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RESUMO

Os carrapatos, ectoparasitas hematofagos, produzem uma saliva em cuja
composicdo encontram-se moléculas capazes de modular o sistema imune-
inflamatorio e hemostatico do hospedeiro. No presente estudo, foi realizada a
caracterizacdo do extrato de glandulas salivares de fémeas do carrapato
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) alimentadas por quatro dias em
coelhos hospedeiros, por meio de espectrometria de massas (LCMS—IT-TOF)
pela estratégia de Shotgun, que identificou 14 proteinas, com as mais diversas
funcdes como componentes estruturais de junc¢des celulares, do citoesqueleto,
do nucleossomo, além de proteinas com ac¢des anticoagulante e anti-inflamatéria
corroborando os dados presentes na literatura. Neste trabalho buscou-se, ainda,
analisar o potencial antitumoral desse extrato em células das linhagens tumorais
SK-HEP-1 e HEP-G2, por meio de ensaios de MTT; andlise, por técnicas de
Microscopia de Confocal de Varredura a Laser, do nucleo e citoesqueleto; e
andlise do padrdo de transcricdo de mRNAs envolvidos nos eventos ou
mecanismos de morte celular por apoptose, incluindo os produtos dos genes
Bax, Bcl-2, Caspases 3 e 9, Fas e Interleucina 1 a. Os resultados obtidos
mostraram que o extrato na concentracao de 50 pg/mL inibiu significativamente
a proliferacéo celular das duas linhagens testadas. Pela analise dos nucleos e
filamentos de actina das células expostas, ndo foram verificadas caracteristicas
morfolégicas que indicassem processos de morte celular por apoptose. J4 a
analise do padrédo de transcricdo de mRNAs envolvidos nos mecanismos de
morte celular por apoptose, evidenciou a expressao significativa de alguns genes
anti e pré-apotoéticos nas células tratadas quando comparadas as do grupo
controle, sugerindo que a acdo do extrato pode causar o desbalanco na
homeostase celular, que pode desencadear processos de morte celular por
apoptose, corroborando os dados apresentados na literatura.

Palavras-chave: Acaro; Neoplasia; Ixodideos; Morfologia; mRNA



ABSTRACT

Ticks, hematophagous ectoparasites produces saliva that presents molecules
capable of modulating the immune-inflammatory and hemostatic system of the
host. The present study was performed to characterize the salivary gland extract
of female Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) fed for four days in rabbits
by mass spectrometry (LCMS-IT-TOF) by shotgun strategy, which identified 14
proteins with diverse functions: as structural components of cell junctions,
cytoskeleton, the nucleosome, and protein with anticoagulant and anti-
inflammatory actions corroborating data in the literature. In this study, we
attempted to also examine the antitumor potential of this extract on tumor cell
lines SK HEP-1 and HEP-G2, by MTT assay; analysis by Laser Scanning
Confocal Microscopy techniques, and pattern analysis of mRNA transcription
involved in cell death by apoptosis, including the products of genes Bax, Bcl-2,
Caspases 3 and 9 Fas and Interleukin-1 a. The results showed that the extract
obtained in concentration of 50 pg/ml significantly inhibited the proliferation of
both cell lines tested. In the analysis of cores and actin filaments, of the treated
cells were not observed morphological characteristics that indicate cell death
processes by apoptosis. The analysis of the pattern of transcription of mMRNAs
involved in mechanisms of cell death by apoptosis, showed a significant
expression of some apoptotic genes, in treated cells compared to the control
group, suggesting that the action of the extract can cause an unbalance
homeostasis in the cell, which can trigger processes of cell death by apoptosis,
confirming the data presented in the literature.

Keywords: Mite; Neoplasia; Ixodidae; Morphology; mRNA
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Carrapatos

Os carrapatos sao artrépodes ectoparasitas que apresentam reducdo da
segmentagdo do corpo, tendo cabeca, térax e abdome fundidos (STORER,;
USINGER, 2000). Muitas espécies podem viver por longos periodos sem se
alimentar e, ainda, sdo animais resistentes a dessecacdo por possuirem o
tegumento recoberto por cera (WALKER, 1994; RUPPERT et al., 2005).

Esses animais sdo classificados em trés familias: Ixodidae, Argasidae e
Nutalliellidae (ANDERSON, 2002; NAVA, 2009). O corpo dos individuos
pertencentes aos Ixodidae é recoberto por uma grande placa quitinosa dorsal
denominada escudo, que pode ter sua superficie ornamentada por manchas,
depressbes e desenhos (REY, 1973), e € onde se encontram as pecas bucais
localizadas na regido frontal, enquanto que, naqueles Argasidae essa placa dura
esta ausente e as pecas bucais localizam-se ventralmente (WALKER, 1994;
WALL; SHEARER, 1997). J4 a familia Nuttalliellidae abriga apenas a espécie
Nuttalliella namaqua, que apresenta uma combinacdo de caracteristicas das
duas outras familias, como a presenca de integumento corrugado e pequena
placa na regiao dorsal anterior, entre outras (SAUER et al., 2000; ANDERSON,;
MAGNARELLI, 2008).

Dentre os artrOpodes, os carrapatos constituem um grupo de consideravel
importancia médico-veterinaria, uma vez que, provocam lesdes no hospedeiro,
seja no processo de repasto sanguineo ou devido a transmissdo de agentes

patogénicos. Sdo hematéfagos e vetores de arboviroses, rickettsioses,
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espiroquetoses e protozoarios tanto para o homem quanto para 0S animais
domeésticos ou silvestres (KAUFMAN, 1989, SONENSHINE, 1991; DANTAS-
TORRES, 2010). Esse parasitismo compromete todo o desenvolvimento do
hospedeiro pela espoliacdo direta causada pelo hematofagismo, que permite,
ainda, a entrada de organismos responsaveis por infeccdes secundarias, como
miiases cutaneas, fatores estes que influenciam negativamente no
desenvolvimento do hospedeiro e refletem até mesmo na comercializacdo de
seus produtos como a carne, o couro e o leite no caso dos bovinos (WALL;
SHEARER, 1997).

Segundo Harwood e James (1979), o sucesso dos carrapatos como
vetores de microrganismos deve-se as caracteristicas biolégicas que estes
apresentam, dentre as quais destacam-se: hematofagismo em todas as fases do
desenvolvimento; fixacdo profunda nos hospedeiros, o que dificulta sua
remocao; ingurgitamento lento, havendo tempo para inoculacéo de patdégenos;
adaptacdo a diferentes espécies de hospedeiros; resisténcia a adversidade
climética devido a grande esclerotizacdo e também longevidade nos ambientes,
propiciando tempo para multiplicacdo dos patégenos.

Um exemplo de carrapato ixodideo é o da espécie Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) (Fig. 1), distribuido em todos os continentes do
planeta, parasitando principalmente o cdo doméstico. Embora tenha se originado
na regido Afrotropical, sua distribuicdo se deve as migracdes humanas pelo

mundo, carregando consigo o cao (WALKER et al., 2000).
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FIGURA 1. Estagios imaturos e adultos de Rhipicephalus sanguineus. A:
larva (montado em meio Hoyer; barra = 400 um). B: ninfa (montado em meio
Hoyer; barra = 0,5 mm). C: fémea adulta (barra = 1mm). D: macho adulto (barra

= 1 mm) (DANTAS-TORRES, 2010).
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O R. sanguineus apresenta trés estagios parasitarios dentro de seu ciclo
de vida: larva, ninfa e adulto, sendo esta ultima a anica com dimorfismo sexual.
Cada estagio parasita o hospedeiro por alguns dias (3 a 7 para larvas e ninfas,
5 a 10 para fémeas adultas e mais de 15 para machos adultos), periodo este que
€ guando se alimenta principalmente de sangue, mas também de linfa e de
restos tissulares da epiderme e/ou da derme lisada via diversas enzimas
proteoliticas secretadas na sua saliva (LABRUNA, 2004; ANDERSON;
MAGNARELLI, 2008). No final do periodo parasitario, as larvas e as ninfas
ingurgitadas se desprendem do hospedeiro para realizar a ecdise (muda)
passando para os proximos estagios de vida. As fémeas ingurgitadas, depois de
fecundadas e ainda no hospedeiro, se desprendem para fazerem a postura dos
ovos no solo, cerca de 1000 a 3000, que depois de incubados por algumas
semanas, originam as larvas. Os machos que ainda ficam sobre o hospedeiro
(por varios dias ou semanas), ndo ingurgitam e, portanto, ndo aumentam
exageradamente de tamanho, podendo fecundar véarias fémeas neste periodo
(LABRUNA, 2004).

O carrapato R. sanguineus é considerado ser no Brasil o principal
ectoparasita de caes e tem assumido cada vez mais um papel relevante entre
as espécies de importancia mundial, fato este ressaltado pela grande atencéo
com gue a industria farmacéutica veterinaria trata esta espécie. Nos cées, além
dos danos diretos, ele é ainda responsavel pela transmissao de Ehrlichia canis,
Babesia canis, Haemobartonella canis e Hepatozoon canis. Nos humanos esta
espécie também é vetora da Rickettsia conorii na Europa e da R. rickettsii no

Arizona — EUA (BORGES et al., 2007). No Brasil é considerado ser um potencial
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transmissor deste Ultimo agente, o que o torna especialmente importante, uma
vez que ha relatos no Brasil de parasitsmo humano por este carrapato
(DANTAS-TORRES et al., 2006).

Considerando que durante o periodo de alimentacdo os carrapatos
necessitam permanecer fixados aos seus hospedeiros por periodos variaveis,
estes animais precisam produzir um grande, diversificado e eficaz arsenal
farmacoldgico, o que se da por meio da producéo de saliva a qual garantira sua
alimentacdo (via fixacdo) e sobrevivéncia (RIBEIRO et al. 1985; WIKEL;

BERGMAN, 1997; STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010).

1.2. Glandulas salivares dos carrapatos

As glandulas salivares (Fig. 2) sdo 0rgaos vitais para o sucesso biolégico
dos carrapatos. Apresentam diversas func¢bes, tais como a producdo de
substancias necessarias a fixacdo no hospedeiro e a alimentacdo destes
ectoparasitas (CAMARGO-MATHIAS, 2013), bem como podem ser sitios de
armazenamento de patdgenos, 0s quais serdo transmitidos via inoculacdo da

saliva (SONENSHINE, 1991).
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SALIVARY GLAND

FIGURA 2. Montagem total de glandulas salivares de macho de R.
sanguineus, marcadas pela técnica da fosfatase &cida (FURQUIM,;

CAMARGO-MATHIAS, 2013).

Elas estdo presentes tanto nos machos como nas fémeas, como
estruturas pares localizadas ao longo da por¢ao ventral do corpo, nas regioes
anterolaterais, abrindo-se na cavidade oral (BOWMAN AND SAUER, 2004;
FURQUIM; BECHARA; CARMARGO-MATHIAS, 2010; CAMARGO-MATHIAS,;
FURQUIM, 2013). Estes 6rgaos sado formados por uma porcao secretora (acinos
arredondados e de varios tipos, compostos por células secretoras conforme
descrito por FURQUIM (2007)) e por uma excretora (conjunto de ductos
transportadores da secrecdo). Sado ainda desprovidos de reservatorio para

armazenamento da secrecao final (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM, 2013).
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A porcao secretora é formada por acinos com composi¢cao histolégica
diferente, classificados como sendo dos tipos I, II, lll e IV, sendo o IV encontrado
exclusivamente nos machos (BOWMAN; SAUER, 2004; FURQUIM, 2007).

Segundo Sonenshine (1991) e Olivieri e Serra-Freire (1992), os acinos do
tipo | sdo denominados agranulares pela auséncia de granulos de secrecao nas
suas ceélulas. Acredita-se que esses acinos estejam relacionados com a
absorcao de agua da atmosfera (em carrapatos nao alimentados) por meio da
secrecdo higroscopica de sais, fato este que permite o balanco hidrico do
artrépode (BOWMAN; SAUER, 2004). Aqueles do tipo I, I, IV, por outro lado,
sdo denominados de granulares, visto serem compostos por células
sintetizadoras e secretoras de diversos elementos, dai a presenca de grande
guantidade de granulos de secrecdo de diferentes tamanhos e composicéo,
distribuidos no citoplasma das mesmas (SONENSHINE, 1991; BOWMAN;
SAUER, 2004; FURQUIM, 2007). Esta secrecao atuara no processo de fixacao,
alimentacdo do carrapato (SONENSHINE, 1991; BOWMAN; SAUER, 2004;
FURQUIM, 2007).

