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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito toxico e terapéutico do extrato da
glandula salivar (EGS) de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus senso lato (Acari:
Ixodidae), alimentadas por 2 dias em hospedeiros, em diferentes concentragdes, por meio de
injecOes intraperitoneais em ratas Wistar. Os resultados clinicos mostraram que na
concentracdo de 10 pg/uL houve aumento da frequéncia de neutrofilos e diminuicao da de
linfocitos. Na andlise histologica do figado, observou-se que o extrato nessa concentracdo
causou alguns efeitos toxicos como vacuolizagdo citoplasméatica nos hepatécitos e
desorganizacdo estrutural dos corddes celulares. Nas concentragdes de 40 e 80 ug/uL, as ratas
ganharam peso corporal e tiveram o peso relativo do figado diminuido, evidenciandoo que essas
concentracOes causaram toxicidade sistémica. Nesse trabalho foi também analisado o efeito do
EGS apenas na concentragdo de 0,04ug/uL, sobre lesdes pré-neoplasicas (LPN) no figado de
ratos Wistar e observou-se aumento no peso relativo apenas do figado nos animais dos grupos
LPN e LPN+EGS quando comparados ao controle. A histologia mostrou que os animais LPN,
antes da injecdo do extrato, foram os que tiveram o tecido hepatico com maiores danos
(desorganizacdo dos corddes, aumento de tecido conjuntivo, vacuolizacdo citoplasmatica,
células apoptdticas e aumento na frequéncia de células de Kupffer, células de defesa deste
0rgao) os quais foram reduzidos quando os ratos receberam o EGS. No presente estudo
realizou-se ainda a avaliacdo in vitro do efeito dos acaricidas timol e carvacrol, sobre células
RML-15, oriundas de carrapatos R. sanguineus s.l. e observou-se que o timol nas vérias
concentracgdes testadas ndo alterou a viabilidade das mesmas, ao contrario do carvacrol que na
maior concentracdo (0,3 uL/mL) matou mais de 70% das células e na de 0,06puL/mL matou
23% delas. Morfologicamente as células expostas as menores concentragdes de timol ndo
apresentaram danos e as expostas as maiores concentragcbes sofreram: vacuolizagdo
citoplasmatica, picnose e fragmentacdo nuclear. O carvacrol foi 0 composto que causou as
maiores alteracdes morfologicas: perda dos limites celulares, picnose e fragmentacdo nuclear
observadas ja na exposi¢do as menores concentragdes. Na maior concentracdo houve 100% de
morte das células e na de 0,012uL/mL as células entraram em apoptose, 0 que caracterizou o
efeito citotoxico desse acaricida.

Palavras-chave: Carrapato do cdo, Lesdes pré-neoplasicas (LPN), hepatotoxicidade,

cultura de células, carrapatos, acaricidas.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the toxic and pharmacological effect of salivary gland extract
(SGE) of female ticks Rhipicephalus sanguineus in different concentrations through
intraperitoneal injections in Wistar rats. Clinical results showed that at the concentration of 10
pg/uL there was an increase in neutrophil frequency and a decrease in lymphocytes. It was also
observed that in the liver histological analysis, the extract at this concentration caused some
toxic effects: cytoplasmic vacuolization in the hepatocytes and structural disorganization in the
cellular cords. At concentrations of 40 and 80 pg/uL, rats body weight increased, and relative
liver weight decreased, showing that these concentrations caused systemic toxicity. In this
study, was analysed the effect of SGE in the concentration of 0.04 ng/uL on the pre-neoplasic
lesions (PNL) in the liver of Wistar rats, and there was an increase in the relative weight of the
liver in the groups PNL and PNL + SGE. The histology showed that the PNL animals had the
hepatic tissue with the biggest damage (cord disorganization, increase of connective tissue,
cytoplasmic vacuolization, apoptotic cells and increased Kupffer cell quantity, indicating
immune response), those alterations were reduced when the mice received the SGE as
treatment. In the study about the in vitro evaluation of the acaricides effect of thymol and
carvacrol on RML-15 cells from R. sanguineus s.l. ticks were carried out. Thymol at all tested
concentrations did not alter the cells viability, unlike carvacrol that at the highest concentration
(0.3 uL/mL) killed more than 70% of the cells and at 0.06 pL/mL it killed 23% of the cells.
Morphologically, the cells exposed to the lowest concentrations of thymol presented no damage
and the ones exposed to the highest concentrations had cytoplasmic vacuolization, pyknose and
nuclear fragmentation. Carvacrol was the compound that caused the highest morphological
changes: loss of cell boundaries, pyknosis and nuclear fragmentation observed at the lowest
concentrations. At the highest concentration there was 100% cell death, at 0.012 uL/mL the

cells entered apoptosis, which characterized the cytotoxic effect of this acaricide.

