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RESUMO

A espécie Rhipicephalus sanguineus s. |., mais conhecida como “carrapato do cdo”,
possui uma grande importancia médico-veterinaria, ndo so por espoliar seus hospedeiros,
mas também por ser um potencial vetor de agentes patogénicos. O sucesso bioldgico
desses ectoparasitas deve-se a producdo de uma saliva complexa produzida pelas
glandulas salivares, cujos compostos sdo capazes de modular o sistema imune-
inflamatorio e hemostatico dos hospedeiros. No entanto, mesmo com o conhecimento
adquirido sobre o potencial da saliva no sistema imune-inflamatério dos hospedeiros,
pouco se estudou sobre 0os mecanismos de acdo dos extratos glandulares nessa resposta,
e as alteracBes morfofisioldgicas envolvidas. Desta forma, o presente projeto prop6s a
analise dos efeitos in vitro de extratos de glandulas salivares de fémeas de carrapatos R.
sanguineus s. I. com 2 e 4 dias de alimentacdo (EG2 e EG4) sobre macrdfagos peritoneais
de camundongos BALB/c e células da linhagem J774, observando possiveis variagcdes na
atividade e na morfofisiologia destas células em funcdo das diferentes exposi¢cdes ao
extrato. Os resultados demonstraram que apenas a concentra¢do de 4 pg/mL do extrato
EG2 apresentou citotoxicidade sobre células da linhagem J774 quando expostas por 48
horas; as concentracdes de 4 e 2 pg/mL de ambos os extratos estimularam perfis pro-
inflamatorios em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c; a concentragdo de 2
pg/mL no tempo de 48 horas de exposi¢do e 1 pg/mL no de 24 horas de exposi¢do do
EG2 e as concentragdes 2 e 1 pug/mL o EG4 em 48 horas de exposicdo também
estimularam atividade pré-inflamatoria de células da linhagem J774; as demais
concentracOes dos extratos EG2 e EG4 tiveram atividade imunomodulatdria sobre ambas
linhagens, como demonstrado pela diminuicéo de liberagdo de NO, concomitante com a
diminuicdo da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias (IL2, IL-6 e TNF-a), aumento da
sintese de IL-10, e confirmada pela analise morfolégica sob microscopia de luz e

varredura.
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INTRODUCAO

1. Carrapatos

1.1. Biologia Geral

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas obrigatérios e de habito hemat6fago,
que parasitam grande diversidade de hospedeiros vertebrados durante a sua ontogenia
(ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Esses animais sdo também conhecidos pela
capacidade de transmitir inimeros patdgenos, como fungos, bactérias, protozoarios e
virus responsaveis pela transmissao de doencas aos seus hospedeiros (LABRUNA et al.,
2007) .

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

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

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



cemento, sintetizada pelas glandulas salivares e que tem como func¢éo auxiliar na fixacao
do aparelho bucal. Instalado esse canal de alimentacdo, comeca a ser liberada a saliva do
carrapato para o hospedeiro, bem como os fluidos sanguineos do hospedeiro para os
carrapatos (ANDERSON; MAGNARELLLI, 2008).

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

se adultos (SONENSHINE; ROE, 2014).

1.2. Taxonomia e Sisteméatica

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

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

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



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

A extensa quantidade de espécies e a ampla distribui¢do geogréafica dos carrapatos
da familia Ixodidae podem ser atribuidas: a diversidade de hospedeiros, que varia desde
mamiferos, aves, répteis, anfibios e ainda outros aracnideos, como 0s préprios carrapatos
e até mesmo o homem (LABRUNA et al., 2007); bem como ao seu lento processo de
ingurgitamento, permitindo que estes sejam transportados pelo hospedeiro por longas
distancias (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Consequentemente, esta caracteristica
alimentar favorece a transmissdo de patdgenos para 0s hospedeiros e, portanto, a familia
Ixodidae é a que abriga as espécies que possuem maior importancia econémica e médico-

veterinaria (DANTAS-TORRES, 2010).

2. Rhipicephalus sanguineus sensu lato

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

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

OTRANTO, 2015).



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

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

salde publica.

3. Glandulas Salivares

Tanto o processo espoliativo quanto a transmissdo de agentes patogénicos
ocorrem devido a acdo imunossupressora da saliva, secretada pelas glandulas salivares,
6rgdos complexos e essenciais para 0 sucesso bioldgico destes ectoparasitas. Elas se
localizam dorsolateralmente e aos pares na porg¢ao anterior do corpo do carrapato e sao
formadas por uma porcdo secretora (acinos) e uma excretora (sistema de dutos)
(CAMARGO-MATHIAS, 2013; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS,
2010).

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

acinos: 1, 1l e 111, sendo o primeiro agranular (envolvido no processo de osmorregulacéo)



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

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

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

Os acinos Il (granulares), segundo Furquim et al. (2011), em fémeas de R.
sanguineus s. |., sdo constituidos por oito tipos celulares (a, b, c1-c6), e os acinos Ill
(granulares), por trés tipos (d, e e f), sendo as células a, d e e as responsaveis pela sintese
de secrecdo de natureza lipoproteica, enquanto as b, cl1-c6, d e f, pela sintese de
componentes de natureza glicoproteica (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES,

2011).
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Nos machos de carrapatos em geral, assim como naqueles da espécie R.
sanguineus s. |. existe ainda o acino 1V, constituido apenas por células g (BINNINGTON,
1978; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2010). Acredita-se que este
acino esteja relacionado com a lubrificacdo e transferéncia do espermatoforo para a fémea
durante a copula, sugerindo funcdo restrita na reprodugdo (SONENSHINE; ROE, 2014).

E finalmente, para que todo o produto sintetizado pela glandula possa chegar ao
seu destino final (cavidade oral) existe a por¢do excretora que é formada por um sistema
de dutos ramificados e interligados, com diametros variados. Os dutos acinares sdo
aqueles de menor calibre e que tem a funcdo de coletar a secrecdo do acino e libera-la nos
dutos intermediarios ou secundarios (de didmetro maior que 0s acinares) que se conectam
ao duto excretor comum (maior diametro) que, por sua vez, leva a secrecdo até a cavidade

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

4. Saliva

A saliva nos carrapatos € uma mistura complexa e com fungbes também
complexas que incluem a capacidade de modular os processos hemostatico, inflamatorio
e imunoldgico do hospedeiro: 1) aumentando o fluxo sanguineo na regido da fixacao no
hospedeiro, por meio da secrecdo de agentes vasodilatadores; 1I) inoculando
anticoagulantes que mantém o sangue do hospedeiro fluido; II1) inibindo o processo
inflamato6rio no hospedeiro agindo como imunossupressor, possibilitando a fixacdo do
ectoparasita e dificultando a rejeicio do mesmo pelo hospedeiro (BOWMAN;
DILLWITH; SAUER, 1996). A modulagdo dos sistemas imune-inflamatério e
hemostatico dos hospedeiros, ndo s6 garante o sucesso bioldgico desses individuos,
possibilitando seu longo periodo de alimentacao, mas também facilita o papel de vetor de

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

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

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

O ciclo de secrecdo da glandula salivar de R. sanguineus s. |. e seu processo
degenerativo foi bem caracterizado por Furquim et al. (2010). Segundo os autores, 0S
acinos do tipo | ndo sofrem alteragdes morfolégicas no decorrer da alimentacdo e
adquirem caracteristicas degenerativas somente ap6s o término do ingurgitamento. Os
individuos em jejum possuem as glandulas salivares com as células a, c1, c¢3, d e e ativas,
ja aqueles com dois dias de alimentacdo tém as células b, c2, c4, c5, c6 e f ativas, 0s com

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

Os mesmos autores demonstraram que as alteracdes degenerativas das glandulas
salivares foram observadas com mais intensidade nas fémeas do que nos machos e
apresentavam caracteristicas de mais de um tipo de morte celular (apoptose e morte
autofagica), caracterizando assim uma apoptose atipica (FURQUIM et al., 2014;
FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; FURQUIM; BECHARA;
CAMARGO-MATHIAS, 2010). Segundo Sonenshine et al. (2014), acredita-se que a
degeneracéo e perda de fungdo da glandula salivar ap6s o ingurgitamento ocorre devido
a interferéncia do “fator de macho” ou “fator de ingurgitamento”, transferido para a fémea
durante a cOpula concomitante ao seu periodo de alimentacdo, que induz a degeneracéo
das glandulas salivares e estimula o desenvolvimento do ovario para que ocorra 0
processo de oviposicdo (WEISS; KAUFMAN, 2004).