As glandulas salivares da espécie Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806) (Acari: Ixodidae) tém sido estudadas por Furqguim desde 2007, que tem
demonstrado que este 6rgdo apresenta extrema complexidade morfofisiol6gica
e, além disso, estabeleceu uma nova classificagdo para as células glandulares,
agregando um numero maior de tipos no acino Il das glandulas tanto de fémeas
guanto de machos. Especificamente nas fémeas as glandulas salivares sdo
compostas por acinos dos tipos I, Il e Il (FURQUIM, 2007; CAMARGO-

MATHIAS; FURQUIM, 2013) e nos machos pelos |, II, lll e IV (FURQUIM,;
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BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; 2010). Os do tipo | sdo agranulares e
estdo envolvidos com o balanco hidrico do ectoparasita, enquanto os Il e lll,
granulares, atuam no processo de fixacao, alimentacdo e de osmorregulacéo na
fase de grande consumo de sangue (FURQUIM, 2007). J4 os do tipo IV
(granulares), segundo a literatura ndo tém ainda sua funcéo bem estabelecida,
porém, parecem atuar na reproducdo dos ectoparasitas (FELDMAN-MESHSAM
et al., 1970). Segundo Furgquim (2007), nas fémeas de R. sanguineus 0s acinos
Il séo constituidos pelas células secretoras dos tipos a, b, c1, c2, ¢3, ¢4, c5 e c6,
enquanto que os lll pelos tipos d, e e f; e nos machos ha presenca das células
c7 e ¢8 nos &cinos Il. Os acinos IV sédo formados exclusivamente pelas células
g (FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; 2010).

A porcao excretora das glandulas salivares é composta por um sistema
de ductos ramificados que se iniciam em pequenos canaliculos (ductos acinares)
(Fig. 3) sendo responsaveis pela coleta daquela secrecdo que é produzida
diretamente nos acinos (Fig. 2, 3). Estes se conectam ao ducto principal ou
excretor comum, por meio dos ductos intermediarios (Fig. 3), 0s quais possuem

didmetro maior que os ductos acinares.

23



FIGURA 3. Microscopia Eletrénica de Varredura de glandulas salivares (sq)
de fémeas do carrapato Amblyomma cajennense semi-ingurgitadas
mostrando detalhes dos acinos e ductos. ac= acinos; dt=ductos; ed = ducto
excretor. Barras: A = 200 um; B, D = 20 um; C, E = 40 um (DENARDI et al.,

2011).
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O ducto principal abre-se na porcéo anterior do animal para eliminar a
secrecdo na sua cavidade bucal, sendo aquele que possui 0 maior diametro
(TILL, 1961; BALASHOV, 1979; WALKER et al., 1985; FAWCETT et al., 1986;
SCHUMAKER; SERRA-FREIRE, 1991).

As glandulas salivares dos carrapatos apresentam ciclo secretor bem
definido, marcado por uma fase de desenvolvimento e outra de regressao ou
degeneracao, ciclo este determinado pelo estado fisiologico em que o carrapato
se encontra (jejum ou alimentado). O desenvolvimento completo desse 6rgéo
nao ocorre até que o carrapato inicie sua alimentacdo (WALKER; FLETCHER,;
GILL, 1985). Na maioria das espécies, a degeneracdo das glandulas salivares
inicia-se ap0s a completa alimentacdo das fémeas, quando ocorre o
desprendimento voluntario destas do hospedeiro, momento este que € quando
caem ao solo para ovipositar, e quando as glandulas salivares degeneram por
completo (WALKER; FLETCHER; GILL, 1985; FURQUIM, 2007; FURQUIM;

BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; CAMARGO-MATHIAS, 2013).

1.3. Composicao e funcdes da saliva dos carrapatos

Para poderem se alimentar, os carrapatos inserem seu especializado
aparelho bucal na pele do hospedeiro e, no caso dos ixodideos, utilizam-se do
cemento produzido pelas suas glandulas salivares para ancora-los
(SONENSHINE, 1991). A penetracéo do aparelho bucal no hospedeiro provoca

danos nos capilares e pequenos vasos sanguineos na regido da lesdao, com
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consequente formacdo do local ideal para a realizacdo do processo de
alimentacao do carrapato (SAUER et al., 1995).

Os danos causados na pele e a presenca do carrapato em processo de
alimentacdo, leva o hospedeiro a reagir com a formacdo de um tampéo
hemostatico, ativacdo de uma cascata de coagulacdo, vasoconstricdo, respostas
imune-inflamatorias, entre outras, que tem como objetivo reparar o tecido lesado.
Tais processos provocam a diminuicdo na eficacia da alimentacdo e trazem
efeitos negativos na viabilidade da reproducédo desses hematéfagos. Contudo,
0s carrapatos sdo habeis em driblar as respostas bioloégicas de seus
hospedeiros, por meio da producéo de um grande, diversificado e eficaz arsenal
de moléculas biologicamente ativas pelas suas glandulas salivares, com acdes
anticoagulante, antiplaguetaria, vasodilatadora, anti-inflamatéria e
imunomoduladora (RIBEIRO et al. 1985; WIKEL; BERGMAN, 1997; STEEN et
al.,, 2006; FRANCISCHETTI et al.,, 2009). Sugere-se que essas moléculas
tenham co-evoluido ao longo da relacdo parasita-hospedeiro e que as mesmas
seriam cruciais para superar as barreiras biolégicas do hospedeiro, permitindo
gue o carrapato tivesse garantida sua completa alimentacdo e desenvolvimento
(KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013).

Segundo Sonenshine (1991), a saliva dos carrapatos seria uma mistura
complexa de moléculas, que variaria de acordo com: a interacdo parasita-
hospedeiro, com o estado fisiolégico do carrapato e seria, ainda, espécie-
especifica (RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA,

2013).
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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 &acida, 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 farmacoldgicas, atuando numa variedade de func¢des durante

os periodos de parasitismo e de ndo parasitismo, a saber:

1.3.1. Hemostase do hospedeiro

Os carrapatos sdo capazes de modular o sistema hemostéatico de seus
hospedeiros liberando na corrente sanguinea destes, moléculas
vasodilatadoras, antiplaquetarias e anticoagulantes.

A hemostase € um complexo e eficiente mecanismo que controla a perda
de sangue apds dano vascular, por meio de uma série de eventos fisiologicos:
a) coagulacdo que leva a producdo de coagulos de fibrina, b) formacdo do
trombo e cicatrizacdo mediada por agregacéo plaquetaria e c) vasoconstricao,
gue leva a diminuicéo da circulacdo sanguinea em vasos danificados (MONROE;
HOFFMAN, 2006; CHMELAR et al., 2012).

Kazimirova (2007), Francischetti et al. (2009), Koh e Kini (2009) e Chmelar
et al. (2012) estudaram o0s mecanismos pelos quais 0s carrapatos inibem a

hemostase de seus hospedeiros e detectaram e caracterizaram diversos
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componentes com atividades biologicas complexas, com potencial para o

desenvolvimento de farmacos.

1.3.2. Vasodilatadores

Apbs a lesdo dos vasos sanguineos que é provocada pela insercédo das
pecas bucais do carrapato na pele do hospedeiro, 0 acido araquidénico é
convertido em tromboxano A2, um membro da familia de lipideos chamada de
eicosanoides, substancia que auxilia na agregacao e degranulacao plaquetéaria
e ainda possui acdo vasoconstritora (KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013).
Plaquetas ativadas liberam, ainda, serotonina que, junto com o tromboxano A2,
sao responsaveis pela rapida vasoconstricdo no local da inflamacéo causada
pela injuria ao tecido. Para antagonizar a acao dos vasoconstritores produzidos
pelo hospedeiro no local da lesdo do tecido, vasodilatadores séo secretados pelo
carrapato, para facilitar a succdo do sangue durante seu processo de
alimentacdo (KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013). Compostos proteicos e n&o
proteicos com acdes vasodilatadoras ja foram identificados na saliva dos
carrapatos e incluem derivados de lipidios como prostaciclinas e prostaglandinas
(RIBEIRO et al., 1988, 1991; BOWMAN et al., 1996). Contudo, um fator de
liberacdo de histamina (tHRF), secretado na saliva de Ixodes scapularis (DAI et
al., 2010) e um inibidor de serina protease (IRS-s), e das catepsina G e quimase
(CHMELAR et al., 2011), provavelmente atuam como moduladores da

permeabilidade vascular (CHMELAR et al., 2012).
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1.3.3. Inibidores de agregacéo plaquetéaria

Apods o dano vascular causado pelos carrapatos, plaquetas aderem ao
tecido subendotelial e se tornam ativas por agonistas como colageno, trombina,
adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2. Agonistas ligam-se a receptores
especificos na membrana das plaquetas e tem inicio uma longa e altamente
complexa cadeia de reac¢bes quimicas intracelulares que levam a agregacéao
plaguetaria e a formacdo de um tampdo hemostatico (KAZIMIROVA;
STIBRANIOVA, 2013). A cascata de reacdes da agregacdo plaquetaria é alvo
das substancias produzidas pelo carrapato em diversos estagios
(FRANCISCHETTI, 2010). Uma das estratégias utilizadas por esses artropodes
consiste em atacar o ADP, importante agonista para a conclusédo da agregacéo
plaquetaria, pela liberacdo da apirase, uma enzima adenosina trifosfato (ATP) —
difosfohidrolase, que hidrolisa as ligacdes de fosfodiester do ATP e ADP
(KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013). A presenca da atividade do tipo apirase
ja foi identificada nos carrapatos argasideos Ornithodoros moubata (RIBEIRO et
al.,, 1991), O. savignyi (MANS et al, 1998; 2002) e no ixodideo |. scapularis
(RIBEIRO, 1995).

Alguns derivados da saliva de carrapato apresentam inibidores de
agregacdo plaquetaria que interferem na interacdo colageno/receptores
plaquetérios. A ativacdo de plaquetas pelo colageno € inibida pela moubatina,
proteina produzida pelo O. moubata, pertencente a familia das lipocalinas

(KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013). Cheng et al., 1999, estudaram a ac¢&o da
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longicornina, isolada do carrapato Haemaphysalis longicornis que também
interage com o colageno.

Outra enzima chave relacionada com a trombose e hemostase é a
trombina, que participa da formacéao do coagulo de fibrina e induz a agregacéo
plaguetaria. Sua principal funcdo € converter fibrinogénio em fibrina,
desempenhando papel fundamental na coagulacdo (CHMELAR et al., 2011).
Antitrombinas, como a serpina IRS-2 do carrapato I. ricinus, foram detectadas na
saliva desses ixodideos e acredita-se estarem envolvidas com a inibicdo da
trombina e da cascata de coagulacdo (CHMELAR et al., 2011).

Alguns carrapatos utilizam, ainda, um mecanismo de inibicdo plaquetéaria
bastante refinado, que consiste na secrecdo salivar de antagonistas de
receptores de fibrinogénio na superficie da plaqueta, a glicoproteina tipo
integrina (MANS et al., 2002). Estes antagonistas de receptores do tipo integrina
sdo comumente designados como desintegrinas. Mans et al. (2002) estudaram
a desintegrina savignyigrina, secretada pelo carrapato O. savignyi inibidora da

ligacdo plaqueta/fibrinogénio.

1.3.4. Inibidores da cascata de coagulacéo sanguinea

A coagulacdo sanguinea envolve uma série de reacdes enzimaticas em
gue uma proenzima inativa (fator de coagulacdo) é convertida em ativa, que
interage com a proxima proenzima, em uma cascata de reagfes (KOH; KINI,
2009). Os carrapatos desenvolveram poderosas ferramentas que previnem ou
prolongam a coagulacdo sanguinea para garantirem sua alimentacdo. Uma
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diversidade de inibidores de serina proteases que estdo envolvidas com a
cascata de coagulacao sanguinea foram identificadas e caracterizadas na saliva
de carrapatos (KOH; KINI, 2009; KAZIMIROVA et al., 2010). Baseado no
mecanismo de acdo, anticoagulantes podem ser classificados em: inibidores de
trombina, inibidores de ativacéo do fator X (FXa), inibidores do complexo tenase
extrinseco (ETC), sendo a trombina e FXa os alvos mais comuns (KOH; KINI,
2009).

Varios inibidores de trombina derivados da saliva de carrapatos ja foram
identificados, tais como a americanina de A. americanum (ZHU et al., 1997), a
madanina de H. longicornis (IWANAGA et al., 2003), a savignyina de O. savignyi
(NIENABER et al.,, 1999), a calcarina de R. (Boophilus) calcaratus
(MOTOYASHIKI et al., 2003) entre outros.

Os inibidores de proteases do tipo Kunitz interagem com diversas
serinoproteases, levando a inibicdo da atividade enzimatica do fator Xa,
interrompendo a via do fator tissular e, consequentemente, a cascata de reacfes
da coagulacdo sanguinea (PETERSEN et al., 1996). Entre estes inibidores,
destacam-se o ixolaris e o penthalaris, isolados do carrapato I. scapularis
(FRANCISCHETTI et al. 2002; 2004). O ixolaris tem a¢édo antitrombotica e seu
mecanismo € via ligacéo ao fator X e Xa, inibindo o complexo iniciador da via do

fator tissular e complexo protrombinase (FRANCISCHETTI et al., 2002).
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1.3.5. Ac¢Oes anti-inflamatdrias

Além de inibir as respostas de vasoconstricdo e hemostasia, que séo
desencadeadas em funcdo da lesdo provocada pelas pecas bucais, 0s
carrapatos necessitam modular a inflamacéo, resposta inata e rapida a uma
agressao ao hospedeiro. Com o rompimento dos vasos sanguineos pelas pecas
bucais do carrapato, sdo produzidos e liberados componentes que exercem o
recrutamento de mediadores inflamatorios humorais e celulares (ABBAS et al.,
2008). A leséao vascular expfe os tecidos adjacentes, bem como fragmentos
celulares, que por sua vez ativam uma série de reacdes inflamatérias. Nesse
sentido, os carrapatos apresentam mecanismos anti-inflamatorios como, por
exemplo, enzimas capazes de hidrolisar BK (cininases) (RIBEIRO; MATHER,
1998; BASTIANI et al., 2002), proteinas que se ligam e sequestram aminas
biogénicas (histamina e serotonina) (SANGAMNATDEJ et al., 2002; MANS et
al., 2008), inibidores de proteases envolvidas na resposta inflamatoria
(KOTSYFAKIS et al., 2006; PREVOT et al., 2009).

