volume final de 1 mL (Teste). E para o controle do
experimento (Controles 1 e 2) utilizou-se somente 1 mL das suspensdes celulares.

Especificamente para a linhagem DH82 (células aderentes), apds semear as
células na placa, foi necessario aguardar a aderéncia das mesmas (periodo de
aproximadamente 2 horas), retirar 0 meio e depositar novo meio de cultura + volume
equivalente de extrato para se obter as concentracdes a serem testadas nos tempos acima
estabelecidos. Entdo, ap0s as exposi¢des, o0 meio foi novamente retirado, as células
foram tripsinizadas, lavadas em meio, centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio
de cultura.

Foram entdo realizadas coletas das suspensdes de células tumorais tanto
expostas ao extrato quanto de um dos controles (Controle 2) 24 horas apés o inicio do
experimento, ou seja, no tempo T24 para analise em contador automéatico. Também foi
realizada uma leitura inicial (tempo 0= TO) das duas suspensGes de células tumorais

(Controle 1- TO0). Sendo assim, além das situacdes de exposicdo as diferentes
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concentragfes de extrato no tempo T24, foram também analisados os controles
Controle 1- TO e Controle 2- T24.

De cada amostra foram coletadas cinco aliquotas para realizacao das leituras. O
procedimento de leitura foi semelhante ao descrito no item 3.2.2.

Foram obtidos dados sobre o numero total de células/mL; o nimero de células
vivas/mL, bem como a taxa de viabilidade celular (%) para cada uma das amostras.
Tambeém foram obtidos dados sobre o percentual do nimero total de células a partir da

aplicacdo da formula:

NTC (%)= n°. total de células/mL (T5) x 100%

n°.total de células/mL (T;)

NTC (%)= percentual do nimero total de células;
Ti=tempo inicial, ou seja, leitura inicial (T0);

T= tempo final, ou seja, leitura realizada com 24 horas (T24) apds o inicio do bioensaio;

Entdo, obteve-se as médias dos parametros taxa de viabilidade e percentual do
numero total de células, as quais foram analisadas estatisticamente por meio do teste
ANOVA com pés-teste de TUKEY, foram consideradas significantes as diferencas com
p< 0,05.

3.2.5. Bioensaio 3

Foi realizado no Laboratdrio Imunoparasitologia da UNESP de Jaboticabal (SP).
Todo o procedimento de exposi¢do das linhagens tumorais as concentracdes do extrato
EGS?2 selecionadas (Teste), bem como a situacdo Controle 2 foi semelhante ao descrito
no item 3.2.4.

Foram coletadas amostras de 200 pL de cada uma das situacdes Teste e
Controle 2, o que ocorreu da seguinte forma: 1) para as células DH82 e HL- 60
expostas as concentracdes de 0,2 pg/mL e 0,5 pg/mL do extrato EGS2 foram realizadas
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coletas com 24 horas ap06s a exposicdo e 2) para as células DH82 e HL-60 do grupo
Controle 2 coletou-se também com 24 horas de experimento.

Na sequencia, as amostras de células foram centrifugadas a 3000 xg por 5
minutos, entdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido nos
fixadores formalina neutra tamponada 10% (para realizacdo da coloragdo pela
hematoxilina-eosina e da citoquimica para fosfatase acida), e formaldeido 3,4% (para
realizacdo da técnica para marcacdo do citoesqueleto/nucleo). Entdo, novamente
centrifugou-se as suspensdes celulares (3000 xg por 5 minutos) e procedeu-se o
processamento para cada uma das técnicas aplicadas para microscopia de luz

convencional e confocal.

3.2.6. Microscopia de Luz Convencional

Foi realizada no Laboratdrio de Histologia do Departamento de Biologia da
UNESP de Rio Claro (SP).

Tanto as amostras celulares peletizadas quanto a musculatura removida da perna
de ratas Wistar dos diferentes bioensaios foram fixadas em formalina neutra tamponada
10% (pH 7-7.4) e em paraformaldeido 4%, durante 24 horas a 4°C. Apos a fixacdo, as
amostras foram processadas de acordo com o protocolo para aplicacdo de técnica
histologica rotineira (hematoxilina-eosina) e para a citoquimica para deteccdo de

fosfatase acida.

- Técnica de coloracdo pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983)

Apbs a fixacdo em formalina neutra tamponada 10%, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 95%), banhos de
12 (peletts) e de 30 (musculo) minutos cada, transferidas para resina de embebicéo,
incluidas e seccionadas (espessura de 3um). A etapa de embebicdo e a inclusdo
ocorreram em resina Leica. As seccOes foram recolhidas em laminas de vidro,
reidratadas em agua destilada por 1 minuto, coradas, por 7 minutos, em hematoxilina e
lavadas em agua por 5 minutos. Na sequiéncia, foram coradas com eosina por 5 minutos
e novamente lavadas. Entdo, ap6s a secagem das laminas, estas foram montadas em

balsamo de Canadéa para posterior observacao e foto documentacao.
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3.2.7. Microscopia Confocal de Varredura a Laser
Esta analise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletronica do
Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro (SP).

- Marcacéo de nucleo e citoesqueleto (células peletizadas)

Para realizacdo destas técnicas as células foram peletizadas (centrifugacdo a
3.000 xg por 5 minutos), fixadas em formaldeido 3,4%, lavadas em tampéo fosfato-
salino (PBS), permeadas com Triton X-100 0,1% por 20 minutos, lavadas em solucéo
de PBS e soro fetal bovino 5%, dois banhos de 5 minutos cada, e submetidas aos
diferentes marcadores.

Para marcacdo do citoesqueleto, foram adicionados a cada amostra 50 puL de
solucdo contendo anticorpos monoclonais alfa-tubulina (5pg/mL) e beta-tubulina
(3pg/mL) (Sigma Aldrich) diluidos em PBS (anticorpos primarios). Entdo as células
foram ressuspendidas em vortex e incubadas durante a noite com essa mistura.

Apos esse periodo, as amostras foram novamente centrifugadas (3.000 xg por 5
minutos), e submetidas a dois banhos de 5 minutos cada em PBS. Na sequencia,
receberam 50 pL de solucdo contendo anticorpo anti-rato conjugado com Cy5
(vermelho) (1:1000, Molecular Probes) diluido em PBS (anticorpo secundario), as
células foram ressuspendidas em vortex e incubadas por 1 hora na mistura. As amostras
foram na sequencia peletizadas (centrifugacdo a 3.000 xg por 5 minutos) e lavadas em
PBS (dois banhos de 5 minutos cada). Em seguida, receberam 50 pL da solucdo de
faloidina-alexa 488 (verde) (Molecular Probes) (5uL de faloidina + 200 pL de PBS +
2uL de soro normal de cabra), foram ressuspendidas, permancecendo nesse corante por
30 minutos, para marcacao do microfilamento de actina, e novamente foram peletizadas
e lavadas em PBS, dois banhos de 5 minutos cada.

Na etapa seguinte, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de PBS e essa
mistura foi montada entre 1amina e laminula com uma gota do meio ProLong® Gold

Antifade associado a DAPI (marcador de nucleo) (azul) (Molecular Probes) e na
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sequencia as laminas foram observadas e fotodocumentadas em Microscopio Confocal
de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas na lente objetiva de 63x, com utilizacdo de zoom
de 2,56x em alguns casos, e abertura de Pinhole de 95,46 um. O comprimento de onda
do laser utilizado foi de 488nm para a actina, 633nm para a tubulina e 405nm para o

material nuclear.

- Marcacéo de viabilidade celular (células peletizadas)

Essa marcacdo foi realizada utilizando-se o kit Live Dead (Molecular Probes).

Amostras de células foram centrifugadas a 3.000g por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado por completo e adicionou-se 100 puL de tampdo Hepes/amostra. Na
sequencia, foram acrescentados 0,5 UL do reagente SyBr15 (verde), ressuspendeu-se as
células e procedeu-se a incubagdo por 10 minutos. Entdo, foram adicionados a mistura
0,5 uL de iodeto de propidio (vermelho), incubou-se por mais 10 minutos e centrifugou-
se (3.000 xg por 5 minutos). O sobrenadante foi removido, permanecendo um volume
final de aproximadamente 5 pL para a ressuspenséo das células.

Na sequéncia, uma gota da suspensdo celular foi colocada entre lamina e
laminula e encaminhada para observacdo e foto documentacdo em Microscopio
Confocal de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas na lente objetiva de 40x (com abertura de Pinhole
de 67,9 um) e 63x (com abertura de Pinhole de 95,46um) e utilizagdo de zoom de 2,56x
em alguns casos. O comprimento de onda do laser utilizado foi de 488nm para o iodeto
de propidio e de 633nm para o SyBri5.

Por meio desta técnica pode-se observar nucleos de células com membrana
integra marcados em verde. Nucleos de células cuja integridade da membrana celular
foi perdida (células mortas) marcados em vermelho ou laranja, pois nestas o iodeto de

propidio consegue penetrar devido a perda da capacidade seletiva da membrana.

- Atividade das caspases 3 e 7 (células peletizadas)
Essa marcagéo foi realizada utilizando-se o kit Cell Event Caspase-3/7 Green
(Molecular Probes). Para tanto, adicionou-se uma gota do reagente em cada uma das

amostras de células (1 gota do reagente/150 uL de suspensdo celular). As amostras
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foram incubadas com o reagente por 30 minutos e na sequencia foram centrifugadas por
5 minutos a 3.000 xg. Entdo, descartou-se parte do sobrenadante, permanecendo um
volume final de aproximadamente 5 pL para a ressuspensao das células.

Na sequéncia, uma gota da suspensdo celular foi colocada entre lamina e
laminula e encaminhada para a observacdo e foto documentagdo em Microscopio
Confocal de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas sob objetiva de 40x (com abertura de Pinhole de
67,9 um) e 63x (com abertura de Pinhole de 95,46um) e zoom de 2,56x em alguns
casos. O comprimento de onda do laser utilizado foi de 488nm (verde).

Nas células onde as caspases 3 e 7 encontram-se em atividade, a aplica¢do desta

técnica provoca uma reacdo cujo produto ao se ligar aos ncleos os marca em verde.

3.3. Modelo de Estudo Tumoral in vivo

3.3.1. Obtencdo e manutencao das células do tumor de Walker 256

As células de tumor de Walker 256 foram cedidas gentilmente pela Profa. Dra.
Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes Supervisora do Laboratério de Nutricdo e
Cancer do Departamento de Fisiologia IB/UNICAMP/Campinas, SP. Apos realizacédo
dos experimentos os animais portadores do tumor foram sacrificados utilizando-se a
mistura das drogas quetamina e Xxilasina, até que os animais entrassem em ¢bito. Na
sequéncia o tecido tumoral foi retirado e colocado em placas de Petri contendo solucgéo
salina a 0,9% para poder ser fragmentado. Posteriormente procedeu-se a filtracdo em
gaze e o liquido coletado foi transferido para tubos Falcon de 50 mL, os quais foram
centrifugados a 4°C, por 10 minutos, a 3000 rpm. Todos os procedimentos foram
realizados em gelo. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em solucdo salina a 0,9% obtendo-se dessa forma uma suspenséo celular
concentrada.

Para a contagem das células, realizou-se uma diluicdo de 1:100, ou seja, utilizou-
se uma parte da suspensdo concentrada e 100 partes de solugdo salina 0,9%. Na
sequencia, realizou-se uma mistura de 200uL da suspensdo diluida com 200uL do

corante azul de Tripan 1%. A contagem do numero de celulas foi realizada sob
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microscopio de luz em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada
considerando que as células vidveis seriam as refringentes a luz. Para se determinar o
numero de celulas aplicou-se a férmula:

N° de células/mL= NTC/4 x fator de dilui¢do x fator de corre¢éo
NTC= namero total de células dos quatro quadrantes
Fator de diluicdo= 40

O niimero de células da suspenséo de trabalho foi de 1x10’ células/mL.

Apbs a contagem do numero de células, 1 mL da suspensdo de trabalho foi
inoculada via intraperitoneal, em trés ratas Wistar adultas para obtencdo de tumor
liquido (ascite). Decorridos aproximadamente 15 dias da inoculacdo das células de

Walker 256 nas ratas, o liquido ascitico foi coletado do abdomem destas.

3.3.2. Implantacdo do tumor de Walker 256 e injecdes com o extrato da glandula

salivar de R. sanguineus

O modelo de cancer utilizado no presente estudo foi descrito por Brigatte et al.
(2007). Neste modelo os ratos com ascite foram eutanasiados e o liquido ascitico foi
extraido e colocado em tubo de ensaio contendo EDTA. O liquido foi diluido 100 vezes
em tampdo fosfato de sodio, pH 7,4. Entdo procedeu-se a contagem de células
utilizando-se o corante azul de Tripan, conforme descrito no item 3.3.1. A suspensao de
células inoculadas foi de 1x10° células/mL na regido intraplantar posterior direita das

ratas (300 uL de suspenséo/pata).

3.3.3. Injecdo do extrato

Os extratos de glandula EGS2 foram diluidos com tampéo fosfato de sédio, pH
7,4, para se obter as concentracfes de 0,04pg/puL e de 0,2ug/pL, as quais foram
injetadas nas 35 ratas Wistar dos diferentes grupos de estudo.

O procedimento de injecdo das diferentes concentragdes do extrato EGS2 foi
realizado em sala fechada e esterilizada, no Biotério do Departamento de Biologia do

Instituto de Biociéncias da UNESP campus Rio Claro/SP.
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A primeira injecdo das diferentes concentragdes do extrato EGS2 ocorreu 15 dias
apos a inoculacdo das células tumorais dos seguintes grupos: a) Grupo Tratamento 1
(GT1) (uma injecdo do extrato EGS2 na concentragdo de 0,04ug/pL), b) Grupo
Tratamento 2 (GT2) (duas injecOes do extrato EGS2 na concentragdo de 0,04ug/uL), c)
Grupo Tratamento 3 (GT3) (uma inje¢do do extrato EGS2 na concentragdo de
0,2pug/uL) e d) Grupo Tratamento 4 (GT4) (duas injecbes do extrato EGS2 na
concentracdo de 0,2ug/pL).

Neste estudo foram também considerados outros trés grupos, os quais ndo foram
submetidos & injegdes com o extrato glandular: a) Grupo Controle 1 (GC1) (5 ratas
sadias), b) Grupo Controle 2 (GC2) (5 ratas inoculadas com células tumorais e
submetidas a uma injecdo de tampdo fosfato de sodio, pH7,4) e ¢) Grupo Controle 3
(GC3) (5 ratas apenas inoculadas com celulas tumorais).

A segunda injecdo do extrato EGS2 foi realizada 4 dias apds a primeira, nos
seguintes grupos: a) Grupo Tratamento 2 (GT2) (5 ratas inoculadas com células
tumorais e submetidas a uma injecdo do extrato EGS2 na concentracdo de 0,04ug/pL) e
b) Grupo Tratamento 4 (GT4) (5 ratas inoculadas com celulas tumorais e submetidas a
uma injecdo do extrato EGS2 na concentracéo de 0,2ug/uL).

Decorridos 21 dias da primeira inoculagdo das células tumorais e realizados os
devidos bioensaios, os animais foram eutanasiados pela veterinaria Leticia Graballos
Hebling.

Nas dependéncias do Laboratorio de Histologia do Departamento de Biologia do
IB da UNESP campus de Rio Claro, SP as pernas posteriores direitas dos 5 individuos
de cada grupo (GC1, GC2, GC3, GT1, GT2, GT3 e GT4) foram retiradas, dissecadas
para retirada da musculatura e o material foi encaminhado para a aplicacdo das

diferentes técnicas de estudo.

3.3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A técnica de MET possibilita a caracterizacdo ultraestrutural do material que no
presente estudo foi a musculatura da perna das ratas.

Fragmentos do material foram fixados em glutaraldeido 2.5% em tampéo

cacodilato de sodio 0,A1M (pH 7.2) durante 24 horas, a temperatura ambiente. Em
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seguida, realizou-se duas lavagens no mesmo tampdo (15 minutos cada lavagem) e,
logo depois, efetuou-se a pos-fixacdo em solucdo de tetroxido de dsmio (OsO4) 1%
durante 2 horas. As amostras foram novamente lavadas em tampéo cacodilato de sodio
0.1M por duas vezes (15 minutos cada lavagem). O material passou por um banho de
alcool etilico 10% durante 15 minutos, e foi contrastado em solucdo de acetato de
uranila a 1%, dissolvido em alcool 10%, por 2 horas, no escuro. Entdo procedeu-se a
desidratacdo em série crescente de alcool etilico (70% a 100%, com duracdo de 15
minutos cada solucdo) e em acetona pura, com duracdo de 15 minutos. O material foi
embebido em resina Epon-Araldite mais acetona, na propor¢éo de 1:1, por 24 horas e
incluido em resina Epon-Araldite pura. Em seguida, levado a estufa por 72 horas, a
60°C, para polimerizacao.