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

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

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

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

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

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

No que se refere a acdo imunossupressora da secrecdo salivar, diversos estudos
visando o melhor entendimento dos complexos mecanismos fisiolégicos e bioguimicos
envolvidos na relacdo hospedeiro-carrapato mostraram que a saliva bruta de diversas
espécies de carrapatos possuiria 0 potencial de: afetar a proliferacdo de linfocitos T
(KOPECKY; KUTHEJLOVA; PECHOVA, 1999; SCHOELER; WIKEL, 2001); inibir a
funcéo dos neutrofilos, incluindo sua atividade oxidativa e fagocitaria (RIBEIRO; WEIS;
TELFORD, 1990); diminuir a atividade das células “natural killer” (KUBES et al., 1994);
diminuir a atividade oxidativa de macrofagos (KUTHEJLOVA et al., 2001); suprimir a
producdo de citocinas proinflamatdrias (IL-2 e IFN-y) e aumentar a producdo de citocinas
(IL-4, IL-5 e IL-10) relacionadas com a producdo de anticorpos IgE e reagOes imunes
mediadas por eosinofilos e mastdcitos contra alérgenos (caracteristicas da indugédo de
linfdcitos do tipo Th2) (BROSSARD; WIKEL, 2004; WIKEL, 1999). No entanto, esses
mecanismos parecem distinguir-se de acordo com as diferentes espécies e ainda quando

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

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

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

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

Segundo Ferreira e Silva (1998;1999), a saliva dessa espécie de carrapato teria
efeito na inibicdo da proliferacdo de células T, diminui¢do da producéo da citocina IL-2,
IL-12 e INF-y, aumento na producgédo de citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B, inibicdo da
atividade fagociticas de macrdfagos frente a exposigdo de Trypanossoma cruzi e reducao
das taxas de 6xido nitrico.

Recentemente, a prostaglandina E> e a adenosina da saliva de R. sanguineus s. .
foram identificadas como os compostos responsaveis pela modulacdo da fungdo de
células dendriticas (células apresentadoras de antigenos), inibindo a producdo de
citocinas IL-12p40 e TNF-a e expressao de CD40, e aumentando a produgdo de IL-10.
Porém, apenas a prostaglandina E> demonstrou capacidade de inibir a maturacdo de
células dendriticas (OLIVEIRA et al., 2011).

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

Ainda, quando comparados organismos capazes de desenvolver resisténcia a
infestacOes de carrapatos (guinea pigs) e aqueles que ndo a apresentam (cdes e
camundongos), observou-se que os resistentes diferem dos demais principalmente por
apresentar aumento na producdo de células T apds infestacdo por carrapatos, e pelo
aumento de basdfilos e células monucleadas (linfocitos, macrdéfagos e células NK) no
local da fixacdo do ectoparasita, ao contrario dos organismos ndo resistentes que
apresentam inibicdo da produgéo de células T e infiltrados de eosinéfilos e neutrofilos no

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

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

alimentacdo, quais seriam as diferentes reagcdes imunologicas entre esses periodos.

6. Macrdfagos

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

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

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

Além das citocinas, 0s macréfagos ativados produzem intermediarios reativos de
nitrogénio como o oxido nitrico (NO), através da acdo da enzima éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), ativada por sua vez pela presenca de produtos microbianos, como por
exemplo o lipopolissacarideo (LPS) extraido da parede celular de bactérias Gram-
negativas (MACRI et al., 2009). O 6xido nitrico liberado tem importante papel na
destruicdo e eliminacdo de microorganismos patogénicos e € um Otimo indicador da
intensidade de ativacdo de macréfagos (ABBAS et al. 2007).

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

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

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

OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar in vitro a agdo dos extratos de
glandulas salivares extraidas de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus s. |.
alimentadas por 2 e 4 dias em coelhas hospedeiras do Grupo Genético de Botucatu, sobre
células da linhagem J774 e das linhagens primarias de macrofagos (obtidas de lavado
peritoneal de camundongos BALB/c) verificando a ocorréncia de possiveis alteracfes

morfofisiologicas nestas células quando expostas aos extratos.

Objetivos especificos:

1. Quantificar a producdo de 6xido nitrico pelas células da linhagem J774 e
da linhagem primaria de macr6fagos quando expostas aos extratos glandulares de 2 e 4
dias, por meio de ensaio colorimétrico quantitativo.

2. Dosar as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF)
liberadas pelas linhagens celulares ap6s exposicdo aos extratos glandulares de 2 e 4 dias,
utilizando-se do método CBA (Cytometric Bead Array) de citometria de fluxo.

3. Demonstrar quais foram as alteracdes morfofisioldgicas ocorridas nessas
células apos a exposicdo aos extratos de 2 e 4 dias, fazendo para tanto uso de técnicas

histologicas de microscopia de luz e eletrénica de varredura.
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MATERIAL E METODOS

1. Obtencdo e Manutencgao dos Carrapatos

Para a realizagéo deste trabalho foram utilizadas fémeas adultas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus s. I. alimentadas em coelhas hospedeiras do Grupo Genético
de Botucatu, obtidas do Biotério Central de Botucatu, UNESP, campus Botucatu. Os
carrapatos (fémeas e machos) adultos em jejum foram obtidos de colonia desta mesma
espécie mantidas em estufa BOD em condig¢des controladas (29°C, 80% de umidade e
fotoperiodo de 12 horas) em sala do Biotério do Departamento de Biologia da UNESP de

Rio Claro, SP.

1.1 Obtencéo das Larvas de R. sanguineus s. .

As fémeas de R. sanguineus s. |. depois de completamente ingurgitadas foram
mantidas em tubos plasticos (com tampa com pequenos orificios para oxigena¢do), para
oviporem, (15 dias a partir do completo ingurgitamento das mesmas). Os ovos foram
recolhidos e depositados no interior de um inoculador (descrigdo a seguir) para facilitar a

deposicao das larvas recém-eclodidas nas coelhas hospedeiras.

1.2 Confecgéo do Inoculador

Os inoculadores foram confeccionados a partir de seringas de 3 mL que tiveram 2
cm de suas extremidades removidas e vedadas com algodao, além da remocédo do émbolo.
A massa de ovos foi entdo depositada no interior da mesma e a abertura do émbolo
também foi vedada com algodao levemente umedecido para reencaixe do mesmo. Deste

modo, a eclosdo das larvas ocorreu no interior do inoculador que foi posteriormente
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acondicionado em estufa BOD (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas), até a

eclosdo das larvas (periodo médio de 15 dias).

1.3 Obtencédo das Ninfas de R. sanguineus s. I.

As larvas que eclodiram no interior do inoculador foram retiradas deste e
realocadas (1 inoculador/hospedeira) no interior das camaras alimentadoras fixadas no

dorso das coelhas hospedeiras virgens de infestacao.

1.4 Confeccéo da Camara Alimentadora (BECHARA et al., 1995)

Para a confecgdo da camara alimentadora foram utilizados: a) um circulo de
borracha fina de 9 cm de diametro e com uma das faces revestida com tecido de algodao
para ndo lesar a pele da coelha hospedeira; b) deste primeiro circulo foi retirado um
circulo central de 3,5 cm de didmetro; e ¢) um tubo pléstico tipo coletor universal teve 2
cm da parte inferior removida e sua regido contendo a rosca para encaixe da tampa ficou
voltada para cima, permitindo que apos fixacdo na coelha hospedeira a cdmara pudesse
ser aberta e fechada de acordo com a necessidade do experimento. Ressalte-se que na

tampa foram realizados pequenos orificios para oxigenagao dos carrapatos.