O endotélio vascular, contrapondo-se ao conceito inicial de que as células
endoteliais atuariam como uma simples barreira mecanica inerte entre sangue e
tecidos, participa ativamente nos disturbios inflamatorios (BEHLING-KELLY;
CZUPRYNSKI, 2007). Desse modo, Maxwell e colaboradores (2005)
demonstraram que o extrato de glandulas salivares de Dermacentor andersoni e
de I. scapularis reduziriam a expressado de adesinas e selectinas na superficie
de células endoteliais, proteinas essenciais nos processos de recrutamento e

infiltracdo de células inflamatdrias. Ja Francischetti et al. (2005) observaram que
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a saliva de |. scapularis teria atividade anti-angiogénica, modulando
negativamente a cicatrizacdo e o reparo tecidual, favorecendo o parasitismo

hematofago de longa duracdo em algumas espécies de carrapatos.

1.3.6. Modulacéao imune do hospedeiro

A saliva dos carrapatos contém substancias que sao secretadas na
corrente sanguinea dos hospedeiros que sdo capazes de induzir respostas
imunes do tipo humoral e celular (WIKEL; ALLEN, 1977)

A resposta imunoldgica dos hospedeiros contra carrapatos envolve
células apresentadoras de antigenos, citocinas, linfocitos B e T, granuldcitos,
entre outras células e moléculas (WIKEL; ALLEN, 1977).

Os linfécitos sdo as células que reconhecem e respondem
especificamente a antigenos estranhos e s&do, consequentemente, 0s
mediadores da imunidade humoral e celular (ABBAS et al., 2008). Os linfocitos
B sdo as Unicas células capazes de produzir anticorpos e que reconhecem
antigenos extracelulares (incluindo os que se encontram na superficie celular) e
se diferenciam em células secretoras de anticorpos, funcionando, assim, como
mediadores da imunidade humoral (ABBAS et al., 2008). Os linfocitos T, células
da imunidade celular, reconhecem os antigenos de agentes intracelulares,
destruindo-os ou destruindo as células infectadas (ABBAS et al., 2008). Essas
células ndo produzem anticorpos e seus receptores de antigenos sdo moléculas
presentes na membrana, distintas dos anticorpos, mas estruturalmente
relacionadas a eles (ABBAS et al., 2008). Ha vérios sub-grupos de linfécitos T,
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como as células T auxiliares, os linfocitos T citoliticos ou citotoxicos, 0s
reguladores e os natural killer (ABBAS et al., 2008). Em resposta a estimulacéo
antigénica, as ceélulas T auxiliares secretam proteinas chamadas citocinas, cuja
funcdo é estimular a proliferacao e diferenciacdo de células T, assim como a
ativacdo de outras células, incluindo as células B, os macrofagos e outros
leucdcitos (ABBAS et al., 2008). As células natural killer (NK), estdo envolvidas
na imunidade natural contra os virus e outros microorganismos extracelulares
(ABBAS et al., 2008).

Em um estudo realizado por Paesen et al. (1999), foram encontradas
proteinas na saliva do carrapato R. appendiculatus, que se ligam a histamina e
a 1gG, um dos principais anticorpos nas respostas imunes secundarias,
subvertendo o sistema de defesa do hospedeiro.

Turni et al. (2007) verificaram que o extrato de glandula salivar de R.
(Boophilus) microplus inibiu a proliferacdo de células T de bovinos em cultura,
gue foram estimuladas com mitégenos. Ja Michalak et al. (1999) evidenciaram
gue a saliva bruta e o extrato de glandulas salivares I. ricinus tiveram efeito
supressivo na resposta imune inata em camundongos BALB/c.

Foi identificada na saliva de |. scapularis uma proteina (Salp15) capaz de
reprimir a producdo de interleucina-2 (IL-2), que induziria a maturacdo de
linfécitos B e T durante o desenvolvimento da resposta imune. Acredita-se que
essa proteina modularia a resposta imunologica do hospedeiro, pela ligacdo
especifica com moléculas CD4 de células T. Nas células T, a glicoproteina CD4
funciona com um co-receptor do receptor de células T (TCR), amplificando o

sinal gerado pelo TCR recrutando Lck, essencial para a ativagdo de muitas
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moléculas envolvidas na cascata de sinalizacdo de células T ativadas
(JUNCADELLA et al., 2007). Essa interacdo entre Salpl5 e CD4 causa a
reducao na producao de IL-2 durante o estimulo das células T (JUNCADELLA et
al., 2007).

A fixacdo do carrapato ao seu hospedeiro pode resultar em uma rapida
ativacao do sistema complemento do mesmo devido a lesdo causada em seus
tecidos pelas pecas bucais do ectoparasita. Lawrice et al. (1999), observaram
que a saliva de carrapatos |I. ricinus, I. hexagonus, I. uriae e I. scapularis
modularam o sistema complemento tanto em animais em jejum quanto em
alimentados e que a atividade anticomplemento das espécies da familia Ixodidae
seria espécie-especifica para parasita-hospedeiro, sugerindo diferentes alvos de
atividades anticomplemento entre as diferentes espécies dessa familia de
carrapatos, sendo que fatores ecoldgicos e fisiologicos exerceriam também um
papel na determinacéo da suscetibilidade de um hospedeiro para uma espécie
de carrapato em particular (NOLAN, 1985).

A proteina OmCI do sistema complemento, pertencente a familia das
lipocalinas, foi descrita no carrapato O. moubata e sua acao foi relacionada com
a ndo ativacdo de moléculas essenciais da cascata de ativacdo do sistema
complemento.

Outros estudos mostraram que a calreticulina, uma proteina que possui
participagdo em diversas func¢des celulares como na ligacdo ao calcio e esta
presente na saliva de algumas espécies de carrapatos (FERREIRA et al., 2002)
apresenta atividade anticomplemento (JAWORSKI et al., 1995; MICHALAK et

al., 1999; JOHNSON et al., 2001).
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1.3.7. Agentes patogénicos

Devido as particularidades dos seus habitos alimentares, os carrapatos
sdo considerados como importantes vetores de patogenos (virus, bactérias,
protozoarios e helmintos) para os animais silvestres, domésticos e para 0 homem
(SONENSHINE, 1991). A transmissdo de patdégenos do carrapato para o
hospedeiro da-se também por meio da saliva, que exerce fundamental
importancia no sitio de inoculacdo, ao minimizar as reacées imunologicas do

hospedeiro contra o patdégeno inoculado (SONENSHINE, 1991).

1.3.8. Cemento

Algumas espécies de carrapatos Ixodideos secretam um material branco
leitoso que sofre endurecimento, formando um cone que liga o hipostémio do
carrapato a regido da lesdo na pele do hospedeiro. Tal estrutura é conhecida
como cone de cemento e é formado por substancias produzidas pelas glandulas
salivares que garantem a forte fixacdo do ectoparasita, para realizar o processo
de alimentacdo (SONENSHINE, 1991). A composicdo do cemento consiste em
uma mistura de proteinas antigénicas e ndo antigénicas, além de lipidios e
carboidratos (COWDRY; DANKS, 1933; FAWCETT et al, 1986;

SONENSHINE, 1991).
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1.3.9. Excrecdo e balango hidrico

Os carrapatos excretam, na corrente sanguinea do hospedeiro, o excesso
de agua e ions acumulados durante o processo de alimentacdo, promovendo
assim a concentracdo do sangue ingerido, com consequente diminuicdo do
volume de alimento a ser digerido (GREGSON, 1960; 1967). Para manter a
hidratacdo nos periodos de nao parasitismo e seca, esses hematéfagos
secretam, ainda, uma solucdo higroscépica de sais, que é depositada na sua
regido bucal com funcéo de absorcao da agua atmosférica (GREGSON, 1960;

1967).

1.4. Neoplasia

MutacBes genéticas ou epigenéticas (alteragcbes que comprometem o
produto da expressdo génica sem afetar o DNA) em células normais podem
resultar na producéo de linhagens com um conjunto de alteracées que pode levar
a prejuizos fisiolégicos, no sentido de torna-las incompetentes para
desempenhar as mesmas funcfes daquelas consideradas normais. Dentre
essas alteracdes estdo aquelas que dizem respeito diretamente aos programas
de crescimento celular, o0 que no caso de falhas levaria ao surgimento de
populacdes fora dos padrdes de construcdo e manutencéao de um tecido normal,
processo esse que daria origem a neoplasia (WEINBERG, 2008; PISTILLI,
2009). O agrupamento de células neoplasicas, por sua vez, originaria uma
massa tecidual displasica, conhecida como tumor. As células displasicas séo, na

maioria das vezes, morfofisiologicamente distintas das sadias e apresentam
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alteracoes que incluem aquelas no tamanho e na forma dos nucleos, aumento
da relacdo de tamanho nucleo/citoplasma e aumento da atividade mitGtica
(WEINBERG, 2008).

As mudancas que ocorrem numa ceélula sdo consequéncia de mutacdes
pontuais ou uma série progressiva de alteracdes oriundas de diversos fatores, e
dois grupos de genes correlacionam-se diretamente com essas alteracdes:

1) os proto-oncogenes, que atuam diretamente no controle do ciclo celular e
gue quando mutados e/ou modificados aumentam sua expressao, acelerando a
proliferacéo celular (LUO, 2008).

2) 0s genes supressores tumorais, que também se correlacionam com o
controle do ciclo celular, estéo relacionados a indu¢ao de morte celular, como o
p53, cujo produto da sua expressao, a proteina p53, interrompe a divisdo celular
guando encontra defeitos no DNA (KERBEL; FOLKMAN, 2002). Mutacdes que
comprometam a expressao do gene p53, além de acionar o fendtipo
angiogénico, levam a superexpresséao de Bcl-2, gene antiapoptoético, e de Bax,
gene pro-apoptotico.

As células transformadas possuem a capacidade de driblar os mecanismos
de controle do ciclo celular, da apoptose e da ativa¢do imunoldgica do seu meio
ambiente, o que favorece a proliferacdo descontrolada. Elas adquirem entdo
potencial, através de sucessivas divisbes celulares, para dar origem a um
conjunto de células (aproximadamente um milhdo delas) no caso de um tumor
(PISTILLI, 2009).

Os tumores séo classificados em quatro grandes grupos de acordo com sua

origem: a) epitelial, b) mesenquimal, ¢) hematopoiético e d) neuroectodermal). A
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maioria dos tumores se desenvolve a partir de tecidos epiteliais e séo
denominados de carcinomas, podendo ser considerados as neoplasias mais
comuns em humanos (WEINBERG, 2008). O restante dos tumores malignos se
desenvolve a partir de tecidos ndo-epiteliais do organismo, sendo que a principal
classe de neoplasias nédo-epiteliais, os sarcomas, derivam dos diversos tecidos
conjuntivos, que possuem como origem o mesoderma do embrido (WEINBERG,
2008). Um segundo grupo de tumor nédo-epitelial se desenvolve a partir das
células que constituem os tecidos formadores de sangue (hematopoiético) e as
do sistema imune (WEINBERG, 2008). Ja o terceiro e ultimo dos maiores grupos
de tumores nao-epiteliais se desenvolve a partir de células que formam os
diversos componentes do sistema nervoso central e periférico e sdo comumente
denominados de tumores neuroectodermais, por sua origem ser na camada
celular externa do embrido recém-formado (WEINBERG, 2008).

O crescimento do tumor pode ser limitado por ser dependente, inicialmente,
de processos de difusdo para receber oxigénio e nutrientes, bem como para
eliminar produtos de excrecdo (FOLKMAN, 1985; GASTL et al, 1997; LIU et al.,
2015). Portanto, para o sucesso do desenvolvimento, o tumor induz a
neoangiogénese (AUSPRUNK; FOLKMAN, 1977; LIU et al., 2015). Segundo
Kerbel e Folkman (2002), o crescimento tumoral seria estritamente dependente
da angiogénese, sendo que as células que compdem o tumor passariam a
produzir fatores pré-angiogénicos, que induzem as células endoteliais a
degradar a lamina basal dos vasos localizados ao redor do tumor (KNIES-

BAMFORTH et al., 2004).

39



A angiogénese é um processo complexo orquestrado por citocinas e fatores
de crescimento, e que tem inicio com a estimulacéo de células endoteliais em
quiescéncia, evoluindo para o estado de rapida proliferacdo e migracéao,
terminando com a re-diferenciacdo de células endoteliais ativadas em tubos
vasculares (FOLKMAN, 2006; LIU et al., 2015). A célula endotelial reveste
internamente a parede dos vasos sanguineos além de controlar o tdnus vascular,
a coagulacao, a trombolise, a remodelacdo vascular e as respostas imune e
inflamatoria (RAMOS, 2008).