Os blocos foram seccionados em ultra-microtomo, as seccGes colocadas em
grades de cobre e contrastadas em solucdo de acetato de uranila, durante 45 minutos. Na
sequéncia as mesmas foram lavadas em agua e contrastadas em citrato de chumbo por
15 minutos sendo novamente lavadas em agua e em solucdo de hidréxido de sddio
(NaOH) 0,02M (adaptado de REYNOLDS, 1963).

Apbs esses procedimentos o material foi analisado e fotografado em
Microscopio Eletrénico de Transmissdo (MET) Philips CM100 alocado no Laboratério
de Microscopia Eletrénica do Departamento de Biologia, IB-UNESP, campus de Rio
Claro-SP.

3.3.5. Anélise Bioquimica do Sangue

Para realizacdo dos exames clinicos foi coletado sangue de todos os ratos de
cada um dos grupos no momento do seu sacrificio. O mesmo foi devidamente
armazenado em tubos heparinizados Vacuntainer® e posteriormente enviado para
analises no Laboratério CedVet na cidade de Rio Claro (SP) para quantificacdo de
leucocitos e dos niveis de creatinina.

Os valores obtidos para estes parametros foram submetidos a analise estatistica
por meio da aplicagdo do teste ANOVA com poés-teste de TUKEY, sendo consideradas
significantes as diferencas com p< 0,05.
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4. Resultados

Capitulo 1: Acdo das SecrecBes Produzidas pelas Glandulas Salivares de Fémeas de
Carrapatos Rhipicephalus sanguineus com 2 Dias de Alimentagdo Sobre Modelos
Tumorais in vitro: Células DH82 e HL-60.

Capitulo 2: A Glandula Salivar de Fémeas de Carrapatos Rhipicephalus sanguineus:
Potencial Reservatério de Moléculas com Acdo Inibidora (in vivo) Sobre Células de
Tumor de Walker 256.
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Acdo das SecrecBes Produzidas pelas Glandulas Salivares de Fémeas de
Carrapatos Rhipicephalus sanguineus com 2 Dias de Alimentacdo Sobre Modelos
Tumorais in vitro: Células DH82 e HL-60.

Resumo

Neste trabalho testou-se o potencial antitumoral de extratos das glandulas
salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus com 2 (EGS2) dias de
alimentacdo em células das linhagens DH82 e HL-60. As células tumorais foram
expostas a diferentes concentragbes do extrato pelo periodo de 24 horas e entdo
encaminhadas para as avaliagfes quantitativa (analise dos parametros viabilidade e
percentual do numero total de células) e morfoldgica (anélises em microscopia de luz
convencional: coloracdo pela hetoxilina e eosina, e em microscopia confocal: marcacéo
do citoesqueleto/nucleo, viabilidade celular, bem como detec¢do da atividade das
caspases 3 e 7). Os resultados quantitativos mostraram que o extrato EGS2 afetou
negativamente tanto a viabilidade quanto a proliferacéo das células tumorais, sendo que
a concentracdo de 0.2 reduziu a viabilidade das DH82 e a de 0.5 reduziu a proliferacédo
destas. Para as células HL-60 as concentracfes de 0.2 e de 0.5 reduziram a viabilidade,
sendo ainda a concentragdo de 0,5 mais eficaz nesse processo. Os dados morfoldgicos
revelaram que tanto as DH82 (exposicéo a 0.2 do EGS2) quanto as HL-60 (exposic¢éo a
0,2 e 0,5 pg/mL do EGS2) tiveram a viabilidade comprometida, ou seja, em tais
concentragdes do EGS2 houve morte celular, a qual ocorreu mais precocemente nas
DH82 (presenca de extensos blocos contendo residuos celulares). Além disso, detectou-
se alteracbes celulares (citoplasmaticas e nucleares) decorrentes da exposicdo aos
extratos, que foram: a) desorganizacdo do citoesqueleto (actina e tubulina), b)
condensacdo e concentracdo da cromatina em blocos distribuidos por todo o nucleo ou
somente na sua periferia (marginalizagdo cromatinica), picnose, formagdo de “blebbs” e
fragmentacdo nuclear, c) atividade das caspases 3 e 7 e d) rompimento celular,
caracteristicas estas que permitiram concluir que as células sofreram apoptose. Por outro
lado, a aplicacdo da técnica da hematoxilina-eosina assim como daquela para marcacgao
do citoesqueleto e nlcleo nas DH82 (exposicdo a 0.5ug/mL do EGS2) mostraram que a
viabilidade ndo foi comprometida, contudo houve desorganizacdo do citoesqueleto, bem

como presenca de menor quantidade de células em divisdo em comparacdo ao Controle
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2. Assim, os resultados aqui obtidos mostraram que as alteracfes no citoesqueleto das
DH82 (exposicdo a 0,5ug/mL do EGS2) provavelmente ocorreram devido ao
comprometimento da proliferagdo das mesmas. De forma geral, os extratos glandulares
comprometeram tanto a viabilidade das células tumorais por meio da inducdo da
apoptose, quanto a proliferagdo das mesmas, reduzindo essa taxa. Esses eventos
variaram em funcdo das concentracfes, bem como do modelo tumoral in vitro

submetido as exposi¢des (linhagens DH82 ou HL-60)

Palavras-chave: Fémeas de carrapatos, glandula salivar, viabilidade celular,
morfologia, DH82 e HL-60.

1. Introducéo
A obtencdo de moléculas provenientes da secrecdo de animais e de extratos de

plantas para serem utilizadas no tratamento dos varios tipos de cancer é uma busca
constante das pesquisas da area (SHAFI et al., 2009), visto que os métodos de
tratamento convencionais desta doenca (em animais e em humanos) tém sido agressivos
uma vez que envolvem intervengdes cirdrgicas, radioterapia e quimioterapia,
procedimentos estes que provocam fortes efeitos colaterais (MORRIS; DOBSON,
2007).

A saliva dos carrapatos é descrita como sendo uma mistura complexa e €
considerada um grande, diversificado e eficaz arsenal farmacol6gico que garante a
alimentacdo e a sobrevivéncia dos carrapatos (STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI
etal., 2010; CAMARGO-MATHIAS et al., 2011). Nesta saliva encontram-se moléculas
das mais variadas naturezas com papel na modulagdo do sistema imune-inflamatério e
hemostatico dos hospedeiros (STEEN at al., 2006; HAINICKA et al., 2011), sendo
considerada praticamente um reservatorio (em potencial) de moléculas multifuncionais
contendo bioativos de grande interesse (BATISTA et al., 2008). Por esta razdo, a saliva
destes animais vem sendo objeto de diferentes estudos devido, principalmente, ao
grande interesse na identificacdo e isolamento de suas moléculas, as quais podem agir
como: vasodilatadoras, antiinflamatorias, anticoagulantes e imunossupressoras
(OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo a literatura, a saliva de diferentes espécies de carrapatos, dentre elas de
Rhipicephalus sanguineus (carrapato do cdo), modula diferentes passos da biologia das
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células dendriticas, como por exemplo sua matura¢do (OLIVEIRA et al., 2008; 2010),
inibe a proliferacdo de células endoteliais e tem apresentado acgdes: anti-angiogénica
(FRANCISCHETTI et al., 2010; DREWES et al., 2012) e anti-tumoral (KAZIMIROVA
et al., 2006; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al., 2011; AKAGI et
al.,2012). Além disso, nela tem sido identificadas proteinas anticoagulantes, como o
peptideo anticoagulante do carrapato (TAP) obtido a partir da saliva de Ornithidoros
moubata (WAXMAN et al.,, 1990), a boophilina, de R. (Boophilus) microplus
(MACEDO-RIBEIRO et al., 2008), ixolaris e penthalaris de Ixodes scapularis
(FRANCISCHETTI et al., 2002; FRANCISCHETTI et al., 2004) e 0 amblyomin-X, de
Amblyomma cajennense (BATISTA et al., 2010), que teriam potencial no tratamento de
doencas como a trombose.

Ainda com relacdo as moléculas bioativas com potencial antitumoral presentes
na saliva dos carrapatos, uma proteina encontrada na saliva de A. cajennense, com agédo
no processo de coagulacdo, apresentou também atividade citotoxica em diferentes
linhagens de células tumorais (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010). Kazimirova et
al. (2006) demostraram que moléculas presentes em extratos de glandulas salivares de
diferentes espécies de carrapatos foram capazes de inibir o crescimento de células HelLa
por inducéo de apoptose (R. appendiculatus e A. variegatum), bem como devida a agéo
anti-proliferativa das mesmas (Ixodes ricinus, R. appendiculatus, Dermacentor
reticulatus e A. variegatum). Somando-se a isso Simons et al. (2011) relataram o0s
efeitos da saliva bruta de carrapatos sobre as células tumorais, as quais entraram em
processo de morte. Além disso, Poole et al. (2013) relataram o efeito inibidor da saliva
de carrapatos sobre as capacidades migratoria e invasiva de células MDA- MB- 231.

Assim, sob essa Optica os carrapatos deixam agora de ser considerados apenas
0rganismos nocivos e num outro status passam a ser considerados como uma importante
fonte de moléculas bioativas com potencial para o desenvolvimento de novos
tratamentos para algumas doencas, visto ter, a sua saliva, grande a variacdo na
composicao destes bioativos entre as diferentes espécies (KAZIMIROVA, 2007), bem
como dentro da mesma espécie, porém, em diferentes periodos do processo alimentar
(SANDERS et al., 1996; FURQUIM, 2007; MULENGA et al., 2007).

Diante destas informacdes, o presente trabalho teve por objetivos avaliar os

efeitos de diferentes concentracdes de extrato de glandulas salivares de fémeas de
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carrapatos R. sanguineus com 2 dias de alimentacdo sobre os modelos tumorais in vitro
DH82 (histiocitose maligna) e HL-60 (leucemia promielitica aguda) por meio de: a)
analise quantitativa dos parametros viabilidade e percentual do numero total de células e
b) morfofisiologia das células de ambas as linhagens, fazendo uso de técnicas de
microscopia de luz convencional (hematoxilina e eosina) e microscopia confocal
(marcacdes do citoesqueleto/nicleo, viabilidade e atividade das caspases sinalizadoras

de apoptose 3 e 7).

2. Material e Métodos
2.1. Material

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas fémeas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) (LATREILLE, 1806) com 2 dias de
alimentacdo em coelhos New Zealand White. Essas fémeas foram obtidas a partir de
individuos em jejum oriundos da col6nia de R. sanguineus mantida em estufa BOD em
condigBes controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) em sala do
Biotério do Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro (SP), os quais foram
submetidos a infestagdo em coelhos.

Além disso, foram também utilizadas as linhagens celulares DH82 (histiocitose
maligna) e a HL-60 (leucemia promielitica aguda) como modelo de estudo in vitro, as
quais foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Rosangela Zacarias Machado do
Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP de Jaboticabal (SP), que as adquiriu
da American Type Culture Collection (ATCC®).

2.2. Métodos
2.2.1. Infestacdo para obtencdo das fémeas de carrapatos com 2 dias de
alimentacao

Esse procedimento foi realizado no Biotério do Departamento de Biologia da
UNESP de Rio Claro (SP) de acordo com procedimento descrito por Bechara et al.
(1995).

Para tanto, utilizou-se coelhos New Zealand White virgens de infestacdo como
hospedeiros, os quais receberam 25 casais de R. sanguineus/cdmara alimentadora. Apos
a deposicdo destes individuos no interior das camaras, procederam-se as observaces,
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sendo que a primeira ocorreu 8 horas apds a liberacdo dos ectoparasitas, tempo
necessario para acomodacdo dos mesmos. As observacdes subsequentes deram-se a
cada 3 horas para se determinar o tempo de alimentacdo das fémeas, que neste estudo
foi de 2 dias.

Decorridos 2 dias de alimentacdo, as fémeas foram removidas dos hospedeiros
pela regido do hipostdmio com o auxilio de pinga cirdrgica por meio de movimentos

circulares para remocao de suas glandulas salivares,

2.2.2. Obtencao dos extratos glandulares

Nas dependéncias do Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Biologia da UNESP Rio Claro (SP) as fémeas de R. sanguineus foram colocadas em
placas de Petri para disseccdo contendo solucdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de
Na,HPO,, 2,72 g de KH,PO, e 1000 mL de &gua destilada), suas glandulas salivares
foram removidas, colocadas (separadamente por periodo de alimentagdo), em 50uL de
tampédo fosfato pH 7.4 e maceradas. Os produtos obtidos foram centrifugados por 30
minutos a 10.000 xg e os sobrenadantes (extratos) foram recolhidos, sendo 0 EGS2=
extrato de glandula salivar de fémeas com 2 dias de alimentagé&o.

No interior de capela de fluxo laminar vertical pré-estéril o EGS2 foi,
separadamente, filtrado com auxilio de unidades filtrantes estéreis (JBR610303, unidade
filtrante descartavel Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore, MilliUni), de
0.22um e didmetro de 13 mm e encaminhados para a dosagem de proteinas, segundo
metodologia descrita por Sedmark and Grossberg (1977) (método de Bradford).

2.2.3. Bioensaios de exposicao das linhagens celulares aos extratos

Todos os procedimentos de manutencdo, quantificacdo, exposicdo das linhagens
celulares aos extratos assim como fixacdo das mesmas foram realizados no Laboratério
de Imunoparasitologia coordenado pela Profa. Dra. Rosangela Zacarias Machado do
Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP de Jaboticabal (SP).

Tanto as células DH82 quanto as HL-60 foram cultivadas em frasco de 25 cm?,
em meio de cultura Scaves (meio Dulbeco modificado) suplementado com 10% de soro

fetal bovino inativado, com 5% de CO, a 37°C.
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Os bioensaios foram realizados em placas de cultura de 24 pocos, as quais foram
semeadas com 1 x 10° células/mL de meio de cultura + volume equivalente de extrato
para se obter as concentracdes desejadas (0,2 pg/mL e 0,5ug/mL), resultando num
volume final de 1 mL (Teste). Para controle do experimento (Controles 1 e 2) utilizou-

se somente 1 mL das suspensdes celulares.

Bioensaio 1

Este bioensaio foi realizado para a obtencdo de dados quantitativos dos
parametros viabilidade celular e percentual do numero total de células.

Foram entdo realizadas coletas de cada uma das situacdes Teste assim como do
controle Controle 2- T24 24 horas ap06s 0 inicio do experimento, ou seja, no tempo T24
para analise em contador automatico. Também foi realizada uma leitura inicial (tempo
0= TO) das duas suspensdes de células tumorais (Controle 1- T0). Sendo assim, além
das situacdes de exposicdo as diferentes concentraces de extrato no tempo T24, foram
também analisados os controles Controle 1- TO e Controle 2- T24. Ou seja, foram
realizadas as seguintes coletas: a) 24 horas apos a exposi¢do das DH82 a 0,2ug/mL do
EGS2, b) 24 horas apos a exposic¢ao das DH82 a 0,5ug/mL do EGS2, ¢) 24 horas ap0s
a exposicdo das HL-60 a 0,2ug/mL do EGS2 e d) 24 horas ap6s a exposi¢do das HL-60
a 0,5ug/mL do EGS2

De cada amostra foram coletadas cinco aliquotas de 10 pL, as quais foram
misturas & 10uL de azul de Tripan para realizacdo das leituras em contador automatico
da Bio Rad modelo TC10. Foram obtidos dados sobre o nimero total de células/mL; o
numero de células vivas/mL, bem como a taxa de viabilidade celular (%) para cada uma
das amostras. Também foram obtidos dados sobre o percentual do nimero total de
celulas.

Entdo, obteve-se as médias dos parametros taxa de viabilidade e percentual do
numero total de células, as quais foram analisadas estatisticamente por meio do teste
ANOVA com pés-teste de TUKEY, foram consideradas significantes as diferencas com
p< 0,05.

Bioensaio 2
Foram coletadas amostras de 200uL de cada uma das situacBes Teste e

Controle 2, o que ocorreu da seguinte forma: a) para as células DH82 e HL- 60
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expostas as concentracdes de 0,2 pg/mL e 0,5 pg/mL do extrato EGS2 foram realizadas
coletas com 24 horas ap0s a exposicdo e b) para as celulas DH82 e HL-60 do grupo
Controle 2 coletou-se também com 24 horas de experimento.

Parte das amostras de células foi centrifugada a 3000 xg por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido nos fixadores formalina
neutra tamponada 10% e formaldeido 3,4% Entdo, novamente centrifugou-se as
suspensdes celulares (3000 xg por 5 minutos) e procedeu-se 0 processamento para cada
uma das técnicas aplicadas para microscopia de luz convencional assim como confocal.

A outra parte das amostras (HL-60 expostas a 0,2ug/mL do EGS2 por 24 horas
e HL-60 expostas a 0,5ug/mL do EGS2 por 24 horas) foi encaminhada para aplicacéo
das técnicas de viabilidade celular e para deteccdo das caspases 3 e 7 para microscopia

confocal.

2.2.4. Microscopia de luz convencional

Esta analise foi realizada no Laboratorio de Histologia do Departamento de
Biologia da UNESP de Rio Claro (SP). As células foram fixadas em formalina neutra
tamponada 10% (pH 7- 7.4), durante 24 horas a 4°C, peletizadas e desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 95%), banhos de 12 minutos
cada. Os pellets foram transferidos para resina de embebicdo, incluidos e seccionados
com 3um de espessura. A etapa de embebicédo e a inclusdo ocorreram em resina Leica.
As seccBes foram recolhidas em laminas de vidro, submetidas a coloracdo pela
hematoxilina e eosina segundo Junqueira e Junqueira (1983), secas e montadas em
balsamo de Canadé para posterior observacéao e fotodocumentacao.