1.5 Fixagéo da Camara Alimentadora nas Coelhas Hospedeiras (BECHARA et
al.,1995)

As coelhas hospedeiras tiveram a regido dorsal tosada para facilitar a fixacdo da
camara alimentadora. Nessa regido foi espalhada uma camada de cola néo toxica, a base
de gelatina incolor, assim como na regido da camara alimentadora revestida por tecido.

Em seguida, procedeu-se a fixacdo da camara (envolta por uma camada de esparadrapo)
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na coelha. A camara permaneceu 24 horas destampada para secagem da cola, e s6 ap6s
esse periodo foram depositadas as larvas dos carrapatos. Apds a alocacdo das larvas,
foram realizadas observag6es subsequentes a cada seis horas. O completo ingurgitamento
das larvas ocorreu no prazo de sete dias. Apds as mesmas foram coletadas e armazenadas

nos inoculadores que foram mantidos em estufa BOD, para a ecdise das ninfas.

1.6 Obtencéo das Fémeas Adultas de R. sanguineus s. I.

As ninfas alocadas em inoculadores na BOD sofreram ecdise para o estagio adulto
apos 15 dias. Os adultos em jejum foram entdo separados em tubos plasticos (com tampa
com pequenos orificios para oxigena¢do) contendo 25 casais (25 fémeas e 25 machos para
possibilitar a realizacdo da copula) que foram entdo utilizados na infestacdo, segundo
procedimento descrito por Bechara et al. (1995), em sala do Biotério do Departamento de

Biologia do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro (SP).

1.7 Infestacdes

As infestacGes com os individuos adultos foram realizadas no interior da camara
alimentadora fixada na regido dorsal tosada das coelhas hospedeiras (25
casais/hospedeira), para posterior aquisi¢do de fémeas com 2 e 4 dias de alimentac&o.
Estas foram na sequéncia anestesiadas e tiveram suas glandulas salivares retiradas para
producdo dos extratos EG2 e EG4 (extrato glandular de fémeas com 2 e 4 dias de

alimentacéo, respectivamente).

2. Producéo dos Extrato das Glandulas Salivares (EG2 e EG4)

2.1 Obtengéo das Glandulas Salivares
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Apos 2 e 4 dias de alimentacdo (periodo este garantido através de observacdes
subsequentes dos carrapatos fixados), as fémeas dos carrapatos foram retiradas das
hospedeiras pela regido do hipostdbmio com auxilio de pinga cirdrgica e por meio de
movimentos circulares.

Em seguida, nas dependéncias do Laboratorio de Histologia do Departamento de
Biologia da UNESP Rio Claro (SP) as fémeas foram colocadas em placas de Petri
contendo solugdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de Na;HPO4, 2,72 g de KH2PO4 e 1000
mL de agua destilada) para disseccao, e retirada das glandulas salivares, que depois foram
colocadas em tubos eppendorfs contendo 200 pL de tampéo fosfato pH 7.4 (separadas
pelo tempo de alimentacdo) e mantidas em gelo. Posteriormente, foram lavadas 2 vezes
no mesmo tampao, e armazenadas em biofreezer -80°C até 0 momento da preparacéo do

extrato.

2.2 Preparacao dos Extratos EG2 e EG4

Para a preparacdo dos extratos, os eppendorfs contendo as glandulas salivares
separadas por periodos de alimentacdo (2 e 4 dias) foram descongelados e centrifugados
por 10 minutos a 2500 rpm para retirada do excesso de tampéo fosfato pH 7.4, em seguida,
as glandulas foram delicadamente maceradas com auxilio de bastdo de vidro. Na
sequéncia, os tubos foram novamente centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm, 0s
sobrenadantes recolhidos em fluxo laminar estéril, filtrados em unidades filtrantes
descartavel (JBR610303, Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore®, MilliUni),
de 0.22 um e diametro de 13 mm, acopladas a seringas hipodérmicas e depositados em
eppendorfs estereis encaminhados para a dosagem de proteinas, segundo metodologia

descrita por Sedmark and Grossberg (1977) (método de Bradford).
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Ap0s a determinacdo do contetdo proteico, no interior do fluxo laminar estéril, 0s
extratos foram diluidos em tampdo fosfato pH 7.4 autoclavado para se obter as
concentracOes pré-determinadas para realizacdo dos bioensaios (4, 2, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL).
Os extratos glandulares EG2 e EG4 foram entdo aliquotados (1000 pL) e armazenados

em eppendorfs estéreis em freezer -80°C até 0 momento de sua utilizac&o.

3. Bioensaios in vitro

As linhagens de células J774 e de macrdfagos peritoneais foram gentilmente
cedidas pela Profa. Dra. Patricia Ucelli Simioni do Laboratério de Inflamacgédo e
Imunologia Celular (LIIC) do Departamento de Genética, Evolugdo e Bioagentes da

UNICAMP, Campinas, SP, a qual também é colaboradora deste trabalho.

3.1 Cultura de Células

Nas dependéncias do Biotério do Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia Celular
(LHC) do Departamento de Genética, Evolucédo e Bioagentes da UNICAMP, Campinas,
SP, foram mantidos camundongos BALB/c em condicdes estéreis e com agua e racdo ad
libitum (com cerca de 8 semanas de idade), dos quais foram obtidos os macréfagos
colhidos do lavado peritoneal, ap6s 5 dias da injecdo de 2 mL de tioglicolato de sédio
3%. As células foram transferidas em gelo, para um tubo Falcon que foi centrifugado a
1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e o sedimento
ressuspendido em meio RPMI 1640 Sigma® (R6504) contendo HEPES
(4cido etanosulfénico 4,2 hidroxietil piperazina) (2,97 g/L), bicarbonato de sédio (2 g/L),
2-Mercaptoetanol (2 puL/L) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em

seguida, uma aliquota foi retirada para contagem de células em camara de Neubauer com
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azul de tripan (1:2). Apds a contagem, a suspensao foi ajustada a 1x10° células/mL em
meio RPMI (10% de SFB).

Ja as células J774 foram cultivadas até semiconfluéncia em garrafas de cultura
mantidas em incubador (5% de CO; e 37°C) também em meio RPMI 1640 Sigma®
(R6504) contendo HEPES (2,97 g/L), bicarbonato de sddio (2 g/L), 2-Mercaptoetanol (2
uL/L) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, elas foram
colhidas da garrafa com o auxilio de cell scraper, lavadas com meio RPMI e centrifugadas
em tubo Falcon a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em
meio RPMI novamente e a procedeu-se contagem das células em camara de Neubauer
com azul de tripan (1:2) para o ajuste de 1x10° células/mL.

Tanto os macrofagos peritoneais quanto as células J774 foram semeadas a uma
densidade de 2x10° células/pogo em placas de 96 pocos sendo divididos nos seguintes
grupos:

Grupo 1 (macréfagos peritoneais expostos a EG2 por 24 horas),

Grupo 2 (macréfagos peritoneais expostos a EG4 por 24 horas),

Grupo 3 (J774 exposta a EG2 por 24 horas),

Grupo 4 (J774 exposta a EG4 por 24 horas),

Grupo 5 (J774 exposta a EG2 por 48 horas) e

Grupo 6 (J774 exposta a EG4 por 48 horas).

Todas as placas foram cultivadas durante 24 horas em incubador (5% de CO; e

37°C) e as células ndo aderentes foram removidas por lavagem com meio RPMI.

3.2 Adicéo dos Estimulos

Ap0s 24 horas de cultivo das células nas placas, foram adicionados a cada poco

10 pL do composto lipopolissacarideo (LPS) (10 puL de LPS 25000 ng + 12,40 mL de
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meio RPMI) como estimulo inflamatério, e em seguida adicionados 10 pL/poco do
extrato (EG2 ou EG4) nas diferentes concentrac@es (4, 2, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL) de acordo
com as respectivas placas. As placas foram incubadas nas mesmas condic¢des de cultura
durante 24 horas (Placas 1- 4) ou durante 48 horas (Placas 5-6).

Como controle positivo, nos pogos contendo apenas as células em cultura, foram
adicionados mais 20 pL de meio e para o controle negativo, foram utilizados pocos apenas
com meio de cultura RPMI.