Uma vez que o tumor passa a ter suprimento sanguineo, ele podera adquirir
a capacidade de invadir e colonizar regifes distantes daquela de origem,
processo esse denominado de metastase, o mais temido e menos entendido
aspecto da neoplasia (ENNS et al., 2004; WEINBERG, 2008). Esta capacidade
depende, além dos fatores angiogénicos, da expressao de moléculas de adeséo
como as integrinas e as selectinas, permitindo a disseminacdo de células

tumorais através dos vasos sanguineos (ENNS et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo analisar o comportamento
morfofisiolégico de células de linhagem tumoral SK-HEP-1 (American Type
Culture Collection (ATCC): HTB-52) e HEP-G2 (ATCC: HB-8065) frente
exposicoes ao extrato de glandulas salivares de fémeas do carrapato
Rhipicephalus. sanguineus (Latreille, 1806) alimentadas por quatro dias em
coelhos hospedeiros. Para tanto realizou-se:

1 - Caracterizacdo do extrato por meio de espectrometria de massas (LCMS-
IT-TOF), utilizando a estratégia Shotgun.

2 - Andlise do potencial citotoxico do extrato sobre células das linhagens
tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2, por meio de ensaios de MTT;

3 - Verificacdo das possiveis alteracdes nas células SK-HEP-1 e HEP-G2
expostas ao extrato, por meio de técnicas de Microscopia de Confocal de
Varredura a Laser especificas para o nucleo e filamentos de actina;

4 - Andlise do padréo de transcricdo de mRNAs envolvidos nos eventos ou
mecanismos de morte celular por apoptose, incluindo os produtos dos genes
Bax, Bcl-2, Caspases 3 e 9, Fas e Interleucina 1 a (IL-1a), das células das

linhagens tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2 expostas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Infestagdo para obtencao do extrato de glandulas salivares

Para a obtencdo do extrato de glandulas salivares foram utilizadas
fémeas adultas do carrapato R. sanguineus (Latreille, 1806), mantidas em
colénia em sala do Biotério do Instituto de Biociéncias - IB, da UNESP, Rio
Claro - SP, Brasil, sendo que nas fases de ndo parasitismo as mesmas foram
mantidas em estufa BOD em condi¢fes controladas (28°C, 80% de umidade e
fotoperiodo de 12 horas). Para a alimentacdo dos carrapatos, foram utilizados
como hospedeiros coelhos New Zealand White pesando cerca de 1.5 Kg que
receberam racdo apropriada e agua ad libitum.

As infestacdes dos carrapatos foram realizadas conforme metodologia
descrita por Bechara et al. (1995), em coelhos ndo imunizados (sem contato
prévio com carrapatos) para aquisicdo de fémeas com quatro dias de
alimentacdo e para obtencdo do extrato de glandulas salivares. O periodo de
guatro dias foi escolhido com base no estudo do ciclo glandular de
R. sanguineus, visto ser este o periodo de rapido ingurgitamento (grande
consumo de sangue), quando as glandulas salivares exibem maior atividade de
sintese e secrecdo de substancias envolvidas com a fixacdo do carrapato no
hospedeiro e com o consumo de sangue (FURQUIM, 2007).

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal
— CEUA da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,

Rio Claro — SP, protocolo n® 6269, decisao n°® 21/2013 (Anexo A).
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3.2. Obtencao do extrato de glandulas salivares

Foram utilizadas 1000 fémeas adultas de R. sanguineus alimentadas por
quatro dias, retiradas do hospedeiro pela regido do hipostdmio com auxilio de
pinca entomoldgica, com a aplicacdo de movimentos circulares. A seguir, 0s
carrapatos foram colocados em placas de Petri contendo tampéao fosfato-salino
(PBS) (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,14 g de NazHPO4, 0,2 g de KH2PO4 e 1000
mL de agua ultrapura) para a remocéao das glandulas salivares.

Para o preparo do extrato, as glandulas foram maceradas em microtubos de
1,5 mL contendo 200 pL de PBS e estes foram centrifugados por 15 minutos a
8.000 rpm. O sobrenadante recolhido foi filtrado utilizando-se uma unidade
filtrante HV em PE com membrana durapore 0,45U de poro, 13 mm, nao esteéril
(MILLIPORE) e depositado em novos microtubos de 1,5 mL. Os extratos foram

armazenados em freezer a -80°C.

3.3. Quantificacédo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando albumina bovina (BSA) como padréo. As leituras
das absorbancias foram realizadas em espectrofotbmetro Thermo BioMate 3

(Madison, EUA).
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4. RESULTADOS

Os resultados desse trabalho estdo sendo apresentados na forma de

capitulos, sendo:

e Capitulo 1: Caracterizagcdo do extrato de glandulas salivares de fémeas
de carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) alimentadas por
guatro dias em coelhos hospedeiros.

e Capitulo 2: Acdo do extrato de glandulas salivares de fémeas de
carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) sobre a inibi¢cdo da

proliferacéo de células de linhagem tumoral.
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CAPITULO 1:

Caracterizacao do extrato de glandulas salivares de fémeas de carrapato
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) alimentadas por quatro dias

em coelhos hospedeiros.

RESUMO

Os carrapatos sao ectoparasitas hematéfagos de grande importancia meédico-
veterinaria, por serem vetores de inUmeras doencas. Esses artropodes
produzem uma saliva que garante sua alimentagéo e sobrevivéncia, em cuja
composicdo encontram-se moléculas capazes de modular o sistema imune-
inflamatério e hemostatico do hospedeiro. Essa complexa mistura tem sido
estudada e tem se mostrado importante, principalmente devido a presenca de
bioativos com acdes vasodilatadora, anti-inflamatoria, anticoagulante e
imunossupressora. No presente estudo, foi realizada a caracterizacdo do extrato
de glandulas salivares de fémeas do carrapato R. sanguineus alimentadas por
quatro dias em coelhos hospedeiros, por meio de espectrometria de massas
(LCMS—IT-TOF) pela estratégia de Shotgun. Para tanto, fémeas adultas
alimentadas por quatro dias em coelhos New Zealand White ndo imunizados
foram coletadas e tiveram suas glandulas salivares removidas para obtencao de
extrato, que posteriormente foi submetido para analise em espectrémetro de
massas (LCMS-IT-TOF). A partir dos dados obtidos pela espectrometria e
utilizacdo das ferramentas de bioinformética proteémica foram identificadas 14
proteinas, com diversas fungdes tais como: componentes estruturais de juncdes
celulares, do citoesqueleto, do nucleossomo das glandulas salivares, além da
presenca de proteinas com acfes anticoagulante e anti-inflamatoria.

Palavras-chave: carrapato, saliva, proteébmica, proteinas, bioinformatica.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos formam um grupo de grande importancia entre o0s
artrépodes, visto serem ectoparasitas hematdéfagos com grande relevancia
epidemioldgica por serem vetores de virus, bactérias, protozoarios e helmintos
gue atacam animais domesticos, silvestres e o préprio homem (SONENSHINE,
1991; DANTAS-TORRES, 2010). Esses acaros parasitam animais de diferentes
grupos como mamiferos, aves, répteis e anfibios, possuem ampla distribuicéo
geografica (SONENSHINE, 1991; KEIRANS; DURDEN, 2005) e tem o
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), popularmente conhecido como
carrapato vermelho do cdo, como uma das espécies importantes do ponto de
vista médico-veterinario (LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES et al., 2010).

Considerando que durante a alimentacdo os carrapatos necessitam
permanecer fixados aos seus hospedeiros por periodos variaveis, estes animais
precisam produzir um grande, diversificado e eficaz arsenal farmacolégico, o que
se da por meio da producdo da saliva a qual garante sua alimentacédo (via
fixacdo) e sobrevivéncia (RIBEIRO et al. 1985; WIKEL; BERGMAN, 1997,
STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010). A saliva dos carrapatos
geralmente contém substancias de natureza proteica, glicoproteica e lipoproteica
(BINNINGTON, 1978; WHEELER et al.,, 1991; SHIPLEY et al., 1993),
representadas por compostos como: fosfatases acidas, esterases,
aminopeptidases, metaloproteases, calreticulinas, prostaglandinas, lipocalinas
(BINNINGTON, 1978; JAWORSKY et al., 1995; STEEN et al., 2006; HARNOI et

al., 2007; MULENGA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011), entre outras, que tem
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potencial de modular o sistema imune-inflamatério e hemostatico dos
hospedeiros (WIKEL; BERGMAN, 1997; STEEN et al., 2006; HAINICKA et al.,
2011).

Considerando a complexidade dos compostos da saliva destes animais,
diferentes pesquisas tém buscado a identificacdo e isolamento de moléculas
bioativas com acdes diversas, tais como: vasodilatadora, anti-inflamatoria,
anticoagulante e imunossupressora (FRANCISCHETTI et al., 2002; OLIVEIRA
et al., 2010; SIMONS et al., 2011). Ainda dentre as funcdes atribuidas a saliva
dos carrapatos, a de agente atenuante da angiogénese (FRANCISCHETTI et al.,
2002) tem sido demonstrada, bem como a de agente antitumoral (SIMONS et
al., 2011).

A andlise prote6mica por Shotgun € um método amplamente utilizado
para identificar proteinas consideradas menos abundantes ou até mesmo pouco
representadas em uma amostra complexa, utilizando uma combinac¢éo analitica:
cromatografica liquida de alta resolucdo (HPLC) e espectrometria de massas
(PALMA, 2013). Nessa abordagem, as proteinas sao digeridas por uma enzima
proteolitica e os peptideos resultantes sdo separados por HPLC. Em seguida,
esses peptideos sdo analisados por espectrometria de massas sequencial
(MS/MS) para posterior identificacdo das sequéncias dos peptideos utilizando-

se ferramentas da bioinformética protedmica (PALMA, 2013).
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo principal caracterizar o extrato de glandulas
salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus (Latreille, 1806) alimentadas
por quatro dias em coelhos hospedeiros, por meio da analise protedmica por

espectrometria de massas (LCMS-IT-TOF), utilizando a estratégia Shotgun.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os equipamentos
disponiveis no Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica (LBEZ) do Centro
de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Rio Claro — SP, o qual tem como coordenador o Prof. Dr. Mario Sérgio Palma.
Para a realizacao das técnicas houve o auxilio direto da Ms. Nathalia Baptista

Dias.

3.1. Digestao de proteinas em solucdo para estratégia Shotgun.

As proteinas presentes no extrato de glandulas salivares de fémeas de
carrapatos R. sanguineus com quatro dias de alimentacdo em coelhos
hospedeiros, foram solubilizadas em 50 pL de bicarbonato de aménio 50 mM,
pH 7.9 contendo 7.5 M ureia, durante 1 h a 37°C e entdo reduzidas com DTT
10mM a 37°C durante 1 h. Apos este tratamento, as proteinas foram alquiladas
com iodoacetamida (IAA) 40 mM a 25°C, durante 1 h na auséncia de luz. As
amostras foram diluidas cinco vezes com bicarbonato de aménio 100 mM, pH
7,8, e cloreto de célcio na concentracdo de 1 mM. Foi adicionada tripsina
(Promega) a solucéo de proteina desnaturada (1:50 w/w de tripsina: proteina)
por um periodo de 18 h, a 37 ° C. A reacéo foi descontinuada com a adicao de 5
ML de acido férmico. As amostras digeridas foram dessalinizadas utilizando-se
uma coluna Sep-pak tc 18 1cc Vac Cartrigde (Waters). Os peptideos tripticos
foram solubilizados em 50% MeCN e submetidos & analise em sistema LC-IT-

TOF/MS e MSn.
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3.2. Espectrometria de massas (LCMS-IT-TOF)

As amostras provenientes da digestdo em solucao, foram analisadas com
a utilizacéo do sistema LCMS-IT-TOF. Foi utilizado o sistema UFLC (Shimadzu)
acoplado diretamente (on line) ao espectrémetro de massas, contendo duas
bombas LC-20AD, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, amostrador
automatico SIL-20AHT e forno para coluna CTO-20A. A anélise foi realizada sob
gradiente de acetonitrila de 5 a 90% (v/v), contendo 0.05% de TFA (v/v), por 90
min., utilizando-se uma coluna C-18 Shim-pack XR-ODS (3x100 mm), com poros
de 120 A, com particulas de 2,2 pm (Shimadzu). A eluicio dos componentes foi
monitorada por absorbancia ultravioleta a 214 nm através do sistema UFLC
(Shimadzu), com fluxo de 0,2 mL/min, durante 90 minutos. Os eluentes foram
analisados no modo positivo (ESI+) continuo, durante todo o experimento.

A obtencado dos espectros de massa foi realizada em um Espectrémetro
de Massas com fonte ESI, do tipo “lon Trap - Time of Flight” (IT-TOF Shimadzu).
O software LCMS solution (Shimadzu) foi utilizado para controle de aquisi¢ao e
analise de dados. Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da
interface foi mantida a 200°C, a voltagem na agulha a 4.5 kV e a voltagem no
cone a 3.5V. O fluxo de gas secante (Nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas
nebulizador (Nitrogénio) de 1.5 L/h. A deteccdo no espectrometro foi realizada
com varreduras em intervalos de m/z 200 a 4000, com resolugcao de
aproximadamente 15000; o sistema de aquisi¢éo de dados foi operado em modo

positivo continuo.
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Os experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, de
fragmentacdo peptidica (MS2) foram realizados utilizando-se o0os mesmos
parametros dos experimentos de MS. Foi utilizado Argdnio como gas de colisao
a uma pressdo de 100 kPa. Os ions produzidos através dos experimentos
MS/MS foram aprisionados e acumulados durante 50 milisegundos no lon Trap,
utilizando-se energia de colisdo de 50% e frequéncia de 30 kHz.