2.2.5. Microscopia confocal de varredura a laser
Esta analise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrbnica do
Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro (SP).

Marcacao de nucleo e citoesqueleto

Para realizacdo destas técnicas as células foram peletizadas (centrifugacdo a
3.000 xg por 5 minutos), fixadas em formaldeido 3,4%, lavadas em tampéo fosfato-
salino (PBS), permeadas com Triton X-100 0,1% por 20 minutos, lavadas em solugéo
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de PBS e soro fetal bovino 5%, dois banhos de 5 minutos cada, e submetidas aos
diferentes marcadores.

Para marcacdo do microtubulos, foram adicionados a cada amostra 50uL de
solucdo contendo anticorpos monoclonais produzidos em rato anti a-tubulina (5pug/mL)
e anti B-tubulina (3pg/mL) (Sigma Aldrich) diluidos em PBS (anticorpos primarios).
Entdo as células foram ressuspendidas em vortex e incubadas durante a noite com a
mistura.

Apds esse periodo, as amostras foram novamente centrifugadas (3.000 xg por 5
minutos), e submetidas a dois banhos de 5 minutos cada em PBS. Na sequencia,
receberam 50pL de solugdo contendo anticorpo produzido em coelho anti-rato
conjugado com Cy5 (vermelho) (1:1000, Molecular Probes) diluido em PBS (anticorpo
secundario), as células foram ressuspendidas em vortex e incubadas por 1 hora na
mistura. As amostras foram na sequencia peletizadas (centrifugagcéo a 3.000 xg por 5
minutos) e lavadas em PBS (dois banhos de 5 minutos cada). Em seguida, receberam
50uL da solucdo de faloidina-alexa 488 (verde) (Molecular Probes) (5uLde faloidina +
200uL de PBS + 2uL de soro normal de cabra), foram ressuspendidas, permancecendo
nessa solugdo por 30 minutos, para marcagao do microfilamento de actina, e novamente
foram peletizadas e lavadas em PBS, dois banhos de 5 minutos cada.

Na etapa seguinte, as amostras foram ressuspendidas em 10uL de PBS e essa
mistura foi montada entre lIamina e laminula com uma gota do meio de montagem
ProLong® Gold Antifade contendo DAPI (marcador de material nuclear) (azul)
(Molecular Probes) e na sequencia as laminas foram observadas e fotodocumentadas em
Microscopio Confocal de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas na lente objetiva de 63x, com utilizacdo de zoom
de 2,56x em alguns casos, e abertura de Pinhole de 95,46 um. O comprimento de onda
do laser utilizado foi de 488nm para a actina (faloidina+ alexaFluor 488), 633nm para a
tubulina (Cy5) e 405nm para o nucleo (DAPI).

Marcagao de viabilidade celular
Essa marcacdo foi realizada utilizando-se o kit Live Dead (Molecular Probes).
Amostras de células foram centrifugadas a 3.000g por 5 minutos, o sobrenadante

foi descartado por completo e adicionou-se 100uL de tampdo Hepes/amostra. Na
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sequencia, foram acrescentados 0,5uL do reagente SyBrl5 (verde), ressuspendeu-se as
células e procedeu-se a incubacao por 10 minutos. Entdo, foram adicionados a mistura
0,5uL de iodeto de propidio (vermelho), incubou-se por mais 10 minutos e centrifugou-
se (3.000 xg por 5 minutos). O sobrenadante foi removido, permanecendo um volume
final de aproximadamente 5uL para a ressuspensao das células.

Na sequencia, uma gota da suspensdo celular foi colocada entre lamina e
laminula e encaminhada para a observacdo e fotodocumentacdo em Microscopio
Confocal de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas na lente objetiva de 40x (com abertura de Pinhole
de 67,9 um) e 63x (com abertura de Pinhole de 95,46um) e utilizacdo de zoom de 2,56x
em alguns casos. O comprimento de onda do laser utilizado foi de 488nm para o iodeto
de propidio e de 633nm para o SyBri5.

Por meio desta técnica pode-se observar nicleos de células com membrana
integra marcados em verde. Nucleos de células cuja integridade da membrana celular
foi perdida (células mortas) sdo marcados em vermelho ou laranja, pois nestas o iodeto

de propidio consegue penetrar devido a perda da capacidade seletiva da membrana.

Deteccdo da atividade das caspases 3 e 7

Essa marcacdo foi realizada utilizando-se o kit Cell Event Caspase-3/7 Green
(Molecular Probes). Para tanto, adicionou-se uma gota do reagente em cada uma das
amostras de células (1 gota do reagente/150uL de suspensdo celular). As amostras
foram incubadas com o reagente por 30 minutos e na sequencia foram centrifugadas por
5 minutos a 3.000 xg. Entdo, descartou-se parte do sobrenadante, permanecendo um
volume final de aproximadamente 5uL para a ressuspensdo das células.

Na sequencia, uma gota da suspensdo celular foi colocada entre lamina e
laminula e encaminhada para a observacdo e fotodocumentacdo em Microscopio
Confocal de Varredura a Laser Leica modelo TCS SP5II.

As amostras foram observadas sob objetiva de 40x (com abertura de Pinhole de
67,9 um) e 63x (com abertura de Pinhole de 95,46um) e zoom de 2,56x em alguns
casos. O comprimento de onda do laser utilizado foi de 488nm (verde).

Nas células onde as caspases 3 e 7 encontram-se em atividade, a aplicacdo desta

técnica provoca uma reagdo cujo produto ao se ligar aos ndcleos os marca em verde.
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3. Resultados
3.1. Percentual do Numero Total de Células e Taxa de Viabilidade
- Controle 2-T24
Células DH82 analisadas 24 horas ap0s o inicio do bioensaio
O parametro percentual do numero total de células sofre reducédo (64% + 0,021)
quando comparado ao Controle 1- TO (100% % 0) (p< 0,01) (Tabela 1; Fig. 1).
Inversamente, a taxa de viabilidade sofre aumento (97% =+ 0,014) quando
comparada ao Controle 1- TO (95% % 0,018) (p< 0,05) (Tabela 1; Fig. 2).

Células HL-60 analisadas 24 horas ap0s o inicio do bioensaio

O percentual do numero total de células mostra reducéo (29,7% + 0,004) quando
comparado ao Controle 1- TO (100% = 0) (p<0,01) (Tabela 1; Fig. 3).

A taxa de viabilidade ndo se altera tanto para o Controle 1- TO (86% % 0,015)
quanto para 0 2- T24 (86% = 0,014) (Tabela 1; Fig. 4).

- Exposicéo de 24 horas ao extrato EGS2
Células DH82 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Neste ensaio 0 percentual do nimero total de células sofre reducdo (60,6% =+
0,018) tanto em relacdo ao Controle 1-T0 (100% % 0) quanto ao 2-T24 (64% = 0,021)
(p< 0,01) (Tabela 1; Fig. 1). A taxa de viabilidade (50% % 0,02) também é reduzida em
comparagdo aos Controles 1- TO (95% = 0,018) e 2-T24 (97% = 0,014) (p< 0,01)
(Tabela 1; Fig. 2).

Células DH82 expostas a 0,5ug/mL de extrato

O percentual do numero total de células sofre reducdo nesta situacdo de
exposicao (34,18% = 0,001) em comparacdo aos Controles 1- TO (100% + 0) e 2- T24
(64% + 0,021) (p< 0,01). Comparando-se o dado obtido para a concentracdo de
0,5ug/mL (34,18% + 0,001) ao obtido na de 0,2ug/mL (60,6% + 0,018) ha uma reducéo
(p< 0,01) (Tabela 1; Fig. 1).

A taxa de viabilidade sofre aumento nesta situacdo (99% = 0,023) em relacao ao
Controle 1- TO (95% £ 0,018) (p< 0,01), mas ndo em relagdo ao 2-T24 (97% + 0,014)
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(p> 0,05), pois a diferenca ndo é significativa. Ao se comparar o dado obtido na
concentracdo de 0,5ug/mL (99% + 0,023) ao de 0,2pug/mL (50% + 0,02) observa-se
aumento neste parametro (p< 0,01) (Tabela 1; Fig. 2).

Células HL-60 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Nesta situacdo de exposicao, o parametro percentual do nimero total de células é
maior (109% = 0,007) em relacdo aos Controles 1- TO (100% % 0) e 2- T24 (29,7% *
0,004) (p<0,01) (Tabela 1; Fig. 3).

Em relacdo a taxa de viabilidade, é observada reducéo (42% + 0,021) em relacdo
aos Controles 1- TO (86% £ 0,015) e 2-T24 (86% = 0,014) (p<0,01) (Tabela 1; Fig. 4).

Células HL-60 expostas a 0,5ug/mL de extrato

O percentual do numero total de células ndo se altera significativamente quando
se compara esta situacao (99,24% + 0,016) ao Controle 1- TO (100% % 0), porém, nota-
se aumento em relacdo ao Controle 2-T24 (29,7% + 0,004) (»p<0,01) (Tabela 1; Fig. 3)
e reducdo quando comprado a situacdo de exposicao de 0,2ug/mL de extrato (109% =
0,007).

Observa-se aumento no parametro viabilidade celular quando se compara esta
situacdo (42% + 0,006) aos Controles 1- TO (86% = 0,015) e 2-T24 (86% =+ 0,014)
(p<0,01), contudo, ndo ha diferenca significativa quando comparado o dado obtido para
a concentracdo de 0,5pug/mL (42% £ 0,006) ao de 0,2ug/mL (42% + 0,021) (Tabela 1;
Fig. 4).
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3.2. Microscopia de Luz

3.2.1. Técnica de Coloracéo pela Hematoxilina-Eosina
- Controle 2- T24
Ceélulas DH82 analisadas 24 horas ap0s o inicio do bioensaio

Estas células apresentam morfologia arredondada (Fig. 5). O citoplasma esta
repleto de grandes granulos ora positivos (Figs. 5B-C) ora negativos (Fig. 5D) a eosina,
0s quais também tem semelhancga com vacuolos citoplasmaticos.

Os ndcleos estdo excéntricos, com formas arredondada ou ovalada e cromatina
variando desde condensada em algumas células até descondensada em outras (Figs. 5B-
D). Sdo observados um ou mais nucléolos/nicleo (Figs. 5B-D). Em algumas células a
cromatina estd organizada na forma de cromossomos, indicando processo de divisdo
celular (Figs. 5C, E-F).

Sdo também observadas células com dimensdes maiores, as quais podem ser

mono ou multinucleadas (Figs. 5F-G).

Células HL-60 analisadas 24 horas apos o inicio do bioensaio

Estas células sdo menores do que as DH82, contudo a rela¢do ndcleo/citoplasma
é maior (Fig. 6).

Apresentam morfologia arredondada (Fig. 6) e algumas possuem
prolongamentos citoplasmaticos (Figs. 6C, F). O citoplasma é homogéneo e
eosinofilico, os nucleos sdo arredondados, estdo dispostos centralmente na célula e a
cromatina esta condensada (Fig. 6). Estas células podem ser mono (Figs. 6B-F) ou
binucleadas (Fig. 6D) e seus nucléolos ndo sdo muito evidentes (Figs. 6B-F). Em
algumas a cromatina esta organizada na forma de cromossomos, indicando processo de
divisdo celular (Figs. 6B-F).

Sdo observadas também células hipertrofiadas mono ou multinucleadas,
podendo os nucleos apresentar lobulos (Figs. 6E-F), as quais sdo resultado da
diferenciacdo e maturacdo celular. Além disso, sdo observadas poucas células com
caracteristicas de morte, como marginalizacdo cromatinica e fragmentacao celular (Figs.
6A-C).
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- Exposicao de 24 horas ao extrato EGS2
Células DH82 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Nesta situacdo de exposicdo observa-se algumas células integras (Figs. 7A-B),
semelhantes aquelas do Controle 2, bem como com claras caracteristicas de morte
(Figs. 7A, C-D), além de extensos blocos de massa celular resultantes da fragmentacéo
das células (Figs. 7A-D). Ndo sdo observadas células em divisdo (Figs. 7A-D).

Nas células em processo de morte sdo observadas alteraces como: a)
desorganizacdo citoplasmatica caracterizada pela perda da granulagédo citoplasmatica
observada no Controle 2, o que pode resultar ou numa massa citoplasmatica ou em
grandes extensbes de vacuolizagdo (Figs. 7C-D), b) picnose (Fig. 7A, C), ¢)
marginalizacdo cromatinica (Figs. 7C-D) e d) fragmentagdo (nuclear e celular) (Figs.
7A, C-D).

Células DH82 expostas a 0,5ug/mL de extrato

Estas células apresentam caracteristicas semelhantes (Figs. 7E-1) aquelas
observadas no Controle 2. S&o observadas raras células em processo de divisao (Figs.
7E, I).

Células HL-60 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Nesta situacdo de exposicao sdo observadas células com caracteristicas de morte
(Figs. 8A-G) assim como fragmentadas (massa celular) (Figs. 8A-B, D-F). Nao séo
observadas células em diviséo (Figs 8A-G).

Sao observadas alteracdes caracteristicas de morte celular tais como: a) picnose
(Figs. 8C-D), b) marginalizacdo cromatinica (Figs. 8C-G), “blebbs” (Fig. 8F) e c)
fragmentacdo (nuclear e celular) (Figs. 8A-D, G).

Além disso, ainda sdo observadas aquelas células hipertrofiadas mono ou
multinucleadas (podendo os nucleos apresentar I6bulos) (Figs. 8B, E-G) como no

Controle 2, indicando a ocorréncia de diferenciacdo e maturacao celular.
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Celulas HL-60 expostas a 0,5ug/mL de extrato

Nesta situacdo de exposicdo as caracteristicas celulares sdo semelhantes (Figs.
8H-L) aquelas da situacdo de exposi¢do de 0,2ug/mL de extrato, por outro lado, as
porcdes de massa celular resultantes da fragmentacdo das células sdo observadas com
maior frequéncia (Fig. 8H). Nao sdo observadas células em divisdo (Figs. 8H-L).

As alteracOes celulares que caracterizam a ocorréncia de morte sdo: a) picnose
(Figs. 8I-L), b) marginalizacdo cromatinica (Figs. 81-K), “blebbs”(Figs. 8I-K) e c)
fragmentacéo (nuclear e celular) (Figs. 8I-L).

Nesta situacdo também sdo observadas células hipertrofiadas mono ou

multinucleadas (Figs. 8J-L).

3.3. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

3.3.1. Analises de Nucleo e Citoesqueleto
- Controle 2- T24
Células DH82 analisadas 24 horas ap0s o inicio do bioensaio

Em condigdes normais as células desta linhagem possuem forma arredondada e
relacdo nucleo/citoplasma menor que a observada nas HL-60, ou seja, apresentam
nacleo com tamanho reduzido em comparagao ao citoplasma (Figs. 9A-B).

O citoesqueleto, majoritariamente constituido por actina, encontra-se organizado
e esta distribuido homogeneamente por toda a extensdo celular. Os nicleos apresentam-

se integros (morfologia regular) (Figs. 9A-B).

Células HL-60 analisadas 24 horas ap06s o inicio do bioensaio

Essas células apresentam volume inferior que as da linhagem DH82, contudo a
relacdo nucleo/citoplasma é maior (Fig. 10A).

Sua morfologia é arredondada, o citoesqueleto esta organizado e distribuido
homogeneamente pelo citoplasma, sendo constituido majoritariamente por actina (Fig.
10A).

Os nucleos apresentam-se integros e com morfologia regular (Fig. 10A).
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- Exposicao de 24 horas ao extrato EGS2
Células DH82 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Sdo observadas células tanto com morfologia regular (Fig. 9C) quanto irregular
(Fig. 9D). Alem disso, observam-se alteracdes tanto no citoesqueleto quanto no nucleo,
pois o citoesqueleto se desorganiza resultando na formagéo de blocos de actina por todo
o citoplasma, porém concentrados principalmente na periferia da célula e aderidos
internamente a membrana (Figs. 9C-D). Em algumas células observa-se também blocos
de tubulina concentrados também na periferia da célula (Fig. 9D). A relacdo
actina/tubulina é semelhante (Figs. 9C-D) a do Controle 2.

A cromatina observada nos nucleos encontra-se condensada e organizada na

forma de grandes blocos por toda a extensdo do nucleo (Figs. 9C-D).

Células DH82 expostas a 0,5ug/mL de extrato

As células apresentam morfologia tanto regular (Fig. 9E) quanto irregular (Fig.
9F). O citoesqueleto encontra-se desorganizado, na forma de blocos de actina e tubulina
localizados principalmente no citoplasma periférico (Figs. 9E-F). Observa-se também
células cujo citoesqueleto apresenta predominancia de tubulina (Fig. 9F). O nivel de
desorganizacdo notado no citoesqueleto destas células parece inferior (Figs. 9E-F)
aquele observado naquelas expostas a concentracdo de 0,2ug/mL do extrato EGS2.