Todos os bioensaios foram realizados em triplicatas.

3.3 Teste de Viabilidade Celular (MTT)

Apos o periodo de incubacao (24 ou 48 horas) as placas foram submetidas ao teste
de viabilidade celular utilizando-se 10 uL de MTT na concentracdo 5 mg/mL (dissolvido
em solucdo salina tamponada com fosfato, pH 7.4) que foram adicionados a cada poco.
As placas foram incubadas por mais 4 horas em incubador (5% de CO; e 37°C), e em
seguida foram adicionados 200 pL de alcool isopropilico contendo 0,04 N de HCL para
dissolver os cristais. As placas foram levadas ao leitor de microplacas Multiskan MS
(Labsystems Qy, Helsink, Finlandia) e a leitura foi realizada a 570 nm.

Este ensaio foi realizado em triplicatas.

3.4 Avaliacéo da Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem de 6xido nitrico (NO) liberado nos sobrenadantes das células J774 e
dos macrdfagos peritoneais, foi realizada através de ensaio colorimétrico quantitativo

descrito por Griess e Bemerkungen (1879).
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Primeiramente, realizou-se a curva padrdo de nitrito de 320 a 0 puM/L
(diluices realizadas a partir da solucdo estoque de 320.000 uM/L com meio de cultura
RPMI com 10% de SFB) a qual foi utilizada como base para a quantificacdo das amostras.
Os sobrenadantes recolhidos (50uL) das culturas de macrofagos peritoneais e das
células J774 apds a exposicdo destas as diferentes concentra¢des dos extratos EG2 e EG4
ou somente ao meio, no caso dos grupos controle (s6 células e s6 meio), foram
transferidos para placas de cultura de 96 pogos e em seguida, adicionados 50 pL do
reagente de Griess/poco (1% de sulfanilamida, 0,1% de N- (1-naphthylethylenediamine)
dihycrochloride e 2,5% de acido fosférico). Apds 10 minutos em temperatura ambiente,
foi realizada a leitura da placa no leitor Multiskan MS (Labsystems Oy, Helsink, Finland)
a 570 nm.

Este bioensaio também foi realizado em triplicata.

3.5 Dosagem de Citocinas

A dosagem de citocinas foi realizada a partir da coleta dos sobrenadantes (50 uL)
das culturas das células J774 (Grupos 3-6) apds exposicdo as diferentes concentracdes
dos extratos EG2 e EG4. Os grupos controle (s6 células e s6 meio) foram expostos
somente ao meio de cultura.

Os sobrenadantes recolhidos foram submetidos ao ensaio CBA (Cytometric Bead
Array) utilizando-se kits comerciais (BD- Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) seguindo
recomendac0es do fabricante, para a determinacéo de citocinas: 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A, IFN-y e TNF.

Inicialmente, realizou-se a curva de calibracdo, onde os beads da curva padrdo

foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL e reconstituidos com 2mL de tampé&o
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diluente fornecido pelo kit (top standard), ap6s 15 minutos de repouso em temperatura
ambiente, ocorreu a diluicdo seriada dos tubos da curva padrao (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32;
1:64; 1:128; 1:256) misturando 150 pL de tampao diluente + 150 pL do tubo anterior, e
no caso do tubo “branco”, foram adicionados apenas 300 pL de tampdo diluente,
totalizando 10 tubos da curva.

As beads de captura fornecidas pelo kit foram ressuspendidas e acopladas num
Unico tubo Falcon gerando um mix de beads de captura. Em seguida, foram adicionados
25 pL do mix de beads aos tubos da curva padréo e a cada tubo contendo 50 pL de
amostra. Posteriormente foram adicionados também 25 uL do reagente de deteccédo
Mouse Th1/Th2/Th17 PE do kit a cada tubo. Procedeu-se a incubacdo de todos os tubos
por 3 horas em temperatura ambiente e protegidos da luz.

Apos a incubacdo, foram adicionados 1 mL de wash buffer a cada tubo, que foram
centrifugados a 200 g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o pellet
ressuspendido em 300 pL de wash buffer. Imediatamente os tubos foram analisados em
citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) e
os resultados foram gerados pelo software BD CBA Analysis Software.

A andlise dos dados foi realizada no Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia
Celular (LIIC) do Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes da UNICAMP,
Campinas, SP, sob a superviséo da Profa. Dra. Patricia Ucelli Simioni.

O limite de detec¢do de cada citocina esté representado na Tabela 1.
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Tabela 1: Limites de deteccdo das citocinas do Kit BD Cytometric Bead Array

(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine

Citocinas Limite de deteccéo (pg/mL)
IL-2 0,1
IL-4 0,03
IL-6 14
IFN-y 0,5
TNF 0,9
IL-17A 0,8
11-10 16,8

3.6 Analise Estatistica

A andlise dos dados e confeccdo de graficos foram realizados no software
Graphpad Prism 5.0, utilizado o teste de variancia “ANOVA”, sendo os valores de p <

0,05 considerados significativos.

4. Anélise Morfoldgica

As células J774 e os macrofagos peritoneais foram semeados na densidade de
2x10° células/pogo (500 pL) sobre laminulas de vidro estéreis em placas de 24 pogos e
cultivadas durante 24 horas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB em incubador
(5% de CO e 37°C). Posteriormente, foram adicionados 50 puL de LPS em cada pogo +
50 pL das diferentes concentragdes dos extratos EG2 e EG4 (4, 2, 1, 0,5, 0,1 pg/mL),
sendo que os pocos controles (s6 células e s6 células com LPS) receberam apenas 100 pL

de meio RPMI e 50 pL de LPS + 50 pL de meio RPMI, respectivamente, e entdo foram
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incubadas nas mesmas condi¢fes de cultura durante 24 horas (placa com macréfagos
peritoneais e J774 - 24h) ou 48 horas (J774 - 48h). Apds a incubacdo, as células foram
preparadas para a analise morfologica sob microscopia de luz e eletrénica de varredura,
ambas realizadas no Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, campus

de Rio Claro, Sao Paulo.

4.1 Microscopia de Luz

Ap0s incubacéo, o sobrenadante das células foi descartado e foram adicionados a
cada placa de cultivo 500 pL/pogo de fixador paraformaldeido 4% e as placas foram
mantidas em geladeira over night. Apds a fixacao das células, o fixador foi retirado e
sucedeu-se a lavagem dos pogos com tampéo fosfato pH 7,4 estéril (300 pL/pogo). Em
seguida, iniciou-se 0 processo de desidratacdo em série crescente de etanol 70, 80, 90, 95
e 100% com banhos de 5 minutos.

Para a coloracéo das células foram adicionados 300 pL/pocos de hematoxilina de
Harris durante 1 minuto, retirado o excesso do corante e lavado com &gua da torneira
durante 5 minutos e com agua destilada durante 30 segundos. Posteriormente, foram
adicionados 300 pL/poco de eosina aquosa por 1 minuto e retirado, lavando com agua
destilada por mais 30 segundos.

Ap0s secagem, as laminulas de vidro contendo as células coradas foram retiradas
das placas de 24 pocgos, banhadas em xilol, montadas em laminas previamente limpas
contendo Entellan® (Merck Millipore) e armazenadas em estufa até completa secagem.
As laminas foram fotodocumentadas em fotomicroscépio de luz de campo claro LEICA

DM750.
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4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Apoés a incubacdo, foi retirado o sobrenadante das células, adicionados 500
pL/pogo de fixador glutaraldeido 2,5% e as placas foram mantidas em geladeira over
night. Apds esta etapa, o fixador foi retirado e foram adicionados 300 pL/poco de tampéo
fosfato pH 7,4 estéril e as placas foram deixadas em geladeira por mais 24 horas. Em
seguida, iniciou-se o processo de desidratacdo em série crescente de acetona 50, 75, 90,
95 e 100% (duas vezes) com banhos de 5 minutos.