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as
ferramentas do software LCMS solution (Shimadzu), utilizado para controle de

aquisicao e analise de dados.

3.3. Identificacdo das Proteinas

Para a identificacdo das proteinas foram utilizados os bancos de dados:
Protein Data Bank (PDB), Swissprot (Uniprot, 2012) e o GenBank
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os dados de MS e MS/MS foram submetidos a
ferramenta “Mascot protein engine search” (http://www.matrixscience.com)
baseando-se no “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) com
buscas abertas a todos os organismos e buscas restritas a taxonomia de
Metazoa.

Os parametros utilizados para a busca nos bancos de dados foram a
tolerancia de massa do peptideo de 0,5 Da e a tolerancia da massa dos
fragmentos peptidicos de 0,8 Da e o numero de clivagens faltante igual a 1. Para
modificagcdes dos peptideos, foram consideradas: carbamidometilacdo e

oxidacao da metionina e do triptofano. Os valores de “ion score” e “protein score”
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considerados significantes foram os valores pré-estabelecidos pela ferramenta
de bioinformatica utilizada. A comparacdo entre as massas moleculares (MM)
tedricas e experimentais e os valores de Pl (ponto isoelétrico) também foram

considerados para as identificacoes.
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4. RESULTADOS

A andlise do extrato de glandulas salivares de fémeas do carrapato R.
sanguineus alimentadas por quatro dias em coelhos hospedeiros, por meio das
técnicas de espectrometria de massas (LCMS-IT-TOF) pela estratégia de
Shotgun e a utilizacdo de ferramentas da bioinformatica proteémica, permitiram
a identificacdo de um total de 14 proteinas com funcéo e atuacéo especifica, as
guais encontram-se relacionadas na Tabela 1, com: a) o nome da proteina
identificada, b) o seu numero de acesso no NCBI (National Center for
Biotechnology Information), ¢) a massa molecular (MM) e d) o ponto isoelétrico
(PI). Nesta tabela também é possivel observar a porcentagem de coberturas das
sequéncias de aminoacidos que as proteinas deste estudo obtiveram ao serem
comparadas e identificadas com as sequéncias daquelas ja depositadas nos
bancos de dados, também estdo descritas sequéncias de aminoacidos dos
fragmentos das proteinas que serviram de referéncia para a identificacéo.

Os valores de Mascot Score e de lon Score obtidos indicaram o grau de
acertos e de aproximacdes, entre 0s valores experimentais e teoricos
depositados nos bancos, ou seja, a proteina considerada a mais provavel foi
aguela que apresentou o maior nimero de acertos (pontos na classificacédo ou

score).
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5. DISCUSSAO

Os carrapatos, artropodes ectoparasitas, constituem um dos mais importantes
grupos dos pontos de vista médico e veterinario, uma vez que provocam lesées nos
hospedeiros, seja no processo de repasto sanguineo ou pela transmissao de agentes
patogénicos como arboviroses, ricketsioses, espiroquetoses, protozoarios, entre
outros (KAUFMAN, 1989).

Os carrapatos sao animais que necessitam permanecer fixados aos seus
hospedeiros para alimentacao e, para tanto, precisam produzir e secretar um arsenal
farmacolégico, via saliva, que tenha potencial de garantir esse processo de
alimentacao e consequentemente garantir a sobrevivéncia do animal (RIBEIRO et al.
1985; WIKEL; BERGMAN, 1997; STEEN et al., 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010).
Dados da literatura tem demostrado que nesta saliva podem ser encontradas
moléculas das mais variadas naturezas e func¢des, inclusive atuando na modulacdo
do sistema imune-inflamatério e hemostatico dos hospedeiros (STEEN at al., 2006;
HAJNICKA et al., 2011) sendo, portanto, considerada um reservatorio de moléculas
multifuncionais, onde estéo presentes bioativos de grande interesse (BATISTA et al.,
2010).

Nesse sentido a proposta do presente estudo foi a de caracterizar o extrato de
glandulas salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus com quatro dias de
alimentacdo em coelhos hospedeiros, por meio da analise prote6bmica por
espectrometria de massas (LCMS-IT-TOF), utilizando a estratégia Shotgun e
ferramentas de bioinformatica protebmica, técnicas estas que permitiram a

identificacdo de um total de 14 proteinas presentes nesse extrato (Tabela 1).
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Os resultados aqui obtidos revelaram a presenca da afadina, componente de
juncdes celulares; beta-actina, componente do citoesqueleto, e histonas H2A e H2B,
gue compdem o nucleossomo. A presenca dessas proteinas ja era um resultado
esperado, visto que as mesmas fazem parte de estruturas celulares das glandulas
salivares dos carrapatos, utilizadas para a obtencéo do extrato. Além destas, enzimas
como a RNA helicase dependente de ATP, envolvidas no metabolismo de RNAs, e
fatores de transcricdo e regulacdo de expressao génica como a AT11330p, ETS
transcription fator E74A, Kruppel-like protein 1, foram identificadas no extrato, estando
as mesmas envolvidas com os mecanismos de divisao celular (IKEDA et al., 1999).
Foi identificada, ainda, a Charged multivesicular body protein 2b, que compde o
sistema de transporte do endossomo, para a formacao dos corpos multivesiculares
(endossomos tardios) e a NudE, isoform D, que participa da formacédo dos fusos
mitéticos, componentes esses das estruturas celulares das glandulas salivares
(BODON et al., 2011).

A analise do extrato de glandulas salivares de R. sanguineus aqui realizada
mostrou a presenca de uma proteina com agao anti-hemostatica, a enolase, também
conhecida como fosfopiruvato hidratase (PANCHOLI, 2001). A producdo dessa
proteina € um dos mecanismos pelo qual os carrapatos dessa espécie utilizam para
driblar a coagulacdo sanguinea dos hospedeiros, visto que essa proteina € uma
enzima glicolitica multifuncional conhecida por agir nos receptores de plasminogénio
das membranas celulares promovendo a fibrinolise, processo através do qual um
coagulo de fibrina (produto da coagulacdo do sangue) € degradado depois de
cumprida sua funcdo (coagulacdo sanguinea) (DIAZ-MARTIN et al., 2013). A

hemostase € um complexo e eficiente mecanismo que controla a perda de sangue
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apo6s dano vascular, por meio de uma série de eventos fisioldgicos: a) a coagulacéo
gue leva a producéo de coagulos de fibrina, b) a formacao do trombo e cicatrizacéo
mediada por agregacao plaquetaria e c) a vasoconstricdo, que leva a diminuicdo da
circulacdo sanguinea em vasos danificados (MONROE; HOFFMAN, 2006; CHMELAR
et al., 2012).

Kazimirova (2007), Francischetti et al. (2009), Koh e Kini (2009) e Chmelar et al.
(2012) estudaram os mecanismos pelos quais o0s carrapatos inibem a hemostase de
seus hospedeiros, resultados que levaram a descoberta e caracterizacao de diversos
componentes com atividades biolégicas complexas, com potencial para o
desenvolvimento de farmacos. Assim a deteccdo dessa proteina no extrato aqui
analisado vem confirmar a necessidade de mecanismos e de estruturas que evitem a
coagulacao do sangue do hospedeiro durante a alimentagcao do carrapato, permitindo
assim que o mesmo possa continuar ou mesmo concluir seu processo de alimentacéo
(SONENSHINE, 1991).

Os dados aqui obtidos permitiram ainda identificar a presenca da Thioredoxin
peroxidase, uma proteina antioxidante que funciona como peroxidase (ZHANG et al.,
1997), e que ja foi descrita por Ribeiro et al. (2006) no carrapato Ixodes scapularis
com funcao de prevenir reagdes oxidantes provenientes das respostas inflamatérias
na regiao de fixacdo do carrapato no hospedeiro. Durante o processo inflamatério
ocorre a geracao de radicais livres como parte do processo fisiologico do metabolismo
aerobico, contudo a peroxidase atua na desintoxicacdo celular ao eliminar o peroxido
de hidrogénio (RIBEIRO et al., 2006), permitindo assim, a diminuicdo das respostas
inflamatorias e, consequentemente, garantindo a alimentacdo do ectoparasita.

Diversas proteinas presentes na saliva de carrapatos apresentam mecanismos que
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agem como anti-inflamatoérios como, por exemplo, as enzimas capazes de hidrolisar
BK (cininases) (RIBEIRO; MATHER, 1998; BASTIANI et al., 2002), que se ligam e
sequestram aminas biogénicas (histamina e serotonina) (SANGAMNATDEJ et al.,
2002; MANS et al., 2008), inibidores de proteases envolvidas na resposta inflamatoria
(KOTSYFAKIS et al., 2006; PREVOT et al., 2009), entre outras.

Dessa forma, pelos dados obtidos pela espectrometria de massas (LCMS-IT-TOF),
utilizando a estratégia Shotgun e pelas ferramentas de bioinformética protedmica,
ficou evidente que o extrato de glandulas salivares de carrapatos R. sanguineus é
uma mistura complexa de moléculas onde podem ser encontrados elementos com
potencial farmacoldgico, que no caso tem potencial de agir como anticoagulantes e
anti-inflamatérios (RIBEIRO et al. 1985; WIKEL; BERGMAN, 1997; STEEN et al.,
2006; FRANCISCHETTI et al., 2009), funcbes estas que permitem que os individuos
dessa espécie driblem as respostas biolégicas de seus hospedeiros, e assim
garantam sua completa alimentacdo e desenvolvimento (KAZIMIROVA;
STIBRANIOVA, 2013).

Sendo assim, esse estudo vem fornecer as primeiras informacdes sobre a
composicdo proteica do extrato aqui estudado, sinalizando que o0 mesmo tem
potencial para ser testado em estudos que tratem das ac¢des anticoagulante e anti-

inflamatoéria, com o intuito de se isolar moléculas de interesse farmacéutico.
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CAPITULO 2:

Acdao do extrato de glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) sobre a inibicdo da proliferacdo de células de

linhagem tumoral.

RESUMO

s

A saliva dos carrapatos é composta por moléculas bioativas com acdes
vasodilatadora, anti-inflamatéria, anticoagulante e imunossupressora. Estudos
recentes demonstraram que a saliva desses artrOpodes apresenta moléculas capazes
de atenuar a angiogénese, bem como apresentam atividade antitumoral para certas
linhagens celulares. Neste trabalho, buscou-se analisar o potencial antitumoral do
extrato de glandulas salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus com quatro
dias de alimentacdo em coelhos hospedeiros em células das linhagens tumorais
SK-HEP-1 e HEP-G2, por meio de ensaios de MTT,; analise do nucleo e da
organizacdo e distribuicdo dos filamentos de actina, utilizando-se técnicas de
Microscopia Confocal de Varredura a Laser; e andlise do padrdo de transcricdo de
MRNAs envolvidos nos eventos ou mecanismos de morte celular por apoptose,
incluindo os produtos dos genes Bax, Blc-2, Caspases 3 e 9, Fas e interleucina 1. Os
resultados obtidos mostraram que o extrato na concentracdo de 50 pg/mL inibiu
significativamente a proliferacao celular das duas linhagens testadas. Pela anélise dos
nacleos e filamentos de actina das células expostas, ndo foram verificadas
caracteristicas morfoldgicas que indicassem processos de morte celular por apoptose.
Porém a analise do padrdo de transcricdo de alguns mRNAs envolvidos nos
mecanismos de morte celular por apoptose, evidenciou a expressao significativa de
genes anti e pro-apototicos nas células tratadas em relacdo ao grupo controle,
sugerindo que a acdo do extrato pode causar o desbalan¢co na homeostase celular,
podendo desencadear processos de morte celular por apoptose, corroborando com
dados apresentados na literatura.

Palavras-chave: carrapatos; saliva; apoptose; morfologia; mRNA
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo animais que pertencem a um dos grupos de maior
importancia entre os artropodes, devido ao seu habito hematéfago, o que lhe garante
grande importancia epidemiologica, visto serem vetores de virus, bactérias,
protozoarios e helmintos (SONENSHINE, 1991; DANTAS-TORRES, 2010), que
afetam aves, répteis, anfibios e mamiferos.

Pertencentes ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari e
classificados em trés familias (Ixodidae, Argasidae e Nutalliellidae) esses artrépodes
apresentam ampla distribuicdo geografica e podem parasitar grande variedade de
vertebrados selvagens e domésticos, tais como aves, répteis, anfibios e mamiferos
(inclusive 0 homem) (CRAMPTON, 1996; SAUER et al., 1996; NAVA et al., 2009).