Nos ndcleos a cromatina estd menos condensada (Figs. 9E-F) quando comparada

as células do Controle 2.

Células HL-60 expostas a 0,2ug/mL de extrato

A maioria dessas células ou estd em processo de fragmentacdo ou j& esta
fragmentada (Fig. 10B). Além disso, o citoesqueleto encontra-se desorganizado, na
forma de blocos de actina e tubulina distribuidos por todo o citoplasma. Em alguns
casos tais blocos se encontram em maior concentracdo na periferia da célula e estdo
aderidos @ membrana (Fig. 10B). A relagdo actina/tubulina é semelhante (Fig. 10B) a do

Controle 2.
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E observada a presenca de nucleos com forma irregular, com blocos de
cromatina condensada, com marginalizacdo cromatinica, bem como fragmentados (Fig.
10B).

Celulas HL-60 expostas a 0,5ug/mL de extrato

Estas células apresentam morfologia irregular, ou seja, deixaram de apresentar
forma arredondada (Figs. 10C-F). Em alguns casos as mesmas encontram-se
fragmentadas (Figs. 10C, E-F).

A actina encontra-se organizada em blocos na periferia citoplasmatica aderidos a
membrana (Figs. 10C-E). Sdo observadas células onde a relacdo actina/tubulina é
semelhante (Figs. 10C-E) as células do Controle 2. Além disso, sdo observadas células
cujo citoplasma apresenta predominancia de tubulina (Figs. 10C-F).

Sdo observados nucleos com forma irregular (Figs. 10C, E), marginalizacédo
cromatinica (Figs. 10D-E) e presenc¢a de “blebbs” (Fig. 10C), além da presenca de
fragmentos nucleares (Fig. 10D).

3.3.2. Viabilidade Celular
- Controle 2- T24
Células HL-60 analisadas 24 horas ap06s o inicio do bioensaio

Séo observadas tanto células com a integridade da membrana mantida (ndcleo
verde) quanto aquelas que perderam essa caracteristica (células mortas) (nucleo
vermelho) (Figs. 11A-B).

- Exposicéo de 24 horas ao extrato EGS2
Células HL-60 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Nesta situacdo de exposicdo a proporcdo de células cuja integridade da
membrana foi perdida (células mortas) € maior (Figs. 11C-D) do que daquelas

observadas no Controle 2.

Células HL-60 expostas a 0,5ug/mL de extrato
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Na exposicdo de 0,5ug/mL de extrato nota-se semelhante propor¢do quando
analisadas as células HL-60 que mostram perda da integridade da membrana plasmatica

(Figs. 11E-F) e aquelas expostas & concentracdo de 0,2ug/mL do extrato EGS2.

3.3.3. Analise da Marcacédo da Atividade das Caspases 3 e 7
- Controle 2- T24
Ceélulas HL-60 analisadas 24 horas ap0s o inicio do bioensaio

Nas células do Controle 2- T24 sdo observados apenas poucos nucleos
marcados (Fig. 12A), ressaltando que essa marcacdo (verde e esférica) se concentra em
uma ou mais regides da cromatina (Figs. 12B-C), indicando um padréo e revelando a

atividade das caspases 3 e 7 (nucleos apoptoticos).

- Exposicéo de 24 horas ao extrato EGS2
Células HL-60 expostas a 0,2ug/mL de extrato

Observa-se nesta situacdo de exposicdo maior propor¢do de ndcleos apoptoticos
(Fig. 12A) em comparacdo ao Controle 2. Alem disso, algumas destas células exibem
padrdo de marcacao nuclear semelhante (Fig. 12E) a do Controle 2 (mais concentrada),
enquanto que em outras o aspecto € difuso (mais espalhado) (Fig. 12F).

Células HL-60 expostas a 0,5ug/mL de extrato

Observa-se uma proporcionalidade entre os nucleos apoptdticos desta situacao
de exposicdo (Fig. 12G) e aqueles verificados na concentracdo de 0,2ug/mL do extrato
EGS2. Além disso, nota-se também uma semelhanca no padrdo de marcacdo desta

situacdo (Fig. 12H) com aquela de 0,2ug/mL de extrato.
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Figura 1: Percentual do nimero total de células DH82 ndo expostas (Controles 1 e 2) e

expostas por 24 horas as concentracdes de 0,2ug/mL e de 0,5 pg/mL do extrato EGS2.

NTC= numero total de células.

Controle 1 (T0)= suspenséo celular analisada antes do inicio do Bioensaio 2, ou seja,
no tempo 0 (TO).

Controle 2 (T24)= suspensdo celular analisada 24 horas ap6s o inicio do Bioensaio 2.

0,2ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,2ug/mL do extrato
EGS2.

0,5ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,5ug/mL do extrato
EGS2.

*= significativamente diferente em relacdo ao Controle 1- TO da mesma linhagem

celular.

**= significativamente diferente em relacdo ao Controle 2-T24 da mesma linhagem

celular.
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Figura 2: Taxa de viabilidade das células DH82 ndo expostas (Controles 1 e 2) e

expostas por 24 horas as concentracdes de 0,2ug/mL e de 0,5 pg/mL do extrato EGS2.

Controle 1 (T0)= suspenséo celular analisada antes do inicio do Bioensaio 2, ou seja,
no tempo 0 (TO).

Controle 2 (T24)= suspensdo celular analisada 24 horas ap06s o inicio do Bioensaio 2.

0,2ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,2ug/mL do extrato
EGS2.

0,5ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,5ug/mL do extrato
EGS2.

*= significativamente diferente em relacdo ao Controle 1- TO da mesma linhagem

celular.

**= significativamente diferente em relacdo ao Controle 2-T24 da mesma linhagem

celular.
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Figura 3: Percentual do numero total de células HL-60 ndo expostas (Controles 1 e 2)
e expostas por 24 horas as concentracGes de 0,2ug/mL e de 0,5 pg/mL do extrato
EGS2.

NTC= numero total de células.

Controle 1 (T0)= suspensdo celular analisada antes do inicio do Bioensaio 2, ou seja,
no tempo 0 (TO).

Controle 2 (T24)= suspensdo celular analisada 24 horas ap6s o inicio do Bioensaio 2.

0,2ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,2ug/mL do extrato
EGS2.

0,5ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,5ug/mL do extrato
EGS2.

*= significativamente diferente em relacdo ao Controle 1- TO da mesma linhagem

celular.

**= significativamente diferente em relacdo ao Controle 2-T24 da mesma linhagem

celular.
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Figura 4: Taxa de viabilidade das células HL-60 ndo expostas (Controles 1 e 2) e

expostas por 24 horas as concentracfes de 0,2ug/mL e de 0,5 pg/mL do extrato EGS2.

Controle 1 (T0)= suspensdo celular analisada antes do inicio do Bioensaio 2, ou seja,
no tempo 0 (TO).

Controle 2 (T24)= suspensdo celular analisada 24 horas ap6s o inicio do Bioensaio 2.

0,2ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,2ug/mL do extrato
EGS2.

0,5ug/mL EGS2 (T24)= suspensao celular exposta por 24 horas a 0,5ug/mL do extrato
EGS2.

*= significativamente diferente em relacdo ao Controle 1- TO da mesma linhagem

celular.

**= significativamente diferente em relacdo ao Controle 2-T24 da mesma linhagem

celular.
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Figura 5: Secgdes histologicas das células DH82 do grupo Controle 2- T24 submetidas

a coloracdo pela hematoxilina-eosina.

A-G. Sdo observadas células esféricas, integras, com nucleos excéntricos e citoplasma
repleto de vacuolos ora eosinofilicos (A-C) ora negativos para este corante (A, D).
Além disso, sdo também notadas células em divisdo (A-C, E-F) assim como aquelas

hipertrofiadas mono (A, G) ou multinucleadas (A, F).

seta dupla: célula hipertrofiada mononucleada; seta tripla: célula hipertrofiada
multinucleada; seta: célula em divisdo; n: nicleo com cromatina descondensada; n*:
ndcleo com cromatina condensada; *: nucléolo; ev: vacuolo eosinofilico; v: vacuolo

negativo para a eosina.

Barras: A= 50um; B-G= 20um.
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Figura 6: Seccbes histologicas das células HL-60 do grupo Controle 2- T24

submetidas a coloracdo pela hematoxilina-eosina.

A-F. As células sdo esféricas e integras, os ndcleos sdo centrais e a cromatina
condensada, além disso, a relagdo nucleo/citoplasma é maior que a observada na outra
linhagem tumoral. Sdo observadas também algumas poucas células em processo de
morte (A-C), assim como aquelas com prolongamentos citoplasmaticos (C, F), em

divisdo (A, C-F), bem como aquelas hipertrofiadas mono ou multinucleadas (A, E-F).

cabeca de seta: célula ndo hipertrofiada; seta dupla: célula hipertrofiada
mononucleada; seta tripla: célula hipertrofiada multinucleada; seta: célula em divisao;
ac: celula apoptotica; cf: fragmentos celulares; cp: prolongamentos celulares; n: nucleo;
Ibn: ndcleo lobulado.

Barras: A= 50um; B-F= 20pm.
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Figura 7: Secc¢Oes histologicas das células DH82 expostas por 24 horas ao extrato

EGS2 submetidas a coloracdo pela hematoxilina-eosina.

A-D. Células expostas a concentracdo de 0,2ug/mL do extrato. Sdo observadas algumas
poucas células integras (A-B) assim como aquelas com caracteristicas de morte
apoptotica (A, C-D). Além disso, também sdo notados extensos blocos de massa
citoplasmatica (A-D).

E-1. Células expostas a concentracdo de 0,5ug/mL do extrato. Estas estdo integras
(semelhantes ao Controle T-24) (E-1). Sdo também observadas raras células em divisdo

(E, 1), além daquelas hipertrofiadas mono (E-F) ou multinucleadas (G-H).

cm: massa citoplasmatica; c: célula integra; ac: célula apoptdtica; cabeca de seta:
célula ndo hipertrofiada; seta dupla: célula hipertrofiada mononucleada; seta tripla:
célula hipertrofiada multinucleada; seta: celula em divisdo; circulo pontilhado:
residuos nucleares; bc: célula rompida; pn: nucleo picnético; m: ndcleo com
marginalizagdo cromatinica; nf: fragmento nuclear; n: nicleo com cromatina

descondensada; n*: nlicleo com cromatina condensada; *: nucléolo.

Barras: A, E= 50um; B-D, F-H= 20um.
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Figura 8: Seccdes histoldgicas das células HL-60 expostas por 24 horas ao extrato

EGS2 submetidas a coloracéo pela hematoxilina-eosina.

A-G. Células expostas a concentracdo de 0,2ug/mL do extrato apresentando
caracteristicas de morte apoptotica. S&do ainda observadas aquelas células hipertrofiadas
mono (F) e polinucleadas (A, E, G).

H-L. Células expostas a concentragdo de 0,5ug/mL do extrato com alteragcdes que
caracterizam apotose. Além disso, sdo também observadas as células hipertrofiadas

mono (J, L) ou multinucleadas (J).

cm: massa citoplasmatica; ac: célula apoptética; bc: célula rompida; seta dupla: célula
hipertrofiada mononucleada; seta tripla: célula hipertrofiada multinucleada; pn: ndcleo
picndtico; m: nucleo com marginalizacdo cromatinica; fn: nucleo fragmentado; bb:

ndcleo com “blebbs”.

Barras: A, B, H=50um; G= 25um; C-F, I-L=20um.
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Figura 9: Células DH82 controle (Controle 2- T24) e expostas por 24 horas ao extrato

EGS2 submetidas a técnica para marcacao do citoesqueleto e nucleo.

A-B. Células do grupo Controle 2- T24. Nestas células tanto o nucleo quanto o
citoesqueleto ndo apresentam alteracdes. A Actina e Tubulina encontram-se distribuidas
regularmente ao longo do citoplasma e 0s nucleos estdo integros.

C-D. Células expostas a concentracdo de 0,2ug/mL. So observadas células tanto com
morfologia regular (C) quanto irregular (D). O citoesqueleto esta desorganizado (blocos
de actina e tubulina na periferia celular) e nos ndcleos sdo observados blocos de
cromatina condensada (C-D).

E-F. Células expostas & concentracdo de 0,5ug/mL. Observa-se células tanto com
morfologia regular (F) quanto irregular (E). O citoesqueleto destas células apresenta
alteracdes (desorganizado e a actina e a tubulina concentram-se em blocos na periferia

celular).

c: célula integra; acr: célula apoptética com morfologia regular; aci: célula apoptética
com morfologia irregular; ic: célula com morfologia irregular; rc: célula com
morfologia regular; n: nicleo; n*: ndcleo com blocos de cromatina condensada; seta:

bloco de actina; circulo: bloco de tubulina.

Barras: A= 50um; B-F= 15um.
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Figura 10: Células HL-60 ndo expostas (Controle 2- T24) e expostas por 24 horas ao

extrato EGS2 submetidas a técnica para marcagdo do citoesqueleto e nucleo.

A. Células do grupo Controle 2- T24. Nestas células tanto o ndcleo quanto o
citoesqueleto ndo apresentam alteragdes. O citoesqueleto encontra-se distribuido
regularmente ao longo do citoplasma e 0s nucleos estdo integros.

B. Células expostas a concentracao de 0,2ug/mL. Estas células ou estdo rompidas ou em
processo de fragmentacdo. Os nucleos e o citoesqueleto apresentam alteragdes. So
observados nucleos com morfologia irregular, bem como fragmentos. O citoesqueleto
encontra-se desorganizado e tanto a actina quanto a tubulina concentram-se em blocos
na periferia celular.

C-F. Células expostas a concentragdo de 0,5ug/ml. Estas encontram-se fragmentadas
(C, E-F) ou em processo de fragmentagdo (C-F). Tanto o nicleo quanto o citoesqueleto
apresentam alteracdes. Sdo observados nucleos com morfologia irregular (C, E), com
marginalizacdo cromatinica (D-E), com “blebbs” (C), bem como fragmentos (D). O
citoesqueleto encontra-se desorganizado e a actina e a tubulina estdo concentradas na

forma de blocos na periferia celular (C-F).

c: celula integra; aci: célula apoptética com morfologia irregular; bc: célula rompida; n:
nacleo; in: nucleo irregular; n*: ndcleo com blocos de cromatina condensada; m:
nacleo com marginalizacdo cromatinica; bb: ntcleo com “blebbs”; fn: nicleo

fragmentado; seta: bloco de actina; circulo: bloco de tubulina.

Barras: A= 20um; B-E= 15um; F= 10um.
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Figura 11: Células HL-60 ndo expostas (Controle 2- T24) e expostas por 24 horas ao

extrato EGS2 submetidas a técnica para marcacdo de viabilidade.

A-B. Células do grupo Controle 2- T24. Aqui é observada maior propor¢édo de células
cuja integridade da membrana € mantida (células vivas) (ndcleos verdes) em relacéo
aquelas que perderam tal caracteristica (células mortas) (nucleos vermelhos).

C-D. Células expostas a concentracdo de 0,2ug/mL. Nesta situacdo ha maior
proporcionalidade de células mortas (nicleos vermelhos) em relacdo as vivas (nucleos
verdes).

E-F. Células expostas a concentracdo de 0,5ug/mL. A proporcdo de células mortas
(ndcleos vermelhos) é semelhante aquela da situacdo de exposicdo a 0,2ug/mL do

extrato.

seta dupla: célula viva; seta: célula morta; n: ndcleo.

Barras: A, E=50um; B, F= 10um; C, D= 25um.
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Figura 12: Células HL-60 ndo expostas (Controle 2- T24) e expostas por 24 horas ao

extrato EGS2 submetidas a técnica para deteccdo da atividade das caspases 3 e 7.

A-C. Células do grupo Controle 2- T24. Sdo observados somente alguns poucos
nucleos marcados (apoptoticos) (A), sendo tal marcagéo esférica e concentrada (B, C).
D-F. Células expostas a concentracdo de 0,2ug/mL. Nesta situacdo hd maior proporcao
de nucleos marcados (D) em compracdo ao Controle 2- T24. Além disso, observa-se
que essa marcagdo pode ser tanto concentrada (E) (semelhante & do Controle 2- T24)
quanto difusa (espalhada) (F).

G-H. Celulas expostas a concentracao de 0,5ug/mL. A proporcao de nucleos marcados
é semelhante (G) aquela da situacdo de exposi¢do a 0,2ug/mL do extrato. Aqui a

marcacdo também pode ser concentrada ou difusa (H).

an: nlcleo apoptotico; seta: marcacdo concentrada; seta dupla: marcacao difusa.

Barras: A, D, G=50um; B= 5um; C, H= 10um; E, F=7,5um.

Fabiana Alonso Rocha



Capitulo 1

78

Fabiana Alonso Rocha



Capitulo 1 79

4. Discussao

No presente estudo foram avaliados in vitro os efeitos dos extratos obtidos a
partir de glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus com 2
(EGS2) dias de alimentacdo sobre células das linhagens tumorais DH82 (sarcoma
histiocitico) e HL-60 (leucemia promielitica aguda).