Posteriormente as laminulas foram levadas a ponto critico para completar a
desidratacdo. Em seguida, o material foi colado com auxilio de fita adesiva dupla face em
suportes de aluminio (stubs), e metalizado com ouro. As laminulas foram examinadas e

fotodocumentadas em microscopio eletronico de varredura PHILIPS SEM 505.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho serdo aqui apresentados sob a forma de
dois capitulos, sendo cada um composto por artigo cientifico que sera submetido em

periddico internacional e especializado.

CAPITULO 1

Titulo: “Analise morfofisiologica e imunoldgica da acdo de extratos de glandulas
salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari:
Ixodidae) sobre macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c in vitro”
Autores: Marina Rodrigues de Abreu, Melissa Carolina Pereira, Patricia Ucelli Simioni,
Elen Fernanda Nodari, Lisiery Negrini Paiatto, Maria 1zabel Camargo-Mathias

Status: Encaminhado para traducéo

CAPITULO 2

Titulo: “Avaliacdo in vitro dos efeitos imunomoduladores e morfofisiologicos dos
extratos de glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
sensu lato (Acari: Ixodidae) sobre as células da linhagem J774”
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INTRODUCAO

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,
Ordem Parasiformes, Subordem Ixodida (BARKER; MURRELL, 2004) e sdo
ectoparasitas obrigatérios e de habito hematdfago que parasitam grande diversidade de
hospedeiros vertebrados durante seu ciclo biolégico (ANDERSON; MAGNARELLL,
2008).

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s. I.) é conhecida popularmente
como ‘“‘carrapato marrom do cdo”, por ter o cdo doméstico como seu hospedeiro
preferencial, mas pode parasitar também outros vertebrados e até mesmo seres humanos
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; GRAY et al., 2013).
Esse ectoparasita é considerado de grande importancia médico-veterinaria ndo s6 por
espoliar seus hospedeiros, mas também por ser vetor de bactérias, virus e protozoarios,
sendo as principais doencas relacionadas a essa espécie (em cdes) a Erliquiose (Ehrlichia
canis), Babesiose (Babesia canis) e Hemobartonelose (Haemobartonella canis), e ainda,
h& suspeitas de serem vetores em humanos de Rickettsia conorii na Europa e da R.
rickettsii no México (DANTAS-TORRES, 2008, 2010).

Tanto o processo espoliativo quanto a transmissédo de agentes patogénicos
ocorrem devido a acdo imunossupressora da saliva, secretada pelas glandulas salivares,
6rgdos complexos e essenciais para o sucesso bioldgico destes animais. Elas se localizam
dorsolateralmente e aos pares na por¢do anterior do corpo do carrapato e sdo formadas
por uma porc¢do secretora (acinos) e uma excretora (sistema de dutos) (CAMARGO-
MATHIAS, 2013; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2010).

A saliva nos carrapatos produzida pelas glandulas salivares é uma mistura
complexa e com multiplas fungdes, dentre elas, a capacidade de modular os processos

hemostatico, inflamatorio e imunologico do hospedeiro (BOWMAN; DILLWITH;
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SAUER, 1996), modulacdo esta que além de garantir o sucesso bioldgico desses
individuos (possibilitando seu longo periodo de alimentacdo), também facilita o papel de
vetor de patogenos, permitindo a transmissdo de microrganismos que encontram menores
dificuldades para sua entrada (FRANCISCHETTI et al., 2009; NUTTALL; LABUDA,
2004). Além da sua complexa composicdo, a saliva apresenta variagdes quantitativas e
qualitativas quando considerados os diferentes periodos do ciclo glandular e as diferentes
espécies de carrapatos (CAMARGO-MATHIAS, 2013; XIANG et al., 2009). No caso da
espécie R. sanguineus s. |. a secrecdo produzida pelas glandulas salivares apresenta
caracteristicas distintas quando considerados o inicio (2 dias), 0 meio (4 dias) e o final (6
dias) do seu ciclo secretor (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES, 2011).

No que se refere a agdo imunossupressora, a secrecao salivar de diversas espéecies
de carrapatos possuem o potencial de: afetar a proliferacdo de linfocitos T (KOPECKY;
KUTHEJLOVA; PECHOVA, 1999; SCHOELER; WIKEL, 2001); inibir a funcdo dos
neutrofilos, incluindo sua atividade oxidativa e fagocitaria (RIBEIRO; WEIS;
TELFORD, 1990); diminuir a atividade das células “natural killer” (KUBES et al., 1994);
diminuir a atividade oxidativa de macrofagos (KUTHEJLOVA et al., 2001); suprimir a
producdo de citocinas proinflamatorias (IL-2 e IFN-y) e aumentar a produgdo de citocinas
(IL-4, IL-5 e IL-10) relacionadas a reagdes imunes mediadas contra alérgenos
(BROSSARD; WIKEL, 2004; WIKEL, 1999). No entanto, esses mecanismos parecem
distinguir-se de acordo com as diferentes espécies e ainda quando considerados a saliva
bruta ou o extrato de glandula salivar (KOTAL et al., 2015).

Segundo a literatura, os efeitos imunobioldgicos da saliva de R. sanguineus s. .
especificamente, estariam associados as prostaglandinas E> e a adenosina presentes na
secrecdo salivar e identificadas como os compostos responsaveis pela modulacédo da

funcdo de células dendriticas, inibindo a producdo de citocinas IL-12p40 e TNF-a ¢
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expressao de CD40, e aumentando a producéo de IL-10 (OLIVEIRA et al., 2011). Além
disso, a saliva dessa espécie demonstrou potencial na inibicdo da proliferacdo de células
T, diminuicdo da producdo da citocina IL-2, IL-12 e INF-y, aumento na producéo de
citocinas IL-4, e TGF-p, inibicdo da atividade fagociticas de macrdfagos frente a
exposicdo de Trypanossoma cruzi e reducdo das taxas de NO (FERREIRA; SILVA,
1999).

Os macrofagos sdo células apresentadoras de antigeno, responsaveis também pela
eliminacdo e fagocitose de microrganismos invasores, assim como pela secrecdo de
proteinas sinalizadoras (citocinas) que ativam e recrutam outras células do sistema imune,
papel fundamental na inducdo da inflamac&o e no sucesso da resposta imune (MURPHY
et al., 2010). Além das citocinas, os macrofagos ativados produzem reativos
intermediarios de nitrogénio como o oxido nitrico (NO), através da a¢do da enzima 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), ativada por sua vez pela presenca de produtos
microbianos, como por exemplo o lipopolissacarideo (LPS) extraido da parede celular de
bactérias Gram-negativas (MACRI et al., 2009). O 6xido nitrico liberado tem importante
papel na destruicdo e eliminagcdo de microorganismos patogénicos e € um 6timo indicador
da intensidade de ativacdo de macrdéfagos (ABBAS et al. 2007).

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

alimentacdo, saber quais seriam as diferentes reac6es imunoldgicas entre esses periodos.
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Diante disso, 0 presente trabalho teve por objetivo analisar in vitro a acéo
imunomoduladora dos extratos de glandulas salivares extraidas de fémeas de carrapatos
R. sanguineus s. |. alimentadas por 2 (EG2) e 4 dias (EG4) em coelhas hospedeiras, sobre
linhagens primarias de macrdfagos (obtidas de lavado peritoneal de camundongos
BALBI/c) verificando ainda a ocorréncia de possiveis alteracdes morfofisiologicas nestas

células quando expostas as diferentes concentragdes dos extratos.

MATERIAL E METODOS

A) Manutencéo dos Carrapatos R. sanguineus s. I.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 200 fémeas adultas de R.
sanguineus s. . alimentadas em coelhas hospedeiras do Grupo Genético de Botucatu,
obtidas do Biotério Central de Botucatu (UNESP, campus Botucatu) naives. Para
obtencgédo das fémeas ingurgitadas, foram colocados casais (machos e fémeas), uma vez
que a fémea s6 completa seu ingurgitamento depois da copula. Os carrapatos adultos em
jejum foram obtidos de col6nia desta mesma espécie mantidas em estufa BOD em
condicBes controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) em sala do
Biotério do Departamento de Biologia da UNESP - campus Rio Claro, SP.