Segundo Harwood e James (1979), o sucesso biolégico dos carrapatos como
vetores de microrganismos deve-se principalmente as caracteristicas biolégicas que
estes apresentam, dentre as quais destacam-se o hematofagismo em todas as fases
do desenvolvimento; fixacdo profunda nos hospedeiros, o que dificulta sua remocéo;
ingurgitamento lento, havendo tempo para inoculacdo de patdégenos; adaptagcdo a
diferentes espécies de hospedeiros; resisténcia a adversidade climatica devido a
grande esclerotizagdo e também longevidade nos diferentes ambientes, propiciando
tempo para multiplicagdo destes patdgenos.

A saliva dos carrapatos tem sido descrita como uma mistura complexa e
considerada um grande, diversificado e eficaz arsenal farmacologico que garante a
alimentacao 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 modulacdo do sistema imune-inflamatério
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e hemostéatico dos hospedeiros (STEEN et al., 2006; HAIJNICKA et al., 2011), sendo
considerada praticamente um reservatorio em potencial de moléculas multifuncionais
contendo bioativos de grande interesse (BATISTA et al., 2010). Por esta razéo, a
saliva destes animais vem sendo objeto de diferentes estudos devido, principalmente,
ao grande interesse na identificacéo e isolamento de suas moléculas, as quais podem
agir como: vasodilatadoras, antiinflamatorias, anticoagulantes e imunossupressoras
(OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo dados da literatura, tem sido identificadas na saliva dos carrapatos
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 o
Amblyomin-X, de Amblyomma cajennense (BATISTA et al., 2010; CHUDZINSKI-
TAVASSI et al., 2010), que teriam potencial no tratamento de doencas como a
trombose.

Além disso, componentes da saliva de diferentes espécies de carrapatos,
dentre elas a de R. sanguineus (carrapato do cédo), sao capazes de modular diferentes
passos da biologia das células dendriticas, como por exemplo sua maturacéo
(OLIVEIRA et al., 2008; 2010), inibir a proliferacéo de células endoteliais e apresentar
acOes anti-angiogénica (FRANCISCHETTI et al.,, 2010; DREWES et al., 2012) e
antitumoral (KAZIMIROVA et al., 2006; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS
et al., 2011; AKAGI et al., 2012).

Ainda com relacdo as moléculas bioativas com potencial antitumoral presentes

na saliva dos carrapatos, uma proteina encontrada na saliva de A. cajennense, com
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acdo no processo de coagulacdo, apresentou atividade citotéxica 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 (ATCC) por inducao de apoptose (R. appendiculatus e A. variegatum), bem
como devida a sua acgado anti-proliferativa (Ixodes ricinus, R. appendiculatus,
Dermacentor reticulatus e A. variegatum). Somando-se a isso Simons et al. (2011)
relataram os efeitos da saliva bruta de carrapatos sobre as células tumorais, visto as
mesmas terem entrado 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 neoplasicas de mama (MDA-MB-231; ATCC).

O figado é considerado a maior glandula do corpo humano, sendo responsavel
pela metabolizac&o de substancias e armazenamento de moléculas como o glicogénio
e vitamina A (KIERSZEMBAUM, 2004). O hepatocarcinoma representa uma das mais
frequentes neoplasias no mundo e, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(2015) ele néo esta entre os dez mais incidentes no Brasil, contudo no sudeste da
Asia, Japdo e Africa do Sul apresenta incidéncia particularmente alta, enquanto que
nos Estados Unidos, Gra Bretanha e regido norte da Europa € raro encontrar este tipo
de tumor. Segundo dados do mesmo Instituto (2015), cerca de 50% dos pacientes
com hepatocarcinoma apresentam cirrose hepatica, que pode estar associada ao
alcoolismo ou a hepatite cronica, cujo fator etiolégico € a infeccdo pelos virus da
hepatite B e C, relacionados ao desenvolvimento dessa neoplasia.

Assim, para o estudo dessa neoplasia, diversos modelos biolégicos podem ser

utilizados como a cultura celular de SK-HEP-1 e HEP-G2, por serem metabolizadoras
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e biotransformadoras de algumas substancias como farmacos e outras drogas (KATO

et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo analisar o efeito do extrato de glandulas
salivares de carrapatos R. sanguineus alimentadas por quatro dias em coelhos
hospedeiros (EGS4) nas linhagens tumorais SK-HEP-1 (ATCC: HTB-52) e HEP-G2
(ATCC: HB-8065), por meio de ensaios de MTT; Microscopia Confocal de Varredura
a Laser para as analises do nucleo e da organizacdo dos filamentos de actina; e
analises do padrdo de transcricio de mRNAs envolvidos nos eventos ou nos
mecanismos de morte celular por apoptose, incluindo os produtos dos genes Bax, Bcl-

2, Caspases 3e 9, FaselL-1a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Culturade células de linhagem tumoral

As linhagens de células tumorais humanas SK-HEP-1 (ATCC), oriundas do
figado e coletadas do liquido ascitico, e HEP-G2 (ATCC), oriundas do figado, foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Karen Cristiane Martinez de Moraes do
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Biologia da UNESP, I.B., Rio
Claro — SP. As células aderentes foram crescidas em garrafas de 75 cm3 em meio
Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Cultilab®), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab®), 100 unidades (U)/mL de antibidtico e antimicético
(Gibco®: CN 15240-062) a 37°C e em atmosfera contendo 5% de CO2 em incubadora

(TE-399, Tecnal®).

3.2. Ensaios de viabilidade celular

Para a determinagao da concentracédo de trabalho capaz de inibir a proliferacéo
celular em aproximadamente 50% em relagéo ao grupo controle (CL50) bem como o
periodo de tempo de exposicdo mais adequado (24, 48 ou 96 horas), foi realizado o
teste do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), que
baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazoélio por redutases mitocondriais de
células metabolicamente ativas. Nesse ensaio, ha a formacao de cristais azuis dentro
das células viaveis que sdo solubilizados e posteriormente analisados por
espectrofotometria. Deste modo, quanto menor for a viabilidade celular, menor sera a
reducdo do MTT e menor serd o sinal espectrofotométrico. A determinacdo da
viabilidade celular foi realizada adaptando-se a metodologia descrita por

Mosman et al. (1983)
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O teste do MTT foi realizado em microplacas de 96 pocos, sendo os tratamentos

dispostos de acordo com o seguinte esquema (Fig. 4):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al B CN CN CN CN CN B CN CN CN CN CN
B| B cp cP cP cp cp B cp cp cP cp cp
c| B (1] (1l [ (1] (1] B (1 (1] [ [ (1l
D| B (2] (2] (2] 2] (2] B 2 (2] 2] [ (2]
E| B (3] (3] K] (3] (3] B [ (3] K] [ (3]
F| B [ (4 (4] [ (4 B [4] (4] [4] [ (4]
G| B (5] (5] (5] (5] (5] B (5] (5] (5] (5] (5]
Hi B (6] (6] (6] 6] (6] B 6] (6] 6] 6] (6]

FIGURA 4. Disposicado dos grupos controle e tratamento na microplaca de 96
pocos. B = branco (somente meio de cultura, sem presenca de células); CN = controle
negativo (somente meio de cultura e células); CP = controle positivo (meio de cultura
e Triton X-100 1%); [1] = 50 pug/mL de extrato de glandula salivar (EGS4); [2] = 40
png/mL de EGS4; [3] = 25 ug/mL de EGS4; [4] = 10 pg/mL de EGS4; [5] =5 pg/mL de

EGS4 e [6] = poco vazio.

Foram plaqueadas 10* células por pogo, em um volume total de 100 yL de meio
de cultura com soro e incubadas a 37°C a 5% de CO:2 por 24 horas. Decorridas 24
horas, o meio foi retirado e foi adicionado novo meio de cultura (grupo controle
negativo), juntamente com o grupo controle positivo (meio de cultura e Triton X-100
1%) e os tratamentos (concentracdes de 50, 40, 25, 10, 5 pg/mL de extrato de

glandulas salivares), em um volume total de 200 puL por poco. Os tratamentos
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permaneceram nos pocos pelos periodos de 24, 48 e 96 horas (sendo 0s mesmos
renovados a cada 24 horas) e, posteriormente, foram retirados e substituidos por 150
uL de MTT 0,05 mg/mL diluido em meio de cultura. Depois de adicionado o MTT, a
placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37°C. Apos este tempo, a solucdo de MTT
foi descartada e foram adicionados, em cada poco, 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO)
e os cristais de formazam foram solubilizados por 30 minutos sob agitacdo. As placas
foram lidas em leitora de microplacas (EZ READ 400 Resech, Biochrom, Analitica®)
a 570 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados submetidos
ao teste estatistico ANOVA, seguido pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando software

GraphPad Prism 6v.

3.3. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Cerca de 1,5 x 10* células SK-HEP-1 e de HEP-G2 foram cultivadas em
laminulas redondas de 13 mm em placas de 24 pocos préprias para cultivo celular.
Apos 24 horas, 0 meio de cultura foi removido e, no caso do grupo controle, substituido
por 500 pL de novo meio de cultura. Ja nos tratamentos foram adicionados 50 pg/mL
de extrato de glandulas salivares, diluido em meio de cultura em um volume final de
500 pL por poco. Apos 96 horas, o meio foi removido e as células foram lavadas com
500 pL tampéo fosfato salino (PBS) (8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,14 g de NazHPOau,
0,2 g de KH2PO4 e 1000 mL de &gua ultrapura) e, em seguida, fixadas com
paraformoldeido 4% por 5 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, o
material foi lavado 3 vezes por 5 minutos com PBS. Em seguida, as laminulas foram
lavadas com Triton X-100 0,1% diluido em PBS por 5 minutos. Depois, foram

incubadas com 150 pL por pocgo de solugdo de faloidina (Alexa Fluor® 488, Life
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Tecnhologies®) e albumina do soro bovino (BSA) na proporgéo de 5 pL de faloidina,
200 pL de PBS e 2 uL de BSA, por 40 minutos. Logo apds, as laminulas foram lavadas
com PBS duas vezes por 5 minutos cada e foram adicionados 150 pL da solucao de
DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) (Life Tecnhologies®) na
proporcao de 2 uL BSA e 200 pL de PBS, por 10 minutos. Imediatamente, as laminulas
foram lavadas com PBS trés vezes por 5 minutos cada e as laminas foram montadas
com meio de montagem (Vectashield®, Vector Laboratories) e analisadas em

Microscépio Confocal de Varredura a Laser LEICA TCS-SP5 I1.

3.4. Anadlise do padréo de transcricdo de mRNAs envolvidos na morte

celular por apoptose

3.4.1. Extracdo de RNA total

Células das linhagens SK-HEP-1 e HEP-G2 foram crescidas em garrafas de
cultura de 25 cm?3 conforme descrito anteriormente, até atingirem 70% de confluéncia.
Em seguida, as garrafas do grupo controle receberam novo meio de cultura, enquanto
gue nos tratamentos foram adicionados 50 pg/mL de extrato de glandulas salivares
diluido em meio de cultura. Apds 96 horas (todos os tratamentos foram renovados a
cada 24 horas), as células foram coletadas e depositadas em microtubos de 1,5 mL.
O RNA total destas foi extraido utilizando-se 700 pyL de TRIzol® Reagent (Life
Technologies®) por tubo. Apds 5 minutos de incubacéo para a completa dissociagédo
dos complexos de nucleoproteinas, foram adicionados 140 uL de cloroférmio (Sigma,
St. Louis, Mo, USA) e os microtubos foram agitados por 15 segundos e, em seguida,

incubados por 3 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas
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por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C e a fase aquosa transferida para novos microtubos
de 1,5 mL. Para a precipitacdo do RNA, foram adicionados 350 pL de isopropanol
100% e a mistura foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e,
posteriormente, centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
removido do microtubo e o precipitado contendo o RNA foi lavado com 700 L de
etanol 75% e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo
removido e o pellet seco a temperatura ambiente por 5 minutos. O RNA foi, entéo,
ressuspenso em 20 pL de agua livre de RNAse e a pureza e a quantificacdo dos RNAs
foram determinadas utilizando-se espectrofotometro NanoDrop (NanoVue Plus, GE),
por meio da analise das relagbes entre os comprimentos de onda 160/280 nm e

260/230 nm, indicativos de pureza da amostra.

3.4.2. Obtenc&o do cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando-se 1 pug do RNA total extraido e o Kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystem®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para cada reacao, foi utilizada mistura de 2 ug de RNA
total (volume de 10 pL), 0,8 pL de 10x RT Buffer, 100 mM (25 x dNTP Mix), 2 pL 10x
RT Random Primers, 1 U da enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 0,5 pL de
RNase Inhibitor e agua livre de RNAse para um volume final de 10 pL. A mistura foi
incubada a 25°C por 10 minutos, seguidos de 120 minutos a 37°C e 85°C por 5
minutos com auxilio de termociclador (Eppendorf Mastercycler proS, Eppendorf).