Os resultados obtidos deixaram evidente que as alteracGes diretamente
relacionadas a proliferacdo e a viabilidade celulares variaram em funcdo a) da
concentracdo do extrato, bem como c¢) do modelo bioldgico, ou seja, da linhagem
celular utilizada e, diferentemente do que foi relatado na literatura (KAZIMIROVA et
al., 2006; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al., 2011; AKAGI et al.,
2012), as alteracbes observadas ndo sdo dose dependentes, portanto, ndo s&o
proporcionais a concentracdo do extrato utilizado.

A andlise quantitativa dos pardmetros viabilidade e percentual do nimero total
de células tumorais expostas as diferentes concentracdes dos extratos revelou que o
EGS2 influenciou tanto a inducdo do processo de morte quanto a reducdo da
proliferacdo celular. Esse extrato na concentracdo de 0,2ug/mL provocou a reducao de
50% na taxa de viabilidade das células DH82, porém ndo se tem garantia de que o
mesmo teria interferido na capacidade proliferativa destas, visto a reducéo no percentual
celular (60,6%) poder ter ocorrido também devido & morte das mesmas. O extrato na
concentracdo de 0,5ug/mL agiu reduzindo o percentual do namero total de células
DH82, porém, sem interferir na viabilidade das mesmas, confirmando seu potencial
inibidor da proliferacdo celular. No caso das células HL-60 tanto a concentracdo de
0,2pg/mL quanto a de 0,5ug/mL indurizam a morte, reduzindo a viabilidade celular em
cerca de 58%, porém aumentando o percentual do nimero total de células em relacdo ao
Controle 2- T24, sinalizando que nessas concentracfes o extrato EGS2 estimularia a
proliferacdo celular, e ainda ressaltando que a concentracdo de 0,2ug/mL seria aquela
gue mais estimularia esse processo.

Estes dados aqui obtidos foram fortes sinalizadores de que o extrato EGS2: a) na
concentracdo 0,2ug/mL tem potencial para provocar a morte das células DH82, b) na de

0,5pug/mL tem potencial para reduzir a capacidade proliferativa das DH82 e c) as
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concentracdes de 0,2ug/mL e de 0,5ug/mL sdo estimuladoras da proliferacdo das HL-
60, porém comprometendo a sua viabilidade (Tabela 2), dados que sdo corroborados
por aqueles de Kazimirova et al. (2006), quando estudaram o potencial antitumoral de
extratos de glandulas salivares de diferentes espécies de carrapatos em diferentes
periodos de alimentacdo (inclusive em jejum) agindo sobre células Hela, ficando
demonstrado que cada extrato agiria de forma especifica: a) ou inibindo a proliferagdo
celular ou b) induzindo as células a entrarem em apoptose.

Tabela 2: Resumo dos resultados quantitativos onde pode-se visualizar e

comparar a acgdo dos extratos.

Viabilidade Proliferacao

Extrato
Concentracao (ug/mL)  Células
02 DH82 ) =
’ HL-60 - +
EGS2
05 DH82 = &
’ HL-60 - +

*: situagdes onde os extratos atuaram como inibidores.
+: aumento no pardmetro analisado; -: reducdo no pardmetro analisado; =: sem alteracdo no

parametro.

A anélise quantitativa aqui realizada revelou que as situacdes onde as células
sofreram apenas inibicdo pela exposi¢cdo aos extratos foram aquelas quando as células
DH82 foram submetidas as concentracGes de 0,2ug/mL (reducdo da viabilidade) e de
0,5ug/mL (reducdo da proliferacdo) do EGS2 (Tabela 3). Por outro lado, a proliferacédo
das células HL-60 expostas a 0,2ug/mL e a 0,5ug/mL do extrato EGS?2 foi estimulada,
contrariando registros da literatura que relataram que os componentes da saliva dos
carrapatos reduziriam a capacidade proliferativa de linfocitos in vitro (WIKEL et al.,
1978; BROSSARD; WIKEL, 1997; TURNI et al., 2002). Uma possivel explicacado
poderia ser que as células HL-60 expostas ao extrato teriam respostas diferentes
daquelas das células dendriticas normais, uma vez que a fisiologia das células tumorais
também seria diferente das sadias, reforcando a evidencia de que os componentes

salivares oriundos de carrapatos teriam potencial de provocar a morte de células
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tumorais in vitro, sem, contudo, afetar aquelas sadias (CHUDZINSK-TAVASSI et al.,
2010; SIMONS et al., 2011). Outro fato que poderia confirmar isso foi aquele aqui
obtido com a analise histoldgica, que mostrou que as células HL-60 expostas ao EGS2
tiveram mantidas as capacidades de diferenciacdo e de maturacdo (observacdo de
células maduras e com nucleos lobulados), contrariando dados da literatura que
mostraram que a saliva de carrapatos inibiria a diferenciacdo e a maturacdo de células
dendriticas tanto da medula quanto do ba¢o de camundongos (CAVASSANI et al.,
2005; MEJRI; BROSSARD, 2007; SKALLOVA et al., 2008).

Vale ainda ressaltar que os dados aqui obtidos na andlise quantitativa
confirmaram que os extratos interferem tanto na proliferacdo quanto na viabilidade das
células tumorais e, além disso, a interferéncia nos parametros proliferacdo e viabilidade
celular foi especifica, reduzindo a capacidade proliferativa sem induzir morte celular e
vice-versa. O estudo desenvolvido por Kazimirova et al. (2006) mostrou que a inibicéo
das células tumorais frente a exposicdo a diferentes extratos glandulares ocorreu
preferencialmente devido a inibigdo da proliferacdo celular mais do que pela indugédo de
efeitos citotoxicos. Por outro lado, corroborando os dados aqui obtidos, outros trabalhos
disponiveis na literatura também mostraram que componentes da saliva do carrapato A.
cajennense (SIMONS et al., 2011), assim como a proteina recombinante amblyomin-X
(obtida de uma biblioteca de c-DNA das glandulas salivares do carrapato A. cajennense)
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; AKAGI et al., 2012) induziriam as células
tumorais a entrarem em apoptose, devido a interrupcao do ciclo celular (CHUDZINSKI-
TAVASSI et al., 2010; AKAGI et al., 2012).

A quantificacdo da proliferacdo e da viabilidade das células tumorais aqui
analisadas foram confirmadas pelos resultados aqui obtidos a partir da realizacdo das
analises sob microscopia de luz convencional (coloracdo pela hematoxilina-eosina) e
confocal (marcacdo do citoesqueleto e nucleo, viabilidade e atividade das caspases 3 e
7), as quais mostraram que as células DH82 (exposicao a 0,2ug/mL do extrato EGS2),
bem como as HL-60 (exposi¢do a 0,2ug/mL e a 0,5ug/mL de EGS2) sofreram intenso
processo de morte, confirmando os dados quantitativos. Contudo, a observacdo da
presenca de massas celulares (restos citoplasmaticos e nucleares resultante do

rompimento das células) foi mais evidente na linhagem DH82 exposta a 0,2ug/mL
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(EGS2) do que nas outras duas situacfes, mostrando que o processo de morte destas
células DH82 estaria mais avancado do que o das HL-60 provavelmente devido ao
extrato EGS2 (0,2ug/mL) ter induzido precocemente a morte das DH82.

A histologia mostrou também que comparando os resultados das células HL-60
tanto expostas a 0,2ug/mL como a 0,5ug/mL do extrato EGS2, as massas celulares
foram mais frequentes nesta ultima. Somando-se a isso, a analise quantitativa mostrou
que, além do percentual do nimero total de células HL-60 expostas & 0,2ug/mL do
extrato EGS2 ter sido significativamente maior, a taxa de viabilidade para ambas as
situacOes permaneceu a mesma (42%), resultados que sinalizaram que o extrato EGS2
na concentracdo de 0,5ug/mL teria maior capacidade de induzir precocemente a morte
das células HL-60 do que a de 0,2pg/mL, confirmando que a maior concentracao, neste
caso especifico, teria um efeito inibidor mais potente.

Os dados histolégicos mostrando a ocorréncia de morte das células DH82 e HL-
60 foram também confirmados pela microscopia confocal, via analises de citoesqueleto
e de nucleo. As células expostas ao extrato EGS2 sofreram alteracfes indicativas de
processo de morte. Além disso, tanto a viabilidade quanto a atividade das caspases 3 e 7
apontaram para maior proporcao de células HL-60 (exposicdo a 0,2ug/mL e 0,5ug/mL
de EGS2) com perda da integridade da membrana (células mortas) e com ativacdo das
caspases 3 e 7 (células apoptéticas) quando comparadas aquelas do Controle 2- T24.

As alteragdes histoldgicas que caracterizaram a ocorréncia de morte nas células
DH-82 e HL-60 expostas ao EGS2 foram semelhantes em ambas as linhagens, ou seja:
picnose, marginalizagdo cromatinica, formagdo de “blebbs” e fragmentacdo (nuclear e
celular).

A microscopia confocal revelou na anélise dos nucleos e do citoesqueleto que
nas células DH82 (exposicdo a 0,2ug/mL de extrato EGS2) a cromatina encontrou-se
condensada e distribuida na forma de grandes blocos no nucleo, caracterizando o inicio
do processo de marginalizacdo. Além disso, observou-se nitida desorganizacdo do
citoesqueleto. Nas células HL-60 expostas a 0,2ug/mL e 0,5ug/mL de EGS2 observou-
se fragmentacdo de células e cromatina condensada disposta: ou em blocos pelo nucleo
todo, ou marginalizada, além da ocorrencia de “blebbs” e fragmentos nucleares. Quanto

ao citoesqueleto, este também apresentou-se desorganizado tanto em relagdo a actina
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quanto a tubulina. De acordo com a literatura as alteracGes nucleares seriam classicas da
ocorréncia de processo apoptotico (ALLEN et al., 1997; ZIEGLER; GROSCURTH,
2004; ELMORE, 2007; TAATIJES et al., 2008; NDOZANGUE-TOURIGUINE et al.,
2008). As alteracdes quanto a desorganizacdo do citoesqueleto aqui observada também
foram um forte indicativo de que as células tumorais entraram em apoptose, processo
esse que acarretaria a desorganizagdo tanto dos filamentos de actina como dos
microtibulos (BONFOCO et al., 1996). H& também na literatura registros de que a
clivagem da actina seria responsavel pelas mudancas morfologicas nas células
apoptoticas (MASHIMA et al., 1999; NDOZANGUE-TOURIGUINE et al., 2008).
Além disso, a quebra de proteinas do citoesqueleto (actina e a citoqueratina) estaria
envolvida na regulacdo da via apoptotica (KULMS et al., 2002; NDOZANGUE-
TOURIGUINE et al., 2008; DESOUZA et al., 2012).

A analise e deteccdo da atividade das caspases 3 e 7 comprovaram que as
concentragfes de 0,2ug/mL e de 0,5ug/mL do extrato EGS2 induziram as células HL-
60 a entrar em apoptose, Vvisto ser este 0 Unico evento celular onde seria observada a
atividade das caspases (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; ELMORE, 2007; TAATJES
et al., 2008).

A inducéo da apoptose nas linhagens tumorais aqui submetidas ao extrato EGS2
foi confirmada por dados da literatura que mostraram que tanto 0os componentes da
saliva dos carrapatos quanto o amblyomin teriam potencial para induzir as células
tumorais a entrarem em apoptose (CHUDZINSK-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et
al.,, 2011; AKAGI et al.,, 2012). Segundo os autores, tais moléculas apresentariam
atividade pré-apoptdtica (AKAGI et al., 2012), pois atuariam em pontos de checagem
do ciclo celular, interrompendo (blogueando) seu progresso e, portanto, sinalizando que
a célula deveria morrer (SIMONS et al., 2011; CHUDZINSK-TAVASSI et al., 2010).

Ainda em relacdo a andlise da atividade das caspases 3 e 7, 0 presente estudo
demonstrou a ocorrencia de um padrdo de marcacdo nuclear das células em apoptose,
portanto, com as caspases 3 e 7 ativas. Nas células HL-60 do grupo Controle 2 esta
marcacdo foi esférica e concentrada em apenas algumas regides do nucleo. Quando as

células foram expostas ao extrato glandular EGS2 a mesma ficou mais espalhada
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(difusa), demonstrando que os extratos interferiram nesse padrdo de marcacgéo e,
portanto, no comportamento fisioldgico das células.

A analise em microscopia de luz apontou auséncia de caracteristicas de morte
nas células DH82 expostas a 0,5ug/mL do extrato EGS2, contudo, as células em diviséo
foram observadas com menor frequéncia. Ja a analise em microscopia confocal revelou
a ocorréncia de alteragdes apenas no citoesqueleto (desorganizagdo dos microfilamentos
actina e da microtubulina) das células DH82 (exposicao a 0,5ug/mL do extrato EGS2),
as quais tambem néo caracterizaram a ocorréncia de morte. Os dados morfoldgicos
obtidos para as células DH82 (exposicdo a 0,5ug/mL do extrato EGS2) foram
confirmados por aqueles obtidos na analise quantitativa, que mostrou que embora estas
células tenham tido a proliferacdo comprometida, tiveram a viabilidade mantida, o que
permite inferir que a reducdo na proliferacdo das células DH82 (exposicdo a 0,5ug/mL
do extrato EGS2) poderia estar relacionada também com a desorganizacdo do
citoesqueleto, evento de carater pré-apoptotico, que de acordo com alguns autores seria
responsavel pela regulacdo desse processo (LEVEE et al., 1996; GUENAL et al., 1997;
KORICHNEVA; HAMMERLING, 1999; KULMS et al., 2002; NDOZANGUE-
TOURIGUINE et al., 2008; DESOUZA et al.; 2012). A desorganizacdo no
citoesqueleto das células DH82 (exposi¢do a 0,5ug/mL do extrato EGS2) foi menos
acentuada que nas DH82 (exposic¢do a 0,2ug/mL do extrato EGS2) e HL-60 (exposicéo
as concentracdes de 0,2 pg/mL e 0,5ug/mL do EGS2) (situagdes onde observou-se
apoptose), ndo desencadeando a apoptose nas mesmas, mas agindo de forma a inibir a
proliferacdo destas. Isto € posto uma vez que sabe-se que a tubulina tem papel no
processo de divisdo celular por fazer parte das fibras do fuso mitético e assim, qualquer

alteracdo na sua organizacao refletiria diretamente no processo de divisdo celular.
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Tabela 3: Resumo comparativo dos resultados da exposicdo das células DH82 e HL-60 as

concentragdes de 0,2 e de 0,5ug/mL do extrato EGS2.

Alteracfes

Forma Celular

Aspecto

Citoplasmético

Citoesqueleto

Nucleo

Cromatina

Consequéncia das
Alteracdes

DH82 DH82 HL-60 HL-60
(0,2pug/mL) (0,5pg/mL) (0,2pug/mL) (0,5ug/mL)
- esférica efou - esférica efou - esférica, - esférica,
rompimento irregular irregular e/ou irregular e/ou
celular rompimento rompimento
celular celular
massa - homogéneo - homogéneo - homogéneo e/ou

citoplasmética,
vacuolizado e/ou
extravasado

- desorganizado,
com
actina/tubulina
em blocos

- picnotico e/ou
fragmentado

- condensada, em
processo de
marginalizagdo
e/ou ja
marginalizada

- morte celular

- desorganizado,
com actina/tubulina
em blocos e
predominéncia de
tubulina

- integro

- descondensada

- diviséo celular
reduzida

e/ou extravasado

- desorganizado,
com
actina/tubulina
em blocos

- irregular,
picnético, com
blebbs e/ou
fragmentado

- condensada,
em processo de
marginalizagdo
elou ja
marginalizada

- morte celular

extravasado

- desorganizado,
com actina em
blocos e
predominancia de
tubulina

- irregular,
picnético, com
blebbs e/ou
fragmentado

- condensada e/ou
ja marginalizada

- morte celular

DH82 (0,2ug/mL): células DH82 expostas a 0,2ug/mL do extrato EGS2; DH82 (0,5ug/mL): células DH82 expostas a

0,5ug/mL do extrato EGS2.

HL-60 (0,2ug/mL): células HL-60 expostas a 0,2ug/mL do extrato EGS2; HL-60 (0,5ug/mL): células HL-60 expostas a

0,5ug/mL do extrato EGS2.
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Ainda com relacdo a reducgdo da proliferacdo das células aqui estudadas frente a
exposicdo aos extratos de glandulas salivares, de acordo com dados da literatura tanto a
saliva do carrapato A. cajennense quanto o peptideo amblyomin apresentariam atividade
pré-apoptotica, interrompendo o ciclo celular e sinalizando para a célula que ela
“deveria” entrar em apoptose (CHUDZINSK-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al.,
2011; AKAGI et al., 2012). De acordo com Chudzinsk-Tavassi et al. (2010), existiria
nas células tumorais quando expostas ao amblyomin uma alteracdo no sistema
ubiquitinina-proteossoma, e ocorreria uma superexpressao do gene responsavel por
codificar a subunidade catalitica B2 do proteossoma, provocando um decréscimo na
propria atividade proteossomal e aumentando as proteinas ubiquitiniladas com
consequente interrupcdo do ciclo celular. Outra possivel explicacdo para o
comprometimento da proliferagcdo das células DH82 (exposicdo a 0,5ug/mL do extrato
EGS?2) seria o fato de que o extrato EGS2 nesta concentracdo ndo teria a capacidade de
modular a expressdo do gene codificador da subunidade 2 do proteossama das células
DH82 e HL-60 o suficiente para interromper o ciclo e induzi-las a apoptose, porém, tal
modulag&o inibiria sim a proliferacao.