Keywords: Dog tick, preneoplasic lesions (PNL), hepatotoxicity, cell culture, ticks, acaricides.
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INTRODUCAO 7

INTRODUCAO
Extrato de glandulas salivares de carrapatos Rhipicephalus sanguineuss. .

Os carrapatos da espécie R. sanguineus s. |. tem como hospedeiro preferencial o céo
doméstico e por isso sdo conhecidos popularmente como “carrapato marrom do cao”, podendo,
no entanto, parasitar outros animais de estimacéo e até mesmo os seres humanos (DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; GRAY et al., 2013). Trata-se de um
ectoparasita de grande importancia médico-veterinéria por ser também o principal vetor de
bactérias, virus e protozoarios em animais domésticos, causando nestes doencas como a
Erliquiose (Ehrlichia canis), Babesiose (Babesia canis) e Hemobartonelose (Haemobartonella
canis) em cdes, e ainda, em humanos transmitindo as Rickettsia conorii e R. rickettsii,
causadoras da febre botonosa e maculosa, respectivamente (DANTAS-TORRES, 2008, 2010).

A alimentacdo nos carrapatos da-se basicamente devido a acdo combinada das suas
estruturas bucais e da liberacdo da saliva produzida nas glandulas salivares, mistura complexa
de vérios bioativos capazes de modular o sistema imune dos hospedeiros (CAMARGO-
MATHIAS, 2013). Nesses podem ser encontradas as moléculas: fosfatases 4cidas, esterases,
aminopeptidases, metaloproteases, prostaglandinas, lipocalinas e calreticulinas, além de outras
com propriedades ainda desconhecidas (BINNINGTON, 1978; MULENGA; BLANDON;
KHUMTHONG, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Aquelas ja conhecidas tem papel importante
nos processos de: vasodilatacdo, angiogénese, diminuicdo da coagulacdo, aumento da
fibrindlise, inibicdo da agregacdo plaquetaria, e imunomodulacdo (DREWES et al., 2012;
HOVIUS; LEVI; FIKRIG, 2008; SAUER; ESSENBERG; BOWMAN, 2000).

Hepatocarcinoma

O figado dos mamiferos é o Orgdo responsavel pelos processos de metabolizacdo e
neutralizacdo de compostos, regulacdo da homeostase sanguinea e desintoxicacdo do
organismo, via células hepéticas (hepatdcitos), as quais encontram-se dispostas em cordfes nos
I6bulos, estes permeados por vasos sanguineos que possibilitam as trocas de macromoléculas
entre o sangue e as células (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). E no figado que os agentes
toxicos como por exemplo os carcindgenos sdo processados (HASCHEK; ROUSSEAUX;
WALLIG, 2010).

Segundo dados disponiveis, o cancer é considerado como um dos principais causadores
de mortes em pessoas com menos de 70 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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Segundo a IARC (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER) em 2018
haveria 12 milhdes de novos casos com 9,6 milhdes de mortes. Ainda segundo os dados, 0s
tipos de cancer que mais frequentemente acometem os humanos nos paises em desenvolvimento
sdo: o de figado (hepatocarcinoma), o de pulmé&o (carcinoma espinocelular e adenocarcinoma)
e 0 de estdmago (adenocarcinoma) (SCHRAUF et al., 2009).

O hepatocarcinoma (HCC) é um tipo agressivo que ocorre no figado e geralmente é: a)
decorrente de inflamacdes crbnicas causadas pelo desenvolvimento de cirrose hepatica, b)
devido a infecgdo por virus das hepatites B ou C, ¢) devido ao consumo de alcool a longo prazo
e d) pela exposicédo a toxinas carcinogénicas (TANNAPFEL; WITTEKIND, 2002; YU; YUAN,
2004). Na maioria dos casos é diagnosticado em estagio tardio, pois 0s sintomas clinicos sdo
silenciosos e, sendo assim, os tratamentos disponiveis tém sido pouco eficazes (DIAZ-
GONZALEZ et al., 2016; LOPEZ; VILLANUEVA; LLOVET, 2006).

Modelo experimental de lesbes pre-neoplasicas (LPN)

O desenvolvimento do HCC passa por diferentes estagios que envolvem multiplas
alteracdes induzidas por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, capazes de gerar danos no
DNA, comprometendo o sistema de reparo e ainda estimulando a proliferacao celular pois, na
formacdo da neoplasia, ha a conversdo do dano em alteracdo herdavel (FARBER; SARMA,
1987; MARTINEZ et al., 2003; PITOT, 2001).

Um modelo que vem sendo utilizado para o estudo da hepatocarcinogénese em ratos é
aquele do Hepatocito Resistente (HR) descrito em 1976 e modificado em 1987 o qual consiste
na administracdo Unica do agente DEN (dietilnitrosamina), seguido da administracdo do 2-AAF
(2-acetilanimofluoreno) (SEMPLE-ROBERTS et al., 1987; SOLT; FARBER, 1976). Esse
modelo postula que o 2-AAF é capaz de inibir a proliferacdo dos hepatocitos normais, mas ndo
dos “hepatocitos resistentes” 0s quais seriam resultados da aplicacdo do DEN e causariam
lesdes pré-neoplasicas (LPN) (SCOLASTICI et al., 2014), estas utilizadas na identificacdo de
marcadores neoplasicos, no estudo da progressao tumoral e de estratégias preventivas (PEREZ-
CARREON et al., 2006).