As infestacGes nas coelhas hospedeiras foram realizadas no interior de cAmara
alimentadora fixada na regido dorsal tosada das mesmas (25 casais/hospedeira), para
posterior aquisicdo de fémeas com 2 e 4 dias de alimentacdo (periodo este garantido
através de observagdes subsequentes dos carrapatos fixados). As fémeas foram na
sequéncia anestesiadas por chogue térmico e tiveram suas glandulas salivares retiradas
para a producdo dos extratos EG2 e EG4. Tanto os procedimentos de infestacdo quanto
os de fixacdo das camaras alimentadoras foram realizados segundo o protocolo descrito
por Bechara et al. (1995) e sob a aprovacéo do Comité de Eticaem Uso Animal (CEUA,

Instituto de Biociéncias, UNESP — campus Rio Claro) n° 04/2016.
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B) Producéo dos Extrato das Glandulas Salivares (EG2 e EG4)

ApoOs o periodo de alimentacdo (2 ou 4 dias), as fémeas foram retiradas das
hospedeiras pela regido do hipostbmio com auxilio de pinc¢a cirargica e por meio de
movimentos circulares. Em seguida, nas dependéncias do Laboratério de Histologia do
Departamento de Biologia da UNESP Rio Claro (SP) foram colocadas em placas de Petri
contendo solucdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de Na2HPO4, 2,72 g de KH2PO4 e 1000
mL de 4gua destilada) para dissec¢do, bem como para retirada das glandulas salivares,
que depois foram colocadas em tubos eppendorfs contendo 200 pL de tampéo fosfato pH
7.4 (separadas pelo tempo de alimentacdo) e mantidas em gelo.

Posteriormente, as glandulas foram lavadas 2 vezes no mesmo tampao fosfato pH
7.4, centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm para retirada do excesso de tampao, em
seguida, as mesmas foram delicadamente maceradas com auxilio de bastdo de vidro. Na
sequéncia, os tubos foram novamente centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm, 0s
sobrenadantes recolhidos em fluxo laminar estéril, filtrados em unidades filtrantes
descartavel (JBR610303, Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore®, MilliUni),
de 0.22 um e didmetro de 13 mm, acopladas a seringas hipodérmicas e depositados em
eppendorfs estéreis encaminhados para a dosagem de proteinas, segundo metodologia
descrita por Sedmark and Grossberg (1977) (método de Bradford).

Apos a determinacdo do conteudo proteico, no interior do fluxo laminar estéril, os
extratos foram diluidos em tampdo fosfato pH 7.4 autoclavado para se obter as
concentracOes pré-determinadas para realizacdo dos bioensaios (4, 2, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL).
Os extratos glandulares EG2 e EG4 foram entéo aliquotados (1000 pL) e armazenados

em eppendorfs estéreis em freezer -80°C até o momento de sua utilizacéo.
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C) Obtencdo e Cultura de Macrofagos Peritoneais de Camundongos
BALB/c

Nas dependéncias do Biotério do Laboratério de Inflamacédo e Imunologia Celular
(LHC) do Departamento de Genética, Evolucédo e Bioagentes da UNICAMP, Campinas,
SP, foram mantidos camundongos BALB/c em condicdes estéreis e com agua e ragdo ad
libitum (com cerca de 8 semanas de idade), dos quais foram obtidos os macrofagos
colhidos via intraperitoneal, ap6s 5 dias da injecdo de 2 mL de tioglicolato de sodio 3%.
As células foram transferidas em gelo, para um tubo Falcon que foi centrifugado a 1500
rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e o sedimento ressuspendido
em meio RPMI 1640 Sigma® (R6504) contendo HEPES (2,97 g/L), bicarbonato de sodio
(2 g/L), 2-Mercaptoetanol (2 pL/L) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Em seguida, uma aliquota foi retirada para contagem de células em cAmara de Neubauer
com azul de tripan (1:2). Apds a contagem, a suspenséo foi ajustada a 1x10° células/mL
em meio RPMI (10% de SFB).

Os macrdfagos peritoneais foram entio semeados a uma densidade de 2x10°
células/pogo em placas de 96 poc¢os sendo: Estimulo 1 (macrdfagos peritoneais expostos
ao EG2) e Estimulo 2 (macro6fagos peritoneais expostos ao EG4). Ambas as placas foram
cultivadas durante 24 horas em estufa incubadora de CO> (5% de CO2 e 37°C) e as células
néo aderentes foram removidas por lavagem com meio RPMI.

Posteriormente, em cada placa foram adicionados 10 pL/poco do composto
lipopolissacarideo (LPS) (10 puL de LPS 25000 ng + 12,40 mL de meio RPMI) como
estimulo inflamatdrio, e em seguida adicionados 10 pL/poco das diferentes concentragdes
(4,2,1,0,5e0,1 nug/mL) do extrato EG2 (Placa 1) ou EG4 (Placa 2). Os grupos controle

foram divididos em: Grupo Controle Negativo (composto por células expostas apenas
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ao meio RPMI) e Grupo Controle (células submetidas ao LPS). As placas foram

incubadas nas mesmas condic¢des de cultura durante 24 horas.

D) Teste de Viabilidade Celular (MTT)

Apos o periodo de incubagdo de 24 horas as placas foram submetidas a avaliagdo
de viabilidade celular utilizando-se 10 pL de MTT na concentracdo 5 mg/mL (dissolvido
em solucédo salina tamponada com fosfato, pH 7.4) que foram adicionados a cada poco.
As placas foram incubadas por mais 4 horas em incubador (5% de CO> e 37°C), e em
seguida foram adicionados 200 pL de alcool isopropilico contendo 0,04 N de HCL para
dissolver os cristais. As placas foram levadas ao leitor de microplacas Multiskan MS
(Labsystems Oy, Helsink, Finlandia) e a leitura foi realizada a 570 nm. Este ensaio foi

realizado em triplicatas.

E) Avaliacédo da Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem de 6xido nitrico (NO) liberado nos sobrenadantes dos macréfagos
peritoneais foi realizada através de ensaio colorimétrico quantitativo descrito por Griess
e Bemerkungen (1879).

Primeiramente, realizou-se a curva padréo de nitrito de 320 a 0 uM/L (diluicGes
realizadas a partir da solugéo estoque de 320.000 pM/L com meio de cultura RPMI com
10% de SFB) a qual foi utilizada como base para a quantificacdo das amostras.

Os sobrenadantes recolhidos (50uL) das culturas de macréfagos peritoneais apos
a exposicao as diferentes concentracfes dos extratos EG2 e EG4, foram transferidos para
placas de cultura de 96 pogos e em seguida, adicionados 50 pL do reagente de Griess/poco
(1% de sulfanilamida, 0,1% de N- (1-naphthylethylenediamine) dihycrochloride e 2,5%

de &cido fosforico). Apos 10 minutos em temperatura ambiente, foi realizada a leitura da
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placa no leitor Multiskan MS (Labsystems Oy, Helsink, Finland) a 570 nm. Este

bioensaio também foi realizado em triplicata.

F) Analise Estatistica
A andlise estatistica dos dados e confeccdo de graficos foram realizados no
software Graphpad Prism 5.0, utilizado o teste de variancia “ANOVA” seguido do teste

de Turkey, sendo os valores de p < 0,05 considerados significativos.

G)  Anélise Morfofisiologica

Os macrdfagos peritoneais foram semeados na densidade de 2x10° células/poco
(500 pL) sobre laminulas de vidro estéreis em placas de 24 pocos e cultivadas durante 24
horas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB em incubador (5% de CO.e 37°C).
Posteriormente, foram adicionados 50 pL de LPS em cada poco + 50 pL das diferentes
concentracOes dos extratos EG2 e EG4 (4, 2, 1, 0,5, 0,1 pg/mL), sendo que 0S pocos
controles (s6 células e sé células com LPS) receberam apenas 100 puL de meio RPMI e
50 pL de LPS + 50 pL de meio RPMI, respectivamente, e entdo foram incubadas nas
mesmas condi¢Bes de cultura durante 24 horas. Apos a incubacgdo, as células foram
preparadas para a analise morfoldgica sob microscopia de luz e eletrdnica de varredura,
ambas realizadas no Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, campus

de Rio Claro, Séo Paulo.