Assim, os dados aqui apresentados deixaram claro que os extratos glandulares
testados teriam potencial para comprometer a viabilidade das células destas duas
linhagens tumorais induzindo o processo de apoptose e reduzindo a proliferacdo das
mesmas, eventos que variaram em funcdo: a) do extrato (EGS2), b) das concentracdes e
¢) do modelo tumoral utilizados, possibilitando demonstrar o potencial antitumoral do
extrato EGS2 obtido a partir de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus com 2
de alimentacdo, sendo que a potencialidade destes extratos ficou evidente uma vez que:
1) o EGS2 afetou negativamente tanto a viabilidade quanto a proliferacdo das células
tumorais e na concentracao de 0,2ug/mL induziu a ocorrencia de apoptose nas células
DH82. Na concentracdo de 0,5ug/mL inibiu a proliferacdo destas, assim estas duas
concentracdes estariam envolvidas na inducdo da apoptose nas células HL-60, tendo
sido a de 0,5ug/mL mais potente do que a de 0,2ug/mL. 2) o EGS2 induziu as células

DH82 a entrarem em apoptose mais precocemente do que as HL-60.
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Concluindo, os resultados aqui apresentados foram sinalizadores de que extrato
glandular EGS2 obtido de carrapatos R. sanguineus é um forte candidato para atuar
como inibidor das células das linhagens tumorais DH82 e HL-60, abrindo a perspectiva
para o desenvolvimento de novos estudos com esse enfoque e subsidiando a literatura

com dados de relevante importancia contra o cancer.
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A Glandula Salivar de Fémeas de Carrapatos Rhipicephalus sanguineus: Potencial
Reservatorio de Moléculas com Acéo Inibidora (in vivo) Sobre Células de Tumor
de Walker 256

Resumo

No presente trabalho foram avaliados os efeitos da injecdo de duas
concentracgdes diferentes (0,2 e 0,04ug/pL) de extratos (uma ou duas) obtidos a partir de
glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae)
(Latreille, 1806) com dois dias de alimentacdo sobre a morfofisiologia da musculatura
de pernas posteriores de ratas Wistar inoculadas com células do tumor de Walker 256.
Foi também realizada a quantificacdo do numero de leucdcitos, bem como dos niveis de
creatinina dos individuos de todos os grupos. Os resultados mostraram tanto na
histologia quanto na microscopia eletrénica que a injecdo Unica da menor concentracao
do extrato (0,04pg/uL) foi mais efetiva na contencdo da invasao tumoral, bem como
causou menores “danos colaterais” ao tecido muscular, objeto deste estudo. Os
resultados revelaram ainda que em relagdo ao parametro creatinina, seu nivel encontrou-
se aumentado nas ratas submetidas a uma e a duas inje¢fes do extrato na concentragdo
de 0,04ug/uL quando comparadas aquelas submetidas a uma e duas injecdes do extrato
na maior concentracdo, sugerindo que nos primeiros a inje¢ao do extrato contribuiu para
a manutencdo da integridade do tecido muscular. Quanto ao parametro
aumento/diminuicdo do numero de leucdcitos, os resultados sugeriram que em todas as
ratas inoculadas houve aumento significativo do nimero total de leucdcitos. Naquelas
inoculadas e submetidas as injecdes (uma e duas) de extrato na concentragdo de
0,2ug/pL houve aumento significativo de leucécito quando comparou-se com aquelas
apenas inoculadas e ndo expostas ao extrato, resultado este que pode ser explicado pelo
fato de que além das células tumorais o prdprio extrato nesta concentracdo agiu como
potencializador da resposta de defesa. Ao contrario, aquelas ratas inoculadas e
submetidas as inje¢des (uma e duas) de extrato na concentracdo de 0,04pg/pL
apresentaram reducdo significativa no nimero total de leucocitos quando comparadas as
ratas apenas inoculadas e as inoculadas e injetadas com extrato na concentracdo de
0,2ug/uL. Esses resultados reforcaram que o extrato na concentragdo de 0,04pg/pL

além de agir com maior efetividade na inibicdo das células tumorais, ndo atuou como
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agente estressor, visto o numero de leucdcitos ter sido menor. Os dados aqui obtidos
sinalizaram, portanto, que as moléculas produzidas pelas glandulas salivares desta
espécie de carrapatos teriam capacidade de inibir o crescimento tumoral, com “danos

colaterais” minimos ao organismo.

Palavras-chave: Carrapatos, extrato de glandula salivar, ratos Wistar, musculo e

morfofisiologia.

Introducéo

A saliva dos carrapatos € uma mistura complexa e considerada um grande e
eficaz arsenal farmacologico que garante a alimentacdo e a sobrevivéncia desses
ectoparasitas (STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010) pela producdo de
substancias que tem acdo diversificada. Nesta secrecdo encontram-se presentes
bioativos capazes de atuar principalmente na modulagdo do sistema imune-inflamatorio
e hemostatico dos hospedeiros (STEEN at al., 2006; HAINICKA et al., 2011), podendo
dentre eles ser destacados a presenca de componentes de origem glico e, lipoprotéica,
além daqueles lipidicos (CAMARGO-MATHIAS et al., 2011), bem como calreticulina,
fosfatase 4&cida, esterases, aminopeptidases, metaloproteinases, lipocalinas e
prostaglandinas (BROSSARD; WIKEL, 2004; STEEN et al., 2006; MULENGA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2011; CAMARGO-MATHIAS et al., 2011). Por esta razdo, a
saliva dos carrapatos em geral vem sendo alvo de diferentes estudos devido,
principalmente, ao grande interesse sobre a composicdo e 0 modo de agdo desses
bioativos, alguns j& previamente descritos como vasodilatadores, antiinflamatérios,
anticoagulantes, imunossupressores (OLIVEIRA et al., 2010), e recentemente indicados
como agentes anti-angiogénicos (FRANCISCHETTI et al.,, 2010; DREWES et al.,
2012) e anti-tumoral (KAZIMIROVA et al., 2006; CHUDZINSKI-TAVASSI et al.,
2010; SIMONS et al., 2011; AKAGI et al., 2012).

Quando se trata especificamente do carrapato do cdo pertencente a espécie
Rhi picephalus sanguineus, estudos ja demonstraram que a complexidade bioquimica da
sua saliva sofre modificacdes a medida que o repasto sanguineo progride, isso devido a
necessidade dos ectoparasitas de modular o sistema homeostatico do hospedeiro,

permitindo aos ectoparasitas que sejam biologicamente bem sucedidos. Esta mistura que
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compde a saliva dos carrapatos R. sanguineus pode sofrer variagdes tanto quantitativa
quanto qualitativa quando considerados periodos especificos do seu ciclo glandular
como o inicio do mesmo aos 2 dias de alimentacdo, o meio aos 4 dias e o final aos 6
dias (FURQUIM, 2010; KAZIMIROVA, 2007).

A literatura tem registrado que em estudos anteriores foi encontrada na saliva de
carrapatos da espécie Amblyomma cajennense, 0s quais tem como hospedeiros
preferenciais os cavalos, uma proteina que participaria de processos de coagulagéo e
apresentaria também atividade citotoxica sobre células de linhagens tumorais
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010). Ainda estudos realizados por Kazimirova et al.
(2006) demostraram que diferentes moléculas presentes em extratos de glandulas
salivares de outras espécies de carrapatos teriam capacidade de inibir o crescimento de
células da linhagem HelLa ou por meio da inducdo de apoptose (R. appendiculatus e A.
variegatum), ou devido a sua acgdo anti-proliferativa (Ixodes ricinus, R. appendiculatus,
Dermacentor reticulatus e A. variegatum). Somando-se a isso Simons et al. (2011)
relataram que a saliva bruta de algumas espécies de carrapatos poderia atuar sobre o
controle in vitro de células tumorais, as quais entrariam, devido a exposi¢do, em
processo de morte. E finalmente Poole et al. (2013) relataram o efeito inibidor que a
saliva de carrapatos teria sobre a capacidade migratoria e invasiva de células MDA-
MB- 231.

As informacdes acima expostas vém enfocar os carrapatos sob uma nova
perspectiva onde os mesmos deixariam de ser considerados apenas como organismos
nocivos e, passariam a representar uma importante fonte de bioativos com potencial de
interferir sobre o controle do desenvolvimento de células de linhagens tumorais e
consequentemente sobre o crescimento de tumores (SHAFI et al., 2009, MORRIS;
DOBSON, 2007). No entanto, e sabido que muitos estudos sobre essa tematica ainda
precisam ser desenvolvidos fazendo uso das mais diversificadas ferramentas técnicas
disponiveis.

Assim, diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar 0s
efeitos do extrato de glandulas salivares obtidos a partir de fémeas de carrapatos R.
sanguineus alimentadas por dois dias em coelhos hospedeiros, sobre a morfofisiologia
da musculatura das pernas posteriores de ratas Wistar, previamente inoculadas com

células do tumor de Walker 256, in vivo.
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Material e Métodos
Modelo de Estudo Tumoral in vivo

Para a realizacdo do estudo in vivo foram utilizadas 35 ratas Wistar fémeas com
peso médio entre 4509 a 500g e idade entre 90 e 120 dias, que foram distribuidas nos
seguintes grupos de estudo: a) Controle 1 (GC1) (5 individuos sadios), b) Controle 2
(GC2) (5 individuos com tumor e injetados com tampéo fosfato de sodio pH7,4), c)
Controle 3 (GC3) (5 individuos apenas com tumor), d) Grupo Teste 1 (GT1) (5
individuos com tumor e submetidos a uma injecdo do extrato EGS2 na concentracao de
0,04pg/pL), e) Grupo Teste 2 (GT2) (5 individuos com tumor e submetidos a duas
injecOes do extrato EGS2 na concentragcdo de 0,04ug/uL), f) Grupo Teste 3 (GT3) (5
individuos com tumor e submetidos a uma injecdo do extrato EGS2 na concentracdo de
0,2ug/pL) e g) Grupo Teste 4 (GT4) (5 individuos com tumor e submetidos a duas
injecGes do extrato EGS2 na concentragdo de 0,2ug/pL).

1. Obtencdo e Manutencao das Células do Tumor de Walker 256

As células de tumor de Walker 256 foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes, Supervisora do Laboratério de Nutrigdo e
Cancer do Departamento de Fisiologia IB/UNICAMP/Campinas/SP. Os animais
inoculados com as células foram sacrificados e o tecido tumoral foi fragmentado,
filtrado em gaze e o liquido coletado transferido para tubos Falcon de 50 mL, os quais
foram centrifugados a 4°C, por 10 minutos, a 3000 rpm. Todos os procedimentos foram
realizados a 4°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em solucdo salina a 0,9% obtendo-se dessa forma uma suspenséo celular
concentrada.

Para a contagem das células, realizou-se uma diluicdo de 1:100 em solucédo
salina 0,9%. Na sequéncia, realizou-se a mistura de 200uL da suspensdo diluida com
200uL do corante azul de tripan 1%. A contagem do nimero de células foi realizada sob
microscopio de luz em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada
considerando que as células viaveis seriam as refringentes a luz. O niumero de células da

suspensao de trabalho foi de 1x10" células/mL.
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Apbs a contagem de células, 1 mL da suspensdo de trabalho foi inoculado, via
intraperitoneal, na regido abdominal de trés ratas Wistar adultas para obtencdo de tumor
liquido (ascite). Decorridos aproximadamente 15 dias da inoculacédo, o liquido ascitico

foi coletado do abddmen destas.

2. Implantacéo do Tumor de Walker 256

O modelo de cancer utilizado no presente estudo foi descrito por Brigatte et al.
(2007). Neste modelo os ratos com ascite foram eutanasiados utilizando-se a mistura
das drogas quetamina e xilasina, até que os animais entrassem em ébito. Apos o liquido
ascitico ter sido coletado, este foi colocado em tubo de ensaio contendo EDTA. O
liquido foi diluido na propor¢do de 1:100 em tampéo fosfato de sédio, pH 7,4. Entéo
procedeu-se a contagem de células utilizando-se o corante azul de tripan, conforme
descrito no ftem anterior. A suspensdo inoculada foi de 1x10° células/mL na regido

intraplantar posterior direita (300uL de suspensédo/pata).

3. Obtencao das Glandulas Salivares e do Extrato Glandular EGS2

Para obtencdo das fémeas de carrapatos com 2 dias de alimentacdo utilizou-se
individuos machos e fémeas em jejum, os quais foram obtidos a partir de col6nias de R.
sanguineus mantidas, especialmente para o desenvolvimento deste estudo, em estufa
BOD em condiges controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) em
sala do Biotério do Departamento de Biologia da UNESP de Rio Claro (SP).

As fémeas com 2 dias de alimentacdo oriundas de prévia infestacdo foram
retiradas dos hospedeiros pela regido do hipostdmio com o auxilio de pinga cirirgica
por meio de movimentos circulares. A seguir, esses individuos foram colocados em
placas de Petri para disseccdo contendo solucdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de
NapHPO,, 2,72 g de KH,PO, e 1000 mL de agua destilada), onde procedeu-se a
remocao das glandulas salivares.

As glandulas salivares foram colocadas em tubos eppendorfs contendo 50uL de
tampdo fosfato pH 7.4, onde foram maceradas. Na sequéncia os tubos foram
centrifugados por 30 minutos a 10.000xg e os sobrenadantes recolhidos foram

depositados em eppendorfs previamente esterilizados.
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No interior de capela de fluxo laminar vertical pré-estéril, o extrato foi filtrado
com auxilio de unidades filtrantes estéreis (JBR610303, unidade filtrante descartavel
Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore, MilliUni), de 0,22 um e didmetro de
13 mm, acopladas a seringas hipodérmicas e entdo, encaminhado para a dosagem de
proteinas (método de Bradford).

A seguir, o extrato concentrado foi armazenado em freezer a -20°C até o

momento de uso.

4. Injecao do Extrato de Glandula Salivar EGS2 nas ratas Wistar inoculadas com
células de tumor de Walker 256

Os extratos EGS2 foram diluidos com o tampéo fosfato de sédio, pH 7,4, para se
obter as concentragdes de 0,04ug/uL e de 0,2ug/uL.

O procedimento de injecdo das diferentes concentragfes do extrato EGS2 foi
realizado em local fechado e esterilizado, em sala do Biotério do Departamento de
Biologia do Instituto de Biociéncias da UNESP campus Rio Claro/SP.

A primeira injecdo das diferentes concentragdes do extrato EGS2 ocorreu 15
dias apos a inoculacdo das células tumorais, sendo injetado o extrato na concentracéo
0,04pg/pL nos Grupos Teste 1 (GT1) e 2 (GT2) e na concentragdo de 0,2ug/pL nos
Grupos Teste 3 (GT3) e 4 (GT4).

Nesse mesmo dia foi realizada a Unica injecdo do tampdo fosfato de sddio,
pH7,4 no Grupo Controle 2 (GC2).

A segunda injecdo dos extratos foi realizada 4 dias apds a primeira, somente nos
grupos: Teste 2 (GT2) com o extrato EGS2 na concentracdo de 0,04ug/pL e Teste 4
(GT4) extrato EGS2 na concentracédo de 0,2ug/pL.

No 21° dia apds a inoculacdo das células tumorais e efetuadas as injecbes do
extrato, os animais foram eutanasiados utilizando-se a mistura das drogas quetamina e
xilasina em excesso, até que estes viessem a dbito.

Em seguida em ambiente esterilizado o material muscular foi retirado e

preparado para analise.
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5. Métodos de Anélise

5.1. Microscopia de Luz Convencional

- Técnica da hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE) (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983)

O material biolégico foi fixado com paraformaldeido 4% em microtubos de
plastico de 1,5mL pelo periodo de 24 horas. As amostras foram, em seguida, lavadas
por trés vezes com tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH 7.4. A desidratagdo ocorreu em
série crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada).
Posteriormente, o material foi embebido em resina por 24 horas e incluido em moldes
plasticos contendo resina mais polimerizador até que os blocos endurecessem.

Apds esse processo, 0s blocos foram seccionados em microtomo para obtencéo
de seccbes com 3um de espessura que apo6s, foram recolhidas em laminas de vidro.

As laminas contendo cerca de seis sec¢Oes cada, foram armazenadas em estufa e
posteriormente coradas pela hematoxilina durante sete minutos. Depois de lavadas por
quatro minutos em agua corrente, foram entdo coradas pela eosina aquosa durante cinco
minutos e lavadas em agua corrente novamente. Apos secagem ao ar livre, as ldaminas
foram mergulhadas rapidamente em xilol e, em seguida, cobertas com balsamo do
Canadé e posteriormente cobertas com laminula.