Para se verificar a qualidade dos RNAs extraidos, foram realizadas, também,
reacoes em cadeia da polimerase (PCR) para o gene normalizador [(-actina,

utilizando-se uma aliquota das amostras.
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3.4.3. Técnica da PCR semi-quantitativa

A técnica da PCR semi-quantitativa foi utilizada para verificar o perfil da expressao
relativa dos genes relacionados aos processos de morte por apoptose das células
expostas e ndo expostas ao extrato de glandulas salivares. Para isto, foram utilizados
oligonucleotideos especificos para os genes Bax, Bcl-2, Caspases 3 e 9, Fas e IL-1
a. As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 10 pL utilizando 2 pL do
cDNA, 0,6 uM de cada oligonucleotideo, 1,5 mM de MgClz, solucdo tampéo para PCR
(1x), 200 uM de dNTP e 1,25 U da enzima Tag DNA polimerase (Unitag-500,
Uniscience). A amplificacao foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler
proS, Eppendorf) com o programa: 95°C por 3 minutos uma vez, 31 ciclos de: 95° por
50 segundos, seguido da temperatura de anelamento especifica de cada primer
utilizado por 50 segundos, seguido de 72° C por 50 segundos e um ciclo de 72° C por
8 minutos. Os produtos amplificados foram analisados baseando-se no padrao
eletroforético gerado apods corrida em gel de agarose 1%, corado com GelRed (20x)
(Molecular Probes), utilizando-se tampéao de carregamento DNA Loading Dye Buffer
(6x) (Uniscience) e visualizado e registado em transiluminador de luz ultravioleta (DNR
Bio-Imaging Systems MiniBis Pro). As imagens dos géis foram analisadas por
densitometria Optica pelo software gratuito ImageJ 1.48v (National Institutes of Health,
USA, disponivel em <http://rsh.info.nih.gov/ij/> acesso em 08 de jan. 2015). Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicatas e os dados submetidos ao teste estatistico
ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett (p<0,05), utilizando software GraphPad Prism

6v.
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade celular

As células das linhagens SK-HEP-1 e HEP-G2 foram incubadas pelos periodos
de 24, 48 e 96 horas na presenca de diferentes concentracfes (5, 10, 25, 40 e 50
png/mL) do extrato obtido de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus
alimentadas por quatro dias em coelhos hospedeiros. A Figura 5 mostra os resultados
gue foram obtidos nos ensaios de viabilidade celular pelo método de MTT e demonstra
que a concentracao de 50 pg/mL de extrato foi aquela capaz de inibir a proliferagao
celular em 50% em relacdo ao grupo controle, isso ocorrendo nas duas linhagens
celulares testadas (diferenca estatisticamente significativa, * = p<0,05). Além disso, o
periodo de tempo de exposicdo de 96 horas foi aquele mais efetivo em inibir a

proliferagao celular em relagao aos outros tempos (24 e 48 horas) testados.
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FIGURA 5. Comparacéo da viabilidade celular fazendo uso da técnica do MTT,
entre as linhagens SK-HEP-1 (A) e HEP-G2 (B), expostas e nao expostas
(O=controle) ao extrato de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus
alimentadas por quatro dias em coelhos hospedeiros. As barras representam as
médias das triplicatas com correspondente erro padrdo. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett. *p<0,05 em

relacdo ao grupo controle.
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4.2. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Foi realizada a Microscopia Confocal de Varredura a Laser, para analisar a
morfologia dos nucleos e o citoesqueleto das células SK-HEP-1 e HEP-G2 expostas
a concentracao de trabalho de 50 pg/mL do extrato de glandulas salivares, pelo
periodo de exposicao de 96 horas.

Nos resultados obtidos nas duas linhagens celulares analisadas, ndo foram
observadas diferencas significativas na morfologia dos nucleos do grupo exposto ao
extrato quando comparados aos dos grupos nao expostos (controle). Os mesmos nao
mostraram sinais morfolégicos de ocorréncia de morte celular por apoptose
(Figs. 6, 7A-F), tais como condensacédo de cromatina e fragmentac¢do do nucleo.

Além disso, ndo foram observadas alteracdes nos elementos do citoesqueleto nos
grupos expostos e ndo expostos ao EGS4 nas linhagens celulares analisadas

(Figs. 6, 7A-F).
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FIGURA 6. Imagem obtida pela técnica de Microscopia Confocal de células SK-
HEP-1 expostas e ndo expostas ao EGS4. [A;C;E] Células ndo expostas ao EGS4
(grupo controle). [A] Nucleo (DAPI). [C] Actina F. [E] Sobreposicao. [B;D;F] Células
expostas ao EGS4 na concentracdo de 50 ug/mL por 96 horas. [D] Nucleo (DAPI). [E]

Actina F. [F] Sobreposicao. Barras = 40um.
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FIGURA 7. Imagem obtida pela técnica de Microscopia Confocal de células HEP-
G2 expostas e ndo expostas ao EGS4. [A;C;E] Células ndo expostas ao EGS4
(grupo controle). [A] Nucleo (DAPI). [C] Actina F. [E] Sobreposicéo. [B;D;F] Células
expostas ao EGS4 na concentracao de 50 pg/mL por 96 horas. [B] Nucleo (DAPI). [D]

Actina F. [F] Sobreposicao. Barras = 50um.
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4.3. Anélise do padréo de transcricdo de mRNAs envolvidos na morte

celular por apoptose

4.3.1. Avaliacdo do cDNA

Além dos parametros avaliados no espectrofotdmetro, foram realizadas
reacoes em cadeia da polimerase (PCR) para o gene normalizador B-actina,
utilizando-se o cDNA sintetizado a partir das amostras de RNAs extraidos das células
SK-HEP-1 e HEP-G2 expostas e ndo expostas a concentracdo de 50 pg/mL do EGS4
pelo periodo de 96 horas. A Figura 8 apresenta o produto da amplificacdo apos
eletroforese em gel de agarose a 1%. O padrdo de expressdo equitativo do

normalizador assegura a qualidade e integridade dos cDNAs preparados.

FIGURA 8. Amplificacdo de cDNA do gene B-actina obtida do cDNA sintetizado
a partir de RNA total extraido de células SK-HEP 1 (A) e HEP-G2 (B). [1-3] Células
ndo expostas ao EGS4 (controle). [4-6] Células expostas ao EGS4 na concentracao

de 50 pg/mL por 96 horas.
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4.3.2. Técnica da PCR semi-quantitativa

4.3.2.1. Linhagem celular tumoral SK-HEP-1

A analise da expresséo relativa de mMRNAs de genes relacionados ao
processo de morte celular por apoptose foi realizada pela técnica da PCR semi-
guantitativa, utilizando cDNAS preparados a partir de amostras de RNA das
células SK-HEP-1 expostas ao EGS4 na concentragdo de 50 pg/mL pelo
periodo de 96 horas. A Figura 9A-F traz os graficos da expresséo de genes
correlacionados com mecanismos de morte celular na linhagem celular SK-
HEP-1.

Os genes Bax (Fig. 9A), Caspase 3 (Fig. 9B), Caspase 9 (Fig. 9C) e Fas
(Fig. 9E) nas células expostas ao EGS4, ndo apresentaram expressao relativa
diferente das células ndo expostas ao extrato (controle). Bcl-2 apresentou um
sutil aumento da sua expressao relativa nas células expostas ao extrato (Fig.

9D), semelhante a IL-1 a (Fig. 9F).
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FIGURA 9. Expresséao relativa de mRNAs envolvidos com o processo de morte
celular por apoptose das células SK-HEP-1 expostas ao EGS4 na concentracao
de 50 pg/mL por 96 horas e ndo expostas (controle). [A] Bax, [B] Caspase 3, [C]
Caspase 9, [D] Bcl-2, [E] Fas, [F] IL-1 a. As barras representam as médias das
triplicatas com correspondente erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett. *=p<0,05 em relacdo ao

controle.
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4.3.2.2. Linhagem celular tumoral HEP-G2

A analise da expresséo relativa de mRNAs de genes relacionados ao
processo de morte celular por apoptose foi realizada pela técnica da PCR semi-
guantitativa, utilizando cDNAS preparados a partir de amostras de RNA das
células HEP-G2 expostas ao EGS4 na concentracao de 50 pg/mL pelo periodo
de 96 horas. A Figura 10A-F traz os graficos da expressdo de genes
correlacionados com mecanismos de morte celular na linhagem celular
HEP- G2.

Os genes Caspase 9 (Fig. 10C), Fas (Fig. 10E) e IL-1 a (Fig. 10F) nas
células expostas ao EGS4, ndo apresentaram expressao relativa diferente das
células ndo expostas ao extrato (controle). Por outro lado, Bax (Fig. 10A) e a
Caspase 3 (Fig. 10B) mostraram, nas células expostas, um sutil aumento
significativo na sua expressao relativa em relacdo ao grupo controle. Ja o Bcl-
2 apresentou um significativo aumento em relacdo ao grupo controle, da sua

expressao relativa nas células expostas ao extrato (Fig. 10D).
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FIGURA 10. Expressao relativa de mRNAs envolvidos com o processo de morte
celular por apoptose, das células HEP-G2 expostas ao EGS4 na concentracao
de 50 pg/mL por 96 horas e ndo expostas (controle). [A] Bax, [B] Caspase 3, [C]
Caspase 9, [D] Bcl-2, [E] Fas, [F] IL-1 a. As barras representam as médias das
triplicatas com correspondente erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada pelo

teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett. *p<0,05 em relagéo ao controle.
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5. DISCUSSAO

Os carrapatos sdo um dos mais importantes grupos de Arthropoda do ponto
de vista médico e veterinario, por causarem lesdes nos hospedeiros, seja ho processo
de repasto sanguineo ou por transmitirem a estes agentes patogénicos como
arboviroses, ricketsioses, espiroquetoses e protozoarios (KAUFMAN, 1989).

Nesse sentido, a principal tematica dos trabalhos que vem sendo atualmente
desenvolvidos com esses animais tem abordado alternativas para o seu controle, por
meio do uso de substancias com potencial acaricida, estudos estes que deixam de
lado o aspecto morfoldgico e consequentemente o entendimento da fisiologia desses
animais, bem como suas relagbes com seus diferentes hospedeiros (CAMARGO-
MATHIAS, 2013).

Tais ectoparasitas necessitam permanecer fixados aos seus hospedeiros para
que a alimentacdo ocorra, precisando para tanto, produzir e secretar um arsenal
farmacoldgico, via saliva, que tenha potencial de garantir esse processo de
alimentacao e consequentemente a sua sobrevivéncia (RIBEIRO et al. 1985; WIKEL;
BERGMAN, 1997; STEEN et al.,, 2006; FRANCISCHETTI et al., 2010). Dados da
literatura tem demostrado que nesta saliva encontram-se moléculas das mais variadas
naturezas e fungdes, inclusive com agao sobre a modulacdo do sistema imune-
inflamatorio e hemostatico dos hospedeiros (STEEN at al., 2006; HAINICKA et al.,
2011) sendo, portanto, considerada um reservatério de moléculas multifuncionais,
onde estao presentes bioativos de grande interesse (BATISTA et al., 2010).

Nesse sentido a proposta do presente estudo foi a de analisar a morfofisiologia de

células das linhagens tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2 frente a exposi¢do ao extrato de
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glandulas salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus alimentadas por quatro
dias em coelhos hospedeiros.

Assim os resultados aqui obtidos pelos ensaios de MTT evidenciaram que as
alteracdes relacionadas a proliferacao celular variaram em fungéo: a) da concentracéo
do extrato utilizado, sendo que a de 50 pug/mL foi capaz de causar maior inibicdo da
proliferacédo das linhagens celulares expostas e b) do tempo de exposicao das células
ao extrato (Fig. 5AB), sendo que o tempo de 96 horas foi o que mais afetou a
proliferacdo. Essas analises preliminares corroboraram aquelas apresentadas por
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) sobre células da linhagem HelLa (ATCC: CCL-2).
Estes dados demonstraram, ainda, que o extrato teria potencial de agir ou inibindo a
proliferacéo celular ou induzindo as células a entrarem em apoptose, processos estes
de extrema importancia na busca por alternativas para o controle de neoplasias, além
de terem confirmado os resultados obtidos por Chudzinski-Tavassi et al. (2011), que
verificaram a agdo citotoxica de uma proteina recombinante (Amblyomin-X) presente
na saliva de carrapatos A. cajennense, sobre linhagens de células tumorais (MIA
PaCa-2 e SK-MEL-28). Os mesmos autores também estabeleceram que essa acao
seria tanto dose-dependente, como tempo-dependente.

Apoptose é um termo que foi introduzido por Kerr (HOCKENBERY et al., 1990;
ALBERTS, 2010), para denominar o processo de morte celular programada, um tipo
de morte celular, distinto da necrose, que € caracterizado como sendo um conjunto
de alteracdes morfofisioldgicas e bioquimicas que inclui a condensacéo da cromatina,

a fragmentacao do DNA e as alteracfes na superficie celular, o que possibilita o rapido
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reconhecimento e englobamento das células apoptoticas pelas células fagocitarias,
evitando-se reacdes patologicas como a inflamacéao (KUAN; KUIDA, 2003; ALBERTS,
2010).

A apoptose € importante uma vez que participa da regulagcdo do numero de
células durante o desenvolvimento do individuo, da renovacédo celular do individuo
adulto e em outras situacdes na eliminacdo de células com danos genémicos ou
celulares (MITTLER; SHULAEV, 2003). Os processos de apoptose envolvem duas
vias: a intrinseca e a extrinseca, podendo a primeira ser estimulada por diferentes
sinais (irradiacdo, quimioterapicos, virus etc), os quais geram estresses intracelulares
ativando proteinas que vao induzir apoptose pela via mitocondrial (MITTLER;
SHULAEYV, 2003), enquanto que a segunda € mediada pelos “receptores de morte”,
0s quais encontram-se na superficie celular, que quando ativados por seus ligantes
transmitem o sinal para o desencadeamento das vias apoptéticas (MITTLER;
SHULAEYV, 2003).