- Microscopia de Luz
Apos incubacdo, o sobrenadante das células foi descartado e foram adicionados a
cada placa de cultivo 500 pL/pocgo de fixador paraformaldeido 4% e as placas foram

mantidas em geladeira over night. Apds a fixacao das células, o fixador foi retirado e
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sucedeu-se a lavagem dos pocos com tampao fosfato pH 7,4 estéril (300 puL/poco). Em
seguida, iniciou-se 0 processo de desidratacdo em série crescente de etanol 70, 80, 90, 95
e 100% com banhos de 5 minutos.

Para a coloracdo das células foram adicionados 300 pL/poc¢os de hematoxilina de
Harris durante 1 minuto, retirado o excesso do corante e lavado com &gua da torneira
durante 5 minutos e com agua destilada durante 30 segundos. Posteriormente, foram
adicionados 300 pL/pogo de eosina aquosa por 1 minuto e retirado, lavando com agua
destilada por mais 30 segundos.

Apos secagem, as laminulas de vidro contendo as células coradas foram retiradas
das placas de 24 pogos, banhadas em xilol, montadas em Iaminas previamente limpas
contendo Entellan® (Merck Millipore) e armazenadas em estufa até completa secagem.
As laminas foram fotodocumentadas em fotomicroscépio de luz de campo claro LEICA

DMT750.

- Microscopia Eletronica de Varredura

Apoés a incubacdo, foi retirado o sobrenadante das células, adicionados 500
pL/pogo de fixador glutaraldeido 2,5% e as placas foram mantidas em geladeira over
night. Apds esta etapa, o fixador foi retirado e foram adicionados 300 pL/pogo de tampao
fosfato pH 7,4 estéril e as placas foram deixadas em geladeira por mais 24 horas. Em
seguida, iniciou-se o processo de desidratacdo em série crescente de acetona 50, 75, 90,
95 e 100% (duas vezes) com banhos de 5 minutos.

Posteriormente as laminulas foram levadas a ponto critico para completar a
desidratacdo. Em seguida, o material foi colado com auxilio de fita adesiva dupla face em
suportes de aluminio (stubs), e metalizado com ouro. As laminulas foram examinadas e

fotodocumentadas em microscopio eletronico de varredura PHILIPS SEM 505.
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RESULTADOS

1. Analise de Viabilidade Celular (MTT)

O teste de viabilidade celular foi realizado sobre os macrofagos peritoneais
expostos a0 EG2 e ao EG4 por 24 horas com o intuito de se verificar a atividade
citotoxica dos extratos nas diferentes concentrac@es (4, 2, 1, 0,5, 0,1 pg/mL) sobre essas
células (Gréficos 1 e 3). Foi considerado 100% de viabilidade celular os valores de MTT
daquelas células ndo expostas a nenhum estimulo (Grupo Controle Negativo).

A andlise estatistica dos resultados demonstrou que no EG2 nenhuma
concentracdo foi significativamente citotoxica quando comparada ao Grupo Controle
(células expostas ao LPS). No entanto, foi observada maior taxa de morte celular nos
grupos celulares submetidos as concentragdes 4 e 2 pg/mL (78,80% e 79,95% de células
vidveis, respectivamente) quando comparados ao Grupo Controle (82,47 % de células
vidveis) (Grafico 1). Enquanto as menores concentragfes conservaram mais células
vidveis em comparagdo ao mesmo controle (1 pg/mL= 84,85%; 0,5 pg/mL= 83,50% e
0,1 pg/mL=84,00% de células viaveis) (Grafico 1).

O extrato EG4 também ndo revelou valor significativo de aumento na taxa de
morte celular nas diferentes concentra¢fes quando comparado ao Grupo Controle (células
expostas ao LPS) (Gréfico 3). Porém, as células submetidas a concentragdo de 4 pug/mL
e 0,1 pug/mL apresentaram menor porcentagem de células viaveis (80,27% e 79,62%,
respectivamente) quando comparadas ao Grupo Controle (82,80%), e ainda aquelas
expostas as concentragdes 2, 1 e 0,5 pg/mL mostraram, por sua vez, maior porcentagem
de células vidveis em comparacdo ao controle (86,50%, 96,20% e 83,95, respectivamente)

(Gréfico 3).
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Apesar das varia¢Oes observadas entre as concentragdes, os resultados estatisticos
de viabilidade celular sugeriram que ambos o0s extratos (EG2 e EG4) ndo possuem a¢édo
citotoxica em macrdfagos peritoneais nessas concentracoes.

As médias dos dados de viabilidade celular encontram-se representadas na Tabela

2. Avaliacdo da Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem de producdo de NO pelas células expostas ao extrato EG2 nas
diferentes concentragdes indicou que as maiores concentragdes (4 e 2 pg/mL) e a menor
concentracéo (0,1 pg/mL) do extrato estimularam o aumento na produgdo de NO (16,94
UM de nitrito, 17,16 M e 16,53 puM de nitrito, respectivamente) tanto em relagdo ao
Grupo Controle (células expostas ao LPS) que apresentou producdo de 14,71 uM de
nitrito, quanto ao Grupo Controle Negativo (s6 células) que registrou nivel de 11,68 uM
de nitrito. Prém, esses valores s6 foram significativos em relacdo ao Grupo Controle
Negativo (Gréfico 2). As células expostas as concentra¢@es 1 e 0,5 pg/mL apresentaram
valores de NO, semelhantes ao Grupo Controle (14,33 e 14,41 uM de nitrito,
respectivamente) (Gréfico 2).

A anélise estatistica referente a0 EG4 indicou que as maiores concentracdes do
extrato (4 e 2 pg/mL) estimulou a producgéo de maiores taxas de NO quando comparadas
ao Grupo Controle (células com LPS) e as demais concentra¢fes, sendo que 0 grupo
exposto a 2 pg/mL registrou 19,02 uM de nitrito, aumento significativo comparado ao
Grupo Controle que apresentou 14,6 UM de nitrito (Grafico 4). As células expostas as
menores concentragdes, ou seja, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL mostraram producédo de NO menor
do que a do Grupo Controle (13,63 uM; 13,15 uM e 13,07 uM de nitrito, respectivamente)

(Gréfico 4).



44

Os resultados sugeriram que ambos os extratos (EG2 e EG4) possuem atividade
inflamatdria nessas maiores concentracfes (4 e 2 pg/mL).

As médias dos dados de producao de NO encontram-se representadas na Tabela

3. Analise morfofisiologica

Grupo Controle Negativo (s6 células)

O Grupo Controle Negativo composto por células ndo expostas aos extratos,
guando coradas com hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE) e observadas em
microscopio de luz, demonstrou caracteristicas morfofisioldgicas semelhantes aquelas
descritas por Junqueira et al. (2013) para macrofagos, tais como: a) nlcleo geralmente
ovoide e excéntrico (Fig. 1 e 2 Al-2); b) presenca de dois ou trés nucléolos bem definidos
(Fig. 1 Al e 2 Al1-2); c) citoplasma moderadamente basofilico (Fig. 1 e 2 Al-2); d) pouca
granulacdo citoplasmética (Fig. 1 e 2 Al-2) e e) pequenos prolongamentos
citoplasmaticos (Fig. 1 e 2 A1-2). Além dessas caracteristicas j& descritas, foi possivel
observar nesse grupo polimorfismo celular, com presenca de células de diferentes
tamanhos e de diferentes formas (Fig. 1 e 2 A1-2).

A andlise morfoldgica sob microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou
os resultados obtidos sob microscopia de luz, ou seja, foram identificadas células com
citoplasma disperso (Fig. 1 A3 e 2 A3-4) e com a presenca de pequenos prolongamentos

citoplasmaticos (Fig. 1 Ad e 2 A3).