As laminas obtidas foram examinadas e fotografadas em microscopio de luz
Leica DM750.

5.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A fim de se realizar a andlise de rotina em Microscopia Eletrbnica de
Transmissdo, fragmentos musculares foram fixados em glutaraldeido a 2.5% em tampao
cacodilato de sodio 0,1M (pH 7.2), durante 2 horas, a temperatura ambiente. Em
seguida, foram realizadas duas lavagens em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M durante
15 minutos cada e, logo depois, efetuada a pds-fixacdo em solucdo de tetroxido de
6smio (0sO,) a 1% durante duas horas. As amostras, entdo, foram novamente lavadas
durante 15 minutos em tampéo cacodilato de s6dio 0,1M por duas vezes. O material
passou por um banho de alcool etilico 10% durante 15 minutos, e foi contrastado em
solucdo de acetato de uranila a 1%, dissolvido em alcool 10%, por 2 horas, no escuro.

Seguiu-se a desidratacdo em série gradativa de alcool etilico (de 70 a 100%, com
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duragéo de 15 minutos cada) e em acetona pura, com duragéo de 15 minutos. O material
foi embebido em resina+acetona, na proporcéo de 1:1, por 24 horas e incluido em resina
pura. Em seguida foi levado a estufa por 72 horas, a 60°C, para polimerizacao.

Os blocos foram seccionados em ultra micrétomo, e as sec¢des de 80 nm
colocadas em grades de cobre. Posteriormente foram contrastadas em solugdo de acetato
de uranila, durante 45 minutos, lavadas em agua e contrastadas em citrato de chumbo,
por 15 minutos, sendo novamente lavadas em agua e em solucéo de hidroxido de sodio
(NaOH) 0.02M (adaptado de REYNOLDS, 1963).

Apos os procedimentos o material foi analisado e fotografado em Microscopio
Eletrénico de Transmissdo (MET) Philips CM 100 alocado no Laboratorio de
Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia, IB-UNESP, campus de Rio
Claro-SP.

5.3. Exames Clinicos

Para a realizacdo dos exames clinicos, o0 sangue dos animais foi coletado no
momento de seu sacrificio. O mesmo foi devidamente armazenado em tubos
heparinizados e posteriormente enviado para as analises laboratoriais dos seguintes
parametros: quantificacdo de leucdécitos e dos niveis de creatinina.

Os valores obtidos para estes parametros foram submetidos a analise estatistica
por meio da aplicacdo do teste ANOVA com pos teste de Tukey, sendo consideradas
significantes as diferencas com p<0,05.

O presente trabalho foi submetido a apreciacio do Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, SP, tendo sido o

protocolo de nimero 3537 devidamente aprovado.

6. Resultados
6.1. Avaliacdo Microscopica da Acéo in vivo dos Extratos Sobre o Modelo Tumoral
Técnica de Coloracéo pela Hematoxilina-Eosina

Grupo Controle 1

Para efeito de comparacdo dos resultados aqui obtidos, os individuos deste
grupo, ou seja, aqueles que ndo foram inoculados com células tumorais (Fig. 1A, C)

serviram de modelo para a descricdo da organizacdo histoldgica do mdsculo estriado
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esquelético em condi¢bes normais, tomando-se também como base as descri¢bes de
Jungueira (2013).

Histologicamente este tipo de musculo é constituido por células alongadas,
também denominadas de fibras musculares, as quais tem a caracteristica de serem
multinucleadas e ainda de terem seus nucleos localizados perifericamente e com
morfologia achatada (Fig. 1C). No citoplasma destas células é possivel observar
estriacbes tanto no sentido longitudinal como no transversal, onde as primeiras
correspondem a disposicdo das miofibrilas e as segundas a organizacdo dos
miofilamentos grossos e finos, formando os denominados sarcomeros, considerados as
unidades contréateis da fibra muscular (Fig. 1C, F).

Ainda com relacdo a organizacdo histologica desse tipo de musculo, observa-se
que cada célula ou fibra muscular é circundada por tecido conjuntivo frouxo, o qual é
denominado de endomisio. O conjunto destas células forma entdo o feixe muscular o
qual estd revestido externamente pelo perimisio, ou seja, uma camada de tecido
conjuntivo constituido por elastina e colageno, que agrupa as fibras musculares e,
finalmente os feixes agrupados constituirdio o musculo o qual, por sua vez, estd
revestido externamente pelo epimisio, uma camada de tecido conjuntivo que contém
feixes entrelacados de fibra colagena.

Essa mesma descricdo histolégica é encontrada nos musculos das pernas
posteriores direitas dos individuos do grupo Controle 1 aqui estudados, ou seja, aqueles
animais nao submetidos a inoculagdo com células tumorais, e que segue 0 mesmo
padrdo histolégico, uma vez que sdo observadas fibras alongadas e multinucleadas,
apresentando estriacfes tanto transversais como longitudinais (Fig. 1C). Entre as fibras
musculares pode-se ainda observar a presenca de tecido conjuntivo. Os nucleos aqui
presentes também s&o fusiformes e estdo dispostos na periferia das fibras (Fig. 1C).

Confirmando os resultados obtidos na histologia, pode-se observar na figura 1F
a organizacdo do musculo estriado esquelético no nivel da microscopia eletrénica onde
os sarcébmeros ficam evidenciados, principalmente pela presenca de estriacdes
transversais (arranjo dos miofilamentos finos e grossos). Além disso, nucleos achatados

e periféricos mostram a cromatina descondensada.
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Grupo Controle 2

Os individuos desse grupo foram submetidos a inoculacdo de células da
linhagem tumoral de Walker 256 + tampdo fosfato de sodio, pH 7,4 (Fig. 1B). No tecido
muscular da perna posterior observa-se uma grande invasdo de células que
histologicamente se caracterizam por apresentar hipertrofia, contornos irregulares,
pleomorfismo (variacdo no tamanho e na forma) e por conter mais de um ndcleo, os
quais, por sua vez, apresentam formas irregulares e, especificamente a presenca de
cromatina condensada (Fig. 1D). Essas células tumorais preenchem praticamente todo o
espaco antes ocupado pelo tecido conjuntivo interfibras musculares, deixando as
mesmas indistinguiveis nas secgdes histologicas, caracterizando assim uma total
desorganizacdo desse tecido (Fig. 1D). No nivel ultra estrutural € possivel observar a
morfologia dessas células tumorais, chamando-se a atencdo principalmente para a
relacdo nucleo/citoplasma das mesmas (Fig. 1G). Provavelmente o PBS injetado
também tenha provocado alteragdes na matriz extracelular, edemaciando o tecido, como
pode ser observado na figura 1D.

De forma geral, apds a realizacdo desses procedimentos observa-se que o tecido
muscular apresenta total desorganizacgdo histoldgica, bem como mostra a presenca de
massas eosinofilicas, resultado da grande quantidade de células tumorais ai presentes, as
quais ja tiveram suas caracteristicas morfologicas anteriormente descritas (Fig. 1D).
Destaque-se ainda nesse grupo a observacao histologica (confirmada pela microscopia
eletronica) de células tumorais com nuacleos irregulares, fortemente corados e aqueles
em processo de marginalizacdo cromatinica (Fig. 1G). A microscopia eletrdnica mostra
também a presenca de nucleos em processo de fragmentacdo, bem como corpos

apoptoticos (Fig. 1G).

Grupo Controle 3

Os resultados obtidos dos individuos deste grupo de estudo, os quais foram
submetidos apenas a inoculacdo com células da linhagem tumoral de Walker 256,
mostram uma histologia intermediéria entre aquelas observadas nos individuos dos
grupos Controle 1 e 2, ou seja, existe uma grande invasao de células tumorais no tecido
muscular, principalmente na matriz extracelular, o que vem provocar uma extensa

desorganizacdo do tecido (Fig. 1E). No entanto, embora essa desorganizacdo seja
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bastante evidente ainda é possivel se observar a presenca das fibras musculares, situacdo
essa contraria aquela observada no grupo Controle 2.

Nas regides intercelulares observa-se a presenca de celulas com caracteristicas
pleomorficas, nicleos picnoticos e formato irregular (Fig. 1H). Nessas mesmas regides
no nivel da microscopia eletrdnica, observa-se nitidamente que as fibras colagenas além
de se desarranjarem, parecem ainda terem sofrido fragmentacdo, descaracterizando
dessa forma o aspecto tipico da matriz intercelular observada no masculo estriado (Fig.
1H).

Além disso, ja ndo é possivel visualizar nas secc¢Bes histologicas as tipicas
estriacOes transversais das fibras musculares, indicando que as mesmas também se

desorganizam em funcéo da invasao neoplasica (Fig. 1E).

Grupo Teste 1

Os individuos desse grupo, além da inoculagdo com células tumorais da
linhagem de Walker 256 foram também submetidos a uma injecdo do extrato EGS2 na
concentracdo de 0,04ug/uL (Fig. 2). Os resultados mostram que as fibras embora ainda
histologicamente desorganizadas apresentam certa integridade, uma vez que pode-se
observar, ao contrario da situacdo anterior, que as mesmas encontram-se dispostas
paralelamente entre si, com seus nucleos localizados perifericamente e, ainda com a
presenca das estriacdes transversais (Fig. 3A-D). No grupo anteriormente descrito, ou
seja, Controle 3, além da desorganizacdo histoldgica as proprias fibras musculares se
desorganizam interiormente, fato comprovado pela auséncia de estriagdes transversais,
bem como, pela presenca de nucleos picnéticos e, em alguns casos, nucleos em processo
de fragmentacdo (Fig. 1E, H).

Um detalhe bastante observado nesse grupo de estudo é a presenca de células
que estdo em processo de degranulacdo (Fig. 3C, D), muito provavelmente, devido a
presenca do elemento téxico no musculo. Essa degranulacdo é bastante semelhante
aquela que ocorre com 0s mastocitos nos processos de reacdo de hipersensibilidade
imediata.

Observacdes realizadas no nivel de microscopia eletrénica mostram que muito
embora a frequéncia de invasdo de células tumorais tenha sido reduzida isso ndo evitou

que as fibras musculares fossem danificadas (Fig. 3E-H). Nesse sentido os danos estdo
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relacionados principalmente ao desalinhamento dos sarcémeros (Fig. 3E, F), alterando a
morfofisiologia do tecido como um todo. Além das fibras, os nucleos também sofrem
alteracdes tais como marginalizacdo cromatinica e muito provavelmente inicio de

fragmentacéo (Fig. 3F-H).

Grupo Teste 2

Nesta situacdo os individuos foram submetidos a inoculagéo de células tumorais,
bem como a duas injecdes do extrato EGS2 também na concentracdo de 0,04ug/uL
(Fig. 2). A histologia do masculo desses individuos mostra também uma aparente
desorganizacdo das fibras musculares, as quais podem ser observadas paralelas umas as
outras, com nucleos periféricos, fusiformes e distintos (Fig. 4A-D). Porém, ao contrario
da situacdo anterior, nesse caso a presenca de estriacGes transversais € rara e pode-se
observar que aquelas longitudinais, que caracterizam a disposi¢cdo paralela das
miofibrilas, apresentam severas alteragbes, uma vez que parecem estar separadas umas
das outras por um espaco (ndo corado pela técnica aplicada) e, com consequente
formacdo de estruturas semelhantes a vacuolos (Fig. 4C-D). Ainda com menor
frequiéncia do que nos individuos do grupo anteriormente descrito (Fig. 3A-D), verifica-
se que existe menor intensidade de células em processo de degranulacao localizadas por
entre 0s espacos da matriz extracelular (Fig. 4D).

Nestes individuos pode-se também observar que as areas invadidas pelas células
neoplasicas sdo menos frequentes (Fig. 4A, C-D) do que aquelas observadas no Grupo
Teste 1. Nestas &reas as massas eosinofilicas persistem e fica impossibilitada a
observacao dos limites celulares, ficando apenas evidentes os ndcleos irregulares e em
processo de fragmentacao (Fig. 4C).

Muito embora haja redugdo da invasdo neoplasica, a andlise ultra estrutural
mostra a ocorréncia de severos danos nas fibras e na matriz intercelular. Esses danos
podem ser traduzidos como: surgimento de extensas areas de degradacao citoplasmatica
(Fig. 4E), presenca de fragmentos de sarcémeros resultantes do desalinhamento e
fragmentacdo dos mesmos (Fig. 4F). Ainda em relacdo as alteracGes, as fibras
apresentam a sua membrana totalmente desorganizada, bem como o citoplasma
preenchido por vesiculas de micropinocitose (Fig. 4G, H), ou seja, contendo porcdes do

fluido extra celular que foram englobadas e trazidas para o meio intracelular. Além
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disso, observa-se entre as vesiculas material com aspecto granular e eletrondenso (Fig.
4E, H).

Grupo Teste 3

Neste grupo os individuos foram submetidos a inoculacdo de células tumorais e
a uma injecdo do extrato EGS2 na concentracdo de 0,2ug/uL (Fig. 2). A histologia do
tecido muscular desses individuos mostra que mesmo na presenca do extrato existe uma
grande invasdo de células tumorais por entre as fibras musculares (Fig. 3I-K)
confirmada também pelas analises ultraestruturais (Fig. 3L, M). No entanto, as mesmas
ainda conseguem manter a disposicdo paralela entre si (Fig. 3l, J). As estriacOes
transversais e longitudinais ndo podem ser observadas (Fig. 3J) e os nucleos das fibras
musculares apresentam-se com a cromatina condensada (Fig. 3l, J). Além disso, em
algumas regides 0s mesmos parecem estar sofrendo fragmentacao (Fig. 3K).

As células neoplésicas sdo observadas com maior frequéncia que nos Grupos
Teste anteriormente descritos e ocorrem na regido da matriz intercelular (Fig. 3L, M).
Aqui também observa-se a formagdo de uma massa eosinofilica onde as células estdo
pleomorficas e com nucleos picnoéticos, marginalizagdo cromatinica e ainda em
fragmentacédo (Fig. 3K). Ultraestruturalmente é possivel observar a total desorganizagéo
da matriz intercelular, onde em meio as fibras colagenas fragmentadas (Fig. 3N) pode-
se observar a presenca de fragmentos nucleares muito eletrondensos (Fig. 3L, M).

Nesse grupo também pode-se observar a presenca de granulos distribuidos pela
matriz intercelular, provavelmente resultado da degranulacdo de outras células (Fig.
3K).

Grupo Teste 4

Os individuos deste grupo foram inoculados com as ceélulas tumorais e
submetidos a duas injecdes do extrato EGS2 na concentracdo de 0,2ug/pL (Fig. 2). Os
resultados histologicos mostram de forma geral um tecido muscular completamente
invadido pelas células tumorais (matriz intercelular) o que provoca uma desorganizacao
das fibras (Fig. 41, J), histologia esta semelhante aquela observada nos individuos que
tiveram a inoculacdo de células tumorais mas ndo foram submetidos as injeces de

extratos. As fibras musculares ndo apresentam o arranjo tipico, ou seja, ndo sdo
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observadas as estriacdes transversais (Fig. 4J), além do que a histologia sugere que as
mesmas tem sua membrana (endomisio) também alterada, no sentido de que em
algumas regides pode-se notar um descolamento desta do citoplasma periférico (Fig. 4J)
(resultado corroborado pela ultraestrutura) (Fig. 4M).

A histologia desses individuos também mostra que 0s nucleos 0s quais deveriam
estar arranjados perifericamente agora parecem mudar sua localizacdo em fungédo da
propria desorganizacdo sofrida pelas fibras (Fig. 4J). Cabe ressaltar que muitos deles
estdo com picnose acentuada, porém alguns parecem estar com a cromatina dispersa
(Fig. 4J). Observa-se que as areas neoplasicas sdo mais frequentes (Fig. 4I-L) em
comparacdo aquelas dos individuos do Teste 3. Nesta massa neoplasica também sao
observadas ceélulas com caracteristicas de mastdcitos, as quais estdo sofrendo
degranulacao (Fig. 4K).

Na matriz intercelular também é possivel observar a presenca de estruturas que
lembram pequenos filamentos (curtos e bastante eosinofilicos) distribuidos por entre as

células tumorais, provavelmente fibras colagenas (Fig. 4L).

6.2. Andlise Estatistica dos Parametros Sanguineos das Ratas

Os resultados referentes a analise clinica do sangue das ratas aqui estudadas
mostram que com relacdo ao parametro nivel de creatinina, ha um aumento significativo
(1,15+0,07) nas ratas submetidas a uma e a duas injecdes do extrato na concentracdo de
0,04 ug/uL quando comparadas aquelas submetidas a uma e duas inje¢fes do extrato na
concentracdo de 0,2 ug/uL (0,45 e 0,55 respectivamente +0,071) com p<0,01(Tabela 1;
Fig. 5).