Efeito terapéutico do extrato de glandulas salivares de carrapatos

Além das acbes anti-hemostatica, anticoagulante e anti-inflamatdria da saliva dos
carrapatos ja serem bem conhecidas, novos estudos vém buscando esclarecer 0s mecanismos
envolvidos na sintese e na utilizacdo do arsenal farmacol6gico das glandulas salivares dos

carrapatos. Os resultados tém demonstrado que os bioativos sintetizados por esses animais
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podem ser 6timos aliados em terapias alternativas de diversas doencas, bem como de neoplasias
(ABREU, 2014; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al., 2011).

Segundo a literatura, a saliva de diferentes espécies de carrapatos teria também a
capacidade de inibir a proliferacdo de células endoteliais (FRANCISCHETTI et al., 2009) e
dados de Kazimirova e Stibraniova (2013) e Simons et al. (2011) mostraram que a substancia
Amblyomin-X, por exemplo, extraido da saliva bruta da espécie Amblyomma cajennense, teria
efeitos toxicos in vitro sobre células tumorais de melanoma, adenocarcinoma pancreatico e em
celulas murinas de adenocarcinoma renal levando-as & morte por apoptose, porem, sem afetar
os fibroblastos sadios (AKAGI et al., 2012). Ainda, o extrato de glandulas salivares obtido de
fémeas de carrapatos R. sanguineus alimentados por 2 dias demonstrou potencial de inibir a
invasao de células de tumor de Walker 256 instalado na musculatura da pata de ratas Wistar in

vivo, sem, no entanto, provocar outros danos no organismo (ABREU et al., 2014).

Apesar de diversos pesquisadores ja terem evidenciado a agdo anti-tumoral da
saliva/extrato de glandulas salivares de carrapatos, novos estudos com diferentes modelos
tumorais devem ser realizados a fim de se ampliar o conhecimento sobre o possivel efeito
terapéutico destas substancias. Além disso, no caso do extrato, a avaliacdo da sua toxicidade é
de importdncia fundamental, uma vez que o mesmo é composto por substancias com
propriedades bioldgicas tanto conhecidas quanto ainda nem tdo conhecidas e que podem,

eventualmente desencadear reacdes sistémicas no organismo.
Cultura de células de carrapatos

Estudos com a morfofisiologia de carrapatos vem sendo amplamente desenvolvidos por
pesquisadores do grupo Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM) através
de bioensaios com os carrapatos (CAMARGO-MATHIAS, 2013). No entanto, trabalhos que
abordem os efeitos desses bioativos sobre células obtidas dos préprios ectoparasitas, na
condigdo in vitro, ainda sdo escassos. Diante disso, testar in vitro o potencial acaricida de dois
bioativos: o timol extraido de plantas das familias Lamiaceae e Verbaneceae e o carvacrol
extraido de plantas das familias Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae (DE OLIVEIRA-CRUZ et
al., 2013; KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013) fazendo para tanto o uso de linhagens celulares
ao invés de hospedeiros in vivo, seria uma estratégia muito interessante para se obter
informacdes sobre a toxicidade dessas substancias, que embora potentes acaricidas, nao teriam
ainda totalmente esclarecidos seus efeitos sobre os organismos a elas expostas. Nessa direcéo

é que foi elaborada esta proposta, cujos resultados obtidos in vitro serdo de extrema importancia
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no sentido de se propor estratégias de controle desses ectoparasitas sem fazer uso de animais

(hospedeiros) in vivo.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

A exposicdo aguda de ratas Wistar ao extrato (EGS) obtido a partir de glandulas
salivares de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. I. na concentragéo de 10 pg/pL néo
causou toxicidade sisttmica nos animais, mas causou hepatotoxicidade (alteracGes
morfolégicas no figado) e alteragbes hematoldgicas (aumento de neutréfilos e
diminuicéo de linfocitos).

A exposicdo aguda das ratas ao EGS de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. I. nas
concentragdes de 40 e de 80 pg/pL causou toxicidade sistémica nos animais detectada
por meio do aumento do peso relativo do figado e da presenca de alteracdes
morfohistoldgicas.

A concentracdo de 80 pg/pL do EGS foi a mais toxica, inclusive aumentando o
recrutamento de células de Kupffer.

O EGS a concentracdo de 0,04 pg/uL reduziu os danos no figado dos ratos LPN
positivos.

O timol alterou, in vitro, a morfologia das células da linhagem RML-15.

O carvacrol foi citotoxico in vitro, para as células RML-15 e induziu a apoptose

destas.
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