A Figura 11 apresenta resumidamente as vias de sinalizacdo dos mecanismos

de apoptose.
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As neoplasias sdo descritas como o0 resultado de uma série progressiva de
alteracdes que ocorrem numa célula sadia e que modificam varios mecanismos
correlatos a regulacdo da expressao génica e dois grupos de genes atuam nesse
processo: 1) 0s proto-oncogenes, que atuam diretamente no controle do ciclo celular
e gue quando mutados e/ou modificados aumentam sua expressao, acelerando a
proliferacéo celular (LUO, 2008); e 2) 0s genes supressores tumorais, que também se
correlacionam com o controle do ciclo celular, e estao relacionados a inducédo de morte
celular, como o 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 fenétipo
angiogénico, levam a superexpressao de Bcl-2, gene antiapoptético, e de Bax, gene
pré-apoptético.

As células transformadas possuem a capacidade de driblar os mecanismos de
controle do ciclo celular, da apoptose e da ativacdo imunoldgica do seu meio
ambiente, o que favorece a proliferacéo celular descontrolada (PISTILLI, 2009).

No presente estudo, com a finalidade de verificar possiveis efeitos citotoxicos ou
citoliticos nas células de linhagens tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2, foram realizados
além dos ensaios de citotoxicidade (teste do MTT), técnicas de Microscopia Confocal
de Varredura a Laser para analise dos nucleos e os filamentos de actina do
citoesqueleto, e técnicas de PCR semi-quantitativa para analise do padrdo de
transcricdo de mMRNAs envolvidos nos mecanismos de morte celular por apoptose,
nas células expostas e ndo expostas ao EGS4.

Os resultados aqui obtidos por meio da Microscopia Confocal para as células SK-

HEP-1 e HEP-G2 submetidas a concentracéo de 50 pg/mL do EGS4 expostas por 96
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horas ndo mostraram diferencas significativas na morfologia das mesmas quando
comparadas as do controle, diferindo dos registros da literatura que relataram que a
saliva bruta dos carrapatos Ixodes scapularis e Boophilus microplus foi capaz de
ocasionar alteracdes morfofisioldgicas, tais como na forma do nucleo, ocorréncia de
retracdo do citoplasma e aparente perda de interacéo célula-célula, quando estudadas
células endoteliais microvasculares de derme humana (MVEC) e células endoteliais
umbilicais humanas (HUVEC) in vitro (FRANCISCHETTI et al, 2005).

Contudo os resultados obtidos no presente estudo via analise de PCR semi-
guantitativa da expressdo de mRNAs nas células HEP-G2 expostas ao EGS4
mostraram que houve maior expresséo relativa do gene Bax (Fig. 10A), codificador
de moléculas que promovem a apoptose controlando, assim, o processo de morte
celular (MIYASHITA; REED, 1995), sugerindo que houve o desbalanco na
homeostasia celular, o que poderia levar a morte programada. Este dado corroborou
os de Kazimirova et al. (2006) quando estudaram o potencial antitumoral de extratos
de glandulas salivares de diferentes espécies de carrapatos sobre células da linhagem
HeLa. Ja nas células da linhagem SK-HEP-1 expostas ao extrato, ndo foram
verificadas diferencas na expresséo relativa desse gene (Fig. 10B).

A apoptose pode ser desencadeada pela acdo das caspases (cisteino-
proteases), um grupo de enzimas proteoliticas sintetizadas na forma de pro-enzimas
inativas que podem ser ativadas por estimulos especificos tais como irradiacao,
quimioterapicos, virus, além da ativacdo dos “receptores de morte” (Fas, IL-1R etc)
presentes na superficie celular (SAKAMAKI; SATOU, 2009). As caspases
relacionadas com os processos de morte celular programada estdo subdivididas em

iniciadoras (que ativam outras caspases) e efetoras (que clivam seus substratos
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levando a ativacao da apoptose) (SAKAMAKI; SATOU, 2009). Sabe-se ainda que as
caspases 2, 8, 9 e 10 atuam mais como iniciadoras e as 3, 6 e 7 como efetoras
(MURPHY; MARTIM, 2003).

Os dados aqui obtidos revelaram maior expressao da Caspase 3 nas células
da linhagem HEP-G2 expostas ao EGS4 (Fig. 10B), o que permitiu sugerir gue esse
extrato afetou a homeostasia celular, o que poderia induzir as células a entrarem em
morte apoptética, corroborando o dado de que a Caspase 3 é a principal efetora,
agindo na clivagem da maioria dos substratos nas células em apoptose e conduzindo
a degradacdo das proteinas celulares necessdarias para manter a sobrevivéncia e
integridade das células (processada e ativada pelas caspases iniciadoras 8 e 9) (Fig
11) (FISCHER et al., 2003). Portanto, os dados aqui obtidos vieram reforcar aqueles
encontrados anteriormente por Kazimirova et al. (2006), bem como por Chudzinski-
Tavassi et al. (2010) e Simons et al. (2011) que mostraram que componentes da saliva
do carrapato A. cajennense, assim como a proteina recombinante Ambyomin-X
(obtida de biblioteca de c-DNA das glandulas salivares do carrapato A. cajennense)
foram capazes de desencadear o processo de morte celular por apoptose em
linhagens de células tumorais. Ja, as células da linhagem SK-HEP-1 aqui estudadas,
tratadas com o EGS4 nao apresentaram diferencas significativas na expressao desse
gene, mostrando-se, portanto, possivelmente resistentes ao extrato visto que,
segundo Chmieleck et al. (2011), diferentes linhagens celulares tumorais apresentam
taxas de crescimento e de morte diferentes entre si e, portanto, apresentam
resisténcias a quimioterapicos de forma diferenciada.

A Caspase 9 desempenha reconhecidamente um importante papel na via de

morte celular mediada por mitocondria, ativando caspases efetoras na cascata de

92



reacoes, como as 7 e 3 (Fig. 11) (KUIDA et al., 1998). No presente trabalho a andlise
da expressao da Caspase 9, mostrou que ndo houve aumento de expressao para a
células expostas ao EGS4 das duas linhagens celulares (Fig. 9C, 10C), podendo ser
um indicativo que a Caspase 3 ndo seria ativada pela Caspase 9, mas sim pela IL-1
a, uma citocina capaz de desencadear a apoptose, corroborando dados também
obtidos por Hogquist et al. (1991).

A via extrinseca da apoptose, ocorre por meio da interacao de receptores de
morte com seus respectivos ligantes, ou seja, através de sinais externos, podendo ter
ou ndo a participacdo da mitocondria (AMARANTE-MENDES; GREEN, 1999). O
receptor Fas € uma proteina transmembrana pertencente a superfamilia dos fatores
de necrose tumoral. Ao interagir com seu ligante (FasL), ocorre a ativacado das
Caspases 10 e 8, que por sua vez ativam a 3, desencadeando entdo o processo de
apoptose (Fig. 11) (AMARANTE-MENDES; GREEN, 1999). Nas células expostas ao
EGS4, ndo se observou diferencas na expressdo dos mRNAs desse receptor quando
comparou-se ao grupo controle (Fig. 9, 10E), permitindo sugerir que a ativacéo da
via dos mecanismos de apoptose ndo acontece pelo receptor Fas, mas pela ativacéo
do receptor de IL-1 via interagdo com seu ligante (IL-1 a), o que desencadearia 0
processo de apoptose. Hogquist et al. (1991) mostraram que essa citocina participaria
da ativacdo da apoptose em macrofagos em ratos.

A andlise do mRNA da IL-1 a via PCR semi-quantitativa mostrou aumento
significativo da expressao nas células da linhagem HEP-G2 expostas ao EGS4 em
relacdo as do grupo controle (Fig. 10F), fato esse nédo observado quando da exposi¢ao
as células SK-HEP-1 (Fig. 9F). Sabe-se que essa citocina interage com seu receptor

especifico de membrana plasmatica e participa da via extrinseca de ativacdo dos
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mecanismos de apoptose (Fig. 11) (WEINBERG, 2008). Uma vez ativado via
interacdo com o seu ligante (IL-1 a), o dominio de morte desse receptor ativa, além
de outras proteinas, aquela associada denominada FADD (proteina de dominio de
morte associado a Fas) presente no citoplasma (WEINBERG, 2008). O complexo
resultante dessa ligagdo DISC (complexo de sinalizacdo indutor de morte) € o
responsavel por ativar as formas inativas de pro-enzimas da Caspase 8 e 10
encontradas no citoplasma, as quais ativam as Caspases efetoras 3 e 7 (Fig. 11),
convergindo assim na via de sinalizacdo por meio da qual o programa apoptotico
intrinseco atua (WEINBERG, 2008). Logo, os dados aqui obtidos podem indicar que
a via de apoptose, para as células da linhagem HEP-G2, poderia ser ativada por meio
da interacdo da IL-7 a com esse receptor.

Contudo, os resultados aqui obtidos pela analise da expressdo de mRNAS para
0 gene Bcl-2 (FIGURA 9D e 10D), mostraram maior expressao desse gene no grupo
exposto ao EGS4 quando comparado ao controle, indicando que o extrato interferiu
na regulacdo do mesmo, numa tentativa de resisténcia a apoptose, visto que esse
proto-oncogéne tém por funcéo suprimir a morte celular programada (HOCKENBERY
et al., 1990; BATISTATOU et al., 1993; KANE et al., 1993; MARTINEZ-ARRIBAS et
al., 2007).

Assim os dados aqui obtidos, sugeriram que o EGS4 pode apresentar potencial
antitumoral, uma vez que foi capaz de inibir a proliferacdo das células de linhagem
tumoral SK-HEP-1 e HEP-G2. Pode-se sugerir, ainda, que o extrato interferiu na
homeostasia celular, 0 que poderia desencadear o processo de morte celular por
apoptose, mesmo que as alteracdes morfoldgicas caracteristicas deste tipo de morte

ndo tenham sido observadas na Microscopia Confocal. As vias extrinsecas pela
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ligacdo da IL-1 a e a vias intrinsecas das Caspases 3 possivelmente também estejam
envolvidas nesse processo.

Dessa forma, os resultados aqui apresentados foram sinalizadores de que o
extrato de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus alimentadas por quatro
dias em coelhos hospedeiros pode ser um candidato para atuar como inibidor da
proliferacdo das células das linhagens tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2, subsidiando a

literatura com dados importantes para futuros estudos com neoplasias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de glandulas salivares de carrapatos R. sanguineus foi capaz de
comprometer a viabilidade das células SK-HEP-1 e HEP-G2, por meio da
reducao da proliferacao e da interferéncia na homeostase celular, o que poderia
induzir o processo de apoptose, eventos que ocorreram em funcdo: a) da
concentragdo do extrato e b) do periodo de tempo de exposicdo das células

tumorais ao extrato.

O EGS4 foi capaz de: 1) afetar negativamente a proliferacdo das células
tumorais na concentragéo de 50 pug/mL, principalmente no tempo de exposicao

de 96 horas.

O extrato foi capaz de interferir na homeostasia celular, o que poderia
desencadear o processo de morte celular das linhagens SK-HEP-1 e HEP-G2.
Contudo, serdo necessarias técnicas de citometria de fluxo para se confirmar a

morte por apoptose.

As vias extrinsecas pela ligacdo da IL-1 a e as intrinsecas das Caspases 3
poderiam estar envolvidas no processo de apoptose, que poderia ser
desencadeado pelo desbalanco da homeostase das células expostas ao

extrato.
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- O extrato de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus alimentadas por
guatro dias em coelhos hospedeiros € um candidato para inibir a proliferacao

celular das linhagens tumorais SK-HEP-1 e HEP-G2.
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ANEXO A - FOLHA DE APROVAGAO DO CEUA

u n es p Ae;g" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA

“JULIO DE MESQUITA FILHO" NO USO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA =R - UNESP - CRC
DECISAO CEUA N* 021/2013
Instituicio: UNESP - IB - CRC Departamento: Biologia
Protocolo n°: 6269 Data de Registro CEUA. 30.9.2013

Projeto de Pesquisa: “Acdo do extrato de glandulas salivares de fémeas de carrapato
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1808) sobre a inibig3o e proliferacio de células de
linhagem tumoral®.

Subprojeto(s) vinculado(s): == ==

Pesquisador Responsavel: Maria Izabel Souza Camargo

Orientando(a): Luis Adriano Anholeto

Colaborador(es). == ==

()TCC

Objetivo (X) Mestrado
Académico: ( ) Doutorado

( ) Outros ~ (Especificar)

A Comissdo de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP —
Campus de Rio Claro, em sua 18 reunido ordinaria, realizada em 8/11/2013.

(X) Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo
relator,

() Desde que atendidas as péh'dénclu apontadas na reunido (vide anexo), aprova
o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).

() Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido
pelo refator.

Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas
(prazo maximo de 30 dias).

)
) Nao Aprovou.
) Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

Rio Claro, 8 de novembro de 2013.
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Prof. Dr. Mario Sérgio Palma
Coordenador da CEUA
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