Os resultados referentes a quantificacdo dos leucdcitos mostram que em todas as
ratas inoculadas com as células tumorais (12699,5; 7699,5; 6299,5; 21699,5; 26599,5
+0,7) quando comparadas aquelas sadias (5899,5+0,7), observa-se aumento
significativo do nimero total de leucdécitos e, naquelas inoculadas e submetidas a uma
(21699,5+0,7) e duas (26599,5+0,7) injecdes de extrato na concentracdo de 0,2 ug/uL
h& aumento significativo quando faz-se a comparacdo com aquelas que foram apenas
inoculadas (12699,5+0,7) com p<0,01 (Tabela 1; Fig. 6).
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Figural

A. Fotografia mostrando pata posterior de rato ndo inoculado com células de tumor de
Walker 256 (sadio).

C. Histologia da musculatura da perna posterior de rato saudavel mostrando as fibras
musculares (mf) com nuicleos (n) localizados perifericamente. Coloragédo HE.

F. Micrografia eletrénica de fibras musculares da perna posterior de ratos sadios
mostrando a organizacdo dos sarcOmeros (sar) 0s quais estdo interpostos por

mitocondrias (m).

B. Fotografia mostrando pata posterior de rato inoculado com células de tumor de
Walker 256 (Wtc).

D. e E. Histologia da musculatura de pernas posteriores de ratos inoculados com células
tumorais (Wtc). Em D foram inoculadas células de tumor de Walker 256 (Wtc) + PBS
(C2). Verifica-se que as fibras musculares ndo sdo visualizadas com facilidade devido
ao edema instalado no tecido. Em E (C3) ainda é possivel observar-se as fibras

musculares (mf) em meio ao tumor instalado. D. e E. Coloragéo HE.

G. Detalhe ultraestrutural de células tumorais invadindo o tecido muscular onde séo
observados ndcleos (n) com cromatina marginalizada (ch), além da presenca de corpos
apoptaticos (ab) espalhados pelo tecido muscular.

E. Histologia da musculatura de pernas de ratos inoculadas com células tumorais (Wtc)
onde ainda é possivel observar-se a preenca de fibras musculares (mf).

H. Micrografia eletrdnica mostrando a presenca de fibras colagenas (cf) desorganizadas
na matriz do tecido muscular inoculado. Detalhe de ndcleo (n) de uma célula tumoral

com regiBes onde ha condensacdo da cromatina.

Barra: C, D= 25 pum; E= 100 um; F= 0,5 pm; G, H= 2,5 um
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Figura 2

A.C.D. Esquemas ilustrativos mostrando: A. Localizacdo da glandula salivar (sg) no
carrapato. C e D. Injecdo dos extratos de dois dias (SGE2) nas concentracdes 0,04 e 0,2
Hg/uL.

B. Montagem total da glandula salivar (sg) corada pela técnica de fosfatase acida, onde

pode ser observada a organizagdo em &cinos arredondados.
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Figura 3

A-D e I-K. Histologia da musculatura de ratos inoculados e tratados com extratos de
glandulas salivares onde: A-D. sec¢Bes de musculo inoculado com células tumorais
(Wtc) e tratado com uma injecdo extrato na concentracdo de 0,04 pg/uL (T1). Podem
ser observadas as fibras musculares (mf) com seus nucleos. dt= granulacdo espalhada
pela matriz do tecido muscular. ts= presenca de estriagcdes transversais. 1-J. SeccOes de
musculo inoculado com células tumorais (Wtc) e tratado com uma injecédo de extrato na
concentracdo de 0,2 pg/uL (T3). mf= fibra muscular, n=nucleo, Wtc= células de tumor
de Walker, dt= degranulacdo celular na matriz do tecido muscular, fn= ndcleos

fragmentados. Coloracéo HE.

E-H e L-N. Ultraestrutura mostrando detalhes da histologia onde: E-H seccdes de
masculo inoculado com células tumorais (Wtc) e tratado com uma injecdo extrato na
concentracdo de 0,04 pg/uL (T1) n=ndcleo, mis= restos de sarcomeros espalhados pela
matriz intercelular, mf= fibra muscular, seta= nucleo da fibra muscular com cromatina
marginalizada, circulo pontilhado em H mostrando nudcleo em processo de
fragmentacdo. L-N. Sec¢des de musculo inoculado com células tumorais (Wtc) e
tratado com uma injecdo extrato na concentracdo de 0,2 pg/puL (T3), fn= ndcleos
fragmentados, circulo pontilhado em N mostrando presenca de fibras colagenas

desarranjadas na matriz do tecido muscular.

Barra: A=50 um; B, J=25 um; C, D, K= 10 pm; E=5 pum; F, G=2,5um; H, L, M, N=
1 pm; 1=100 pm
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Figura 4.

A-D e I-L. Histologia da musculatura de ratos inoculados (Wtc) e tratados com extratos
de glandulas salivares onde: A-D. sec¢des de masculo inoculado com células tumorais
(Wtc) e tratado com duas inje¢cdes do extrato na concentracdo de 0,04 pg/uL (T2).
Podem ser observadas as fibras musculares (mf) com seus nucleos (n). dt= granulacéo
espalhada pela matriz do tecido muscular. mfd= miofilamentos desorganizados nas
fibras musculares, dt= degranulagéo celular na matriz do tecido muscular. I-L. Sec¢des
de musculo inoculado com células tumorais (Wtc) e tratado com duas injecbes do
extrato na concentragdo de 0,2 pug/pL (T4). mf= fibra muscular, n=nucleo, tc= células
tumorais, dt= célula em processo de degranulacdo na matriz do tecido muscular, cf=
fibras colagenas desorganizadas na matriz do tecido muscular, cl= limite celular.

Coloragéo HE.

E-H e M. Ultraestrutura mostrando detalhes da histologia onde: E-H. seccbes de
musculo inoculado com células tumorais (Wtc) e tratado com duas injecdes extrato na
concentracdo de 0,04 pg/pL (T2). Em E no circulo pontilhado observar a presenca de
grande regido vacuolizada no citoplasma da fibra muscular. Em F (mis) observar a
presenca de restos de sarcOmeros, resultantes da desorganizacdo do tecido muscular.
Circulos pontilhados em G e H observar a presenca de grande quantidade de
microvesiculas de pinocitose (mpv), pm= membrana plasmatica. Em M seccdo de
masculo inoculado com células tumorais (Wtc) e tratado com duas inje¢es do extrato
na concentracdo de 0,2 pg/pL (T4), observar a desorganizacdo da membrana plasmatica

mostrando regides rompidas (seta pm).

Barra: A, I=100 um; B, J= 25 um; C, D, K, L= 10 pm; E, H, M= 0,5 um; F= 250 nm;
G=2,5um
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Figura 5. Grafico mostrando a variagdo média nos niveis de creatinina dos individuos

dos diferentes grupos de estudo.
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Figura 6. Gréafico mostrando a variagdo média na quantidade de leucdcitos nos

individuos dos diferentes grupos de estudo.
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7. Discusséo

A busca por substancias que tenham acéo inibidora sobre o desenvolvimento das
células tumorais em geral, tem sido uma constante, visto terem essas células
caracteristicas morfofisioldgicas que as tornam especiais e de dificil controle. Por outro
lado, some-se a isso a escassez de informagdes disponiveis na literatura com relacéo as
inimeras diferencas encontradas nas secrecdes salivares produzidas pelos diversos
géneros e espécies de carrapatos. Reforcando essas informacdes o estudo in vitro
anteriormente desenvolvido por Furquim et al. (informacdo pessoal) utilizando como
modelo linhagens tumorais DH82 e HL-60 demonstrou que extratos glandulares de
fémeas de R. sanguineus comprometeram tanto a viabilidade das células tumorais por
meio da inducdo da apoptose, quanto a proliferacdo das mesmas, reduzindo essa taxa.
Assim estes dados foram fatores determinantes e estimuladores para o desenvolvimento
deste trabalho o qual teve como principal foco demonstrar o potencial de agdo do
extrato de glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
alimentadas por dois dias em coelhos hospedeiros sobre tumor de Walker 256,
inoculado in vivo nas pernas posteriores direitas de ratas Wistar.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a invasdo das
células tumorais via inoculacdo foi bastante agressiva e em questdo de dois dias, devido
a alta taxa de proliferacdo das mesmas, ocuparam praticamente todo o espaco
intercelular ou interfibrilar (as células musculares sdo também denominadas de fibras
musculares uma vez que s&o muito mais longas do que largas) da musculatura alvo.
Essa ocupagdo provocou no musculo grandes alteracbes morfoldgicas tais como a
desorganizacdo tanto do tecido quanto das préprias fibras musculares, o que certamente
trouxe prejuizos para a fisiologia deste masculo. Ficou evidente que as proprias fibras
musculares perderam sua caracteristica morfoldgica tipica, ou seja, a sequencia repetida
de bandas uniformes ao longo do comprimento das células (GARTNER et al, 2014), o
que da origem as estriacbes tanto transversal (arranjo dos sarcOmeros) quanto
longitudinal (disposicdo dos filamentos contrateis), ja exaustivamente descritas na
literatura (JUNQUEIRA et al, 2013).

A invasdo das células tumorais no tecido muscular promoveu o surgimento de
massas eosinofilicas, as quais empurraram e deslocaram as fibras musculares do seu

local de origem. Como os movimentos de contracdo e de relaxamento dos musculos
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devem ser sincronizados e uma vez que o tecido muscular assim funciona, essa
desorganizacdo certamente impossibilitara a dindmica da fisiologia muscular de ocorrer
com precisao.

Os ensaios realizados neste trabalho produziram respostas diferentes segundo as
concentracOes dos extratos utilizados que foram: 0,2 e 0,04pg/pL e ainda, segundo o
numero de injeces (uma ou duas) aplicadas nos animais modelo. Os resultados obtidos
mostraram que aqueles animais submetidos a apenas uma injecdo do extrato na
concentracdo de 0,04ug/uL tiveram a taxa de invasdo de células tumorais reduzida,
visto que os espagos interfibrilares abrigaram massas eosinofilicas menores e com rara
frequéncia, além da presenca de células de defesa (leucdcitos de forma geral), e de
mastocitos em atividade (degranulando). A presenca de mastdcitos em atividade em
tecidos invadidos por células tumorais, segundo Jonas et al (2000) e Junqgueira et al
(2013) poderia ser indicativo de que esse processo quando em exsudatos inflamatorios
mediaria as respostas celulares e vasculares do tecido e nos diferentes microambientes
teriam efeitos tanto promotor quanto inibidor nos tumores (OLIVEIRA-NETO et al,
2007). Além disso, os mastdcitos, segundo outros autores estariam intimamente
associados a progressdo tumoral via promog¢éo de angiogénese (ELPEK, 2001).

De forma geral o resultado obtido com essa concentracdo de extrato foi muito
semelhante aquele encontrado no grupo controle 1 (ratas sadias). Por outro lado, aqueles
animais que foram submetidos a duas injecdes do extrato nesta mesma concentracdo
apresentaram além de maior presenca de células tumorais também clara desorganizagdo
das fibras musculares (que puderam ser observadas ja no nivel de microscopia de luz)
representadas por: a) auséncia ou pouca presenca de estriagdes transversais,
significando que os sarcomeros se desalinharam e b) presenca de espacos
intermiofibrilares, o que certamente comprometeu a fisiologia do tecido muscular.

Em relagdo aos resultados obtidos para a concentragdo de 0,2ug/pL
(independente do ndmero de injecbes do extrato) verificou-se que em ambas as
situacBes houve grandes alteracdes morfofisiologicas no tecido muscular, uma vez que
observou-se: a) intensa invasdo de células tumorais na matriz intercelular, b) extensa
desorganizacdo das fibras musculares. Ressalte-se que embora nos dois ensaios tenham

sido detectados prejuizos ao tecido, naquele onde os animais foram submetidos a duas
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injecbes do extrato, as areas de invasdo de células tumorais foram muito maiores,
mostrando que o extrato ndo foi capaz de conte-las.

Dessa forma, os resultados aqui obtidos sinalizaram que, embora tenham sido
detectados “danos colaterais”, a inje¢do de diferentes concentragdes de extratos de
glandulas salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus alimentadas por dois dias em
coelhos hospedeiros, promoveu a reducdo da invasdo de células da linhagem Walker
256 em bioensaios realizados na musculatura de ratas Wistar in vivo, representando uma
possivel estratégia para controlar o crescimento desordenado de células tumorais.

Ficou claro que a injecdo Unica da menor concentragdo do extrato foi mais
efetiva na contencdo da invasdo tumoral, bem como causou menores “danos colaterais”
ao tecido muscular, objeto deste estudo.

Paralelamente aos bioensaios morfohistoldgicos, no presente trabalho também
foram clinicamente avaliados 0s parametros sanguineos dos animais: nivel de creatinina
e quantificacdo dos leucdcitos. O primeiro foi realizado uma vez que existe uma relagdo
direta entre o nivel de creatina quinase (enzima responsavel pela degradacdo da
creatinina) e as lesdes musculares (Jonas et al., 2000; Kopp et al., 2004; Neto et al.,
2008; Horjus et al., 2011) e o segundo pelo envolvimento dos mesmos na inibicédo das
células tumorais (comportamento de defesa).

Os resultados obtidos revelaram que em relacdo ao parametro creatinina, seu
nivel encontra-se aumentado nas ratas submetidas a uma e a duas injecdes do extrato na
concentracdo de 0,04pg/pL quando comparadas com as ratas submetidas a uma e duas
injecOes do extrato na concentracdo de 0,2ug/uL, sugerindo que nos primeiros a injecéo
do extrato contribuiu para a manutencdo da integridade do tecido muscular. Nessa
direcdo essa hipdtese encontra suporte no fato de que ndo existe diferenca estatistica
significativa no parametro em questdo ao Se comparar 0s resultados das ratas
submetidas as injecdes de 0,04ug/uL aos daquelas apenas inoculadas com as células
tumorais, demonstrando que o extrato nao afetou a morfologia muscular.

Quanto ao pardmetro aumento/diminuicdo do numero de leucdcitos, 0s
resultados obtidos mostraram que: a) em todas as ratas inoculadas com células tumorais
houve aumento significativo do ndmero total de leucdcitos, uma vez que as células
tumorais agiram como antigeno estimulando a resposta de defesa. Naquelas inoculadas

e submetidas as injecGes (uma e duas) de extrato na concentracdo de 0,2ug/pL houve
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aumento significativo de leucécito quando comparou-se com aquelas apenas inoculadas
e ndo expostas ao extrato, resultado este que pode ser explicado pelo fato de que além
das células tumorais o proprio extrato nesta concentragdo agiu como potencializador da
resposta de defesa. Ao contrario, aquelas ratas inoculadas e submetidas as inje¢des (uma
e duas) de extrato na concentracdo de 0,04ug/pL apresentaram reducdo significativa no
numero total de leucdcitos quando comparadas as ratas apenas inoculadas e as
inoculadas e injetadas com extrato na concentragdo de 0,2ug/pL. Esses resultados
reforcaram que o extrato na concentracdo de 0,04pg/uL além de agir com maior
efetividade na inibigdo das células tumorais, ndo atuou como agente estressor, visto o
namero de leucdcitos ter sido menor.

Desta forma, os dados obtidos no presente trabalho por meio da realizacdo de
ensaios in vivo, fazendo uso de células do tumor de Walker 256 e exposicdo das mesmas
a diferentes concentragdes de extratos obtidos de glandulas salivares de fémeas de R.
sanguineus com dois dias de alimentacdo, sinalizaram que moléculas produzidas pelas
glandulas salivares desta espécie de carrapatos teriam capacidade de inibir o
crescimento tumoral, além de minimizar os danos colaterais ao organismo. Ressalte-se
aqui que estudos realizados em modelos in vivo, ao contrario daqueles realizados in
vitro apresentam a variavel resposta fisologica do organismo quando submetido a
exposicdo a agentes estressores (no caso células tumorais e extrato de glandula salivar)
e, ainda que a saliva dos carrapatos em geral é considerada um reservatorio de bioativos

moduladores do sistema imune-inflamatorio.
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5. Considerac0es Finais

- Os extratos glandulares mostraram potencial em comprometer a viabilidade das
células DH82 e HL-60, induzindo o processo de apoptose e reduzindo a proliferacdo das
mesmas, eventos que variaram em funcdo: a) do extrato (EGS2), b) das concentracgdes e

c¢) do modelo tumoral utilizados.

- O potencial antitumoral do extrato EGS2 obtido a partir de glandulas salivares
de fémeas de R. sanguineus com 2 dias de alimentacdo: 1) afetou negativamente tanto a
viabilidade quanto a proliferacdo das células tumorais e na concentracdo de 0,2ug/mL
induziu a ocorrencia de apoptose nas células DH82. Na concentracdo de 0,5ug/mL
inibiu a proliferacdo destas; estas duas concentra¢@es estdo envolvidas na indugdo da
apoptose nas células HL-60, tendo sido a de 0,5ug/mL a mais potente. 2) induziu as
células DH82 a entrarem em apoptose mais precocemente do que as HL-60.

- O extrato glandular EGS2 é um forte candidato na inibicdo das células das
linhagens tumorais DH82 e HL-60.

- O extrato glandular EGS2 tem capacidade de inibir o crescimento tumoral,
além de minimizar os “danos colaterais” ao organismo. Ressalte-se aqui que em estudos
in vivo, existe variavel resposta fisoldgica do organismo quando submetido a exposi¢do

a agentes estressores (no caso células tumorais e extrato de glandula salivar).
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