Grupo Controle (células + LPS)
O Grupo Controle de células expostas ao estimulo inflamatério LPS quando

coradas com HE e observadas sob microscopia de luz apresentou morfofisiologia
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semelhante aquela do Grupo Controle Negativo (s6 células), porém, com algumas
caracteristicas intensificadas, como por exemplo: a) citoplasma mais basofilico e disperso
(Fig. 1 e 2 B1-2); b) aumento da granulacdo citoplasmatica (Fig. 1 e 2 B1-2); ¢) maiores
prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 e 2 B1-2); d) ndcleos com formas variadas e
hipercromaticos (Fig. 1 e 2 B1-2); e) nucléolos dificilmente identificados (Fig. 1 e 2 B1-
2).

Sob microscopia eletrénica de varredura foram observados numerosos
prolongamentos citoplasméticos (Fig. 1 e 2 B3-4), e ainda, presenca de granulos

superficiais em algumas células (Fig. 1 B3-4).

3.1 Macrdéfagos peritoneais expostos ao EG2

Grupo exposto a 4 pug/mL de EG2

As células expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG2, submetidas a coloracéo
pela HE e observadas sob microscopia de luz, foram semelhantes ao grupo anterior,
apresentando: citoplasma fortemente basofilico e disperso, com abundantes
prolongamentos citoplasmaticos, porém menos granulocitico (Fig. 1 C1-2). Os nucleos
estavam localizados na periferia da célula, com forma de meia lua e, em algumas células,
mostraram-se hipercromaticos e até mesmo pouco definidos e fragmentados, sugerindo
ocorréncia de processo de morte celular (Fig. 1 C1-2).

A morfologia analisada sob MEV corroborou os resultados da microscopia de luz,
mostrando abundantes prolongamentos citoplasmaticos e presenca de algumas células

alongadas (Fig. 1 C3-4).

Grupo exposto a 2 pg/mL de EG2
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Esse grupo também apresentou células com caracteristicas semelhantes as do
Grupo Controle (expostas ao LPS) quando observadas sob microscopia de luz e coradas
pela HE, como presenca de citoplasma disperso, porém, mais eosinofilico e com de
granulacGes citoplasmaticas (Fig. 1 D1-2). Os nlcleos exibiram formas irregulares,
alguns hipercromatinicos, e outros ainda com indicios de morte, como fragmentag&o ou
desorganizacao (Fig. 1 D1-2). Além disso, nessa concentracdo observou-se mais células
multinucleadas do que nos grupos anteriores, assim como presen¢a de abundantes
prolongamentos citoplasmaéticos (Fig. 1 D1-2). A MEV confirmou a presenca dos
prolongamentos citoplasmaticos e também evidenciou células alongadas e com

granulaces superficiais (Fig. 1 D3-4).

Grupo exposto a 1 pg/mL de EG2,

Os resultados desse grupo exposto a concentracdo de 1 pg/mL do extrato EG2
mostraram sob microscopia de luz (coloracdo HE) citoplasma muito disperso, sendo
dificilmente identificado o limite celular, além de ampla granulacéo citoplasmatica (Fig.
1 E1-2). Os nucleos apresentaram-se irregulares, variando entre hipertroficos, fusiformes
e até mesmo hipercromatinicos (Fig. 1 E1-2). Ja na avaliacdo morfolégica sob MEV
foram observadas mais células alongadas (Fig. 1 E3) e presenca de granulacdes

superficiais, embora em menor intensidade que no grupo anterior (Fig. 1 E3-4).

Grupo exposto a 0,5 pg/mL de EG2

As células desse grupo exibiram morfofisiologia semelhante a do grupo anterior,
quando observadas sob microscopia de luz e com coloragcdo pela HE, porém, estas
revelaram citoplasma menos disperso, menor granulacdo e prolongamentos

citoplasmaticos (Fig. 1 F1-2). Ademais, houve nesse grupo maior incidéncia de células
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multinucleadas, ocorrendo em algumas células hipertrofia nuclear (Fig. 1 F1-2). Nesse
grupo, a MEV revelou menor presenca de prolongamentos citoplasmaticos quando
comparados aos demais grupos, além de presenca de células mais alongadas (Fig. 1 F3-

4)

Grupo exposto a 0,1 pg/mL de EG2

Sob microscopia de luz (coloragdo HE) o grupo exposto a menor concentragdo do
extrato EG2 revelou presenca de um citoplasma fortemente corado pela eosina, com
prolongamentos citoplasmaticos bem definidos (Fig. 1 G1-2). As células multinucleadas
com nucleos hipertréficos mostraram-se mais frequentes nesse grupo do que no anterior
(Fig. 1 G2), além disso os nucléolos (2 ou 3) foram facilmente visualizados (Fig. 1 G1).

Assim como no grupo anterior, a MEV das células expostas a concentracdo de 0,1
Hg/mL do EG2 demonstrou menor presenca de prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1

G3) e algumas células alongadas (Fig. 1 G4).

3.2  Macrdfagos peritoneais expostos ao EG4

Grupo exposto a 4 pg/mL de EG4

As células expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG4 e observadas sob
microscopia de luz, coradas pela HE, apresentaram citoplasma basofilico, disperso,
granulocitico e com prolongamentos abundantes, além de células alongadas (Fig. 2 C1-
2). Os nlcleos estavam irregulares e observou-se também algumas células multinucleadas
(Fig. 2 C2). Foi possivel visualizar também nesse grupo um macréfago fagocitando outra
célula, pelo registro de seus restos nucleares sendo englobados, sugerindo assim, processo

de morte celular (Fig. 2 C1).
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Na analise sob MEV, foram observados numerosos prolongamentos
citoplasmaticos, assim como presenca de células alongadas e outras com granulos

superficiais (Fig. 2 C3-4).

Grupo exposto a 2 ug/mL de EG4

O grupo exposto a essa concentracdo do EG4 analisado sob microscopia de luz
(coloragdo HE) mostrou maiores agrupamentos celulares (Fig. 2 D1), além de células
com citoplasma fortemente disperso e com granulagédo abundante (Fig. 2 D1-2). As
células apresentaram também nucleos irregulares e hipercrométicos (Fig. 2 D1-2).
Ademais, a avaliacdo morfoldgica sob MEV revelou células alongadas (Fig. 2 D3),
presenca de pequenos prolongamentos citoplasmaticos e granulacdo superficial (Fig. 2

D3-4).

Grupo exposto a 1 pg/mL de EG4

Nos macrofagos expostos a concentracdo de 1 pg/mL de EG4, corados pela HE
e observados sob microscopia de luz foi observado citoplasma muito disperso e
granulocitico comparado aos grupos anteriores (Fig. 2 E1-2). Foram visualizados
prolongamentos citoplasmaticos mais abundantes (Fig. 2 E1-2), ndcleos irregulares (Fig.
2 E1-2) e presenca de células multinucleadas (Fig. 2 E1) e alongadas (Fig. 2 E2). A
microscopia eletronica de varredura confirmou esses resultados mostrando o0s

prolongamentos citoplasmaticos e citoplasma disperso (Fig. 2 E3-4).

Grupo exposto a 0,5 pg/mL de EG4



49

Quando submetidos a coloracao pela HE e observados sob microscopia de luz esse
grupo de células expostas a concentracdo de 0,5 pug/mL apresentou citoplasma mais
disperso e granular quando comparado a todos outros grupos submetidos ao EG4 (Fig. 2
F1-2). Os nucleos permaneceram irregulares e em algumas células hipertroficos, sendo
possivel a identificagdo de nucléolos (Fig. 2 F1-2). Esse grupo mostrou também maiores
quantidades de células multinucleadas e alongadas (Fig. 2 F1-2). A microscopia
eletronica de varredura, no entanto, mostrou presenca de células com citoplasma disperso

e com raros prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 2 F3-4).

Grupo exposto a 0,1 pg/mL de EG4

As células desse grupo quando analisadas sob microscopia de luz, exibiram
citoplasma disperso, menos basofilico, corado fortemente pela eosina e com muitos
granulos citoplasmaticos. Além disso, esse grupo apresentou células com nucleos
irregulares e células alongadas (Fig. 2 G1-2), estas Ultimas também visualizadas sob

MEV, bem como com poucos prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 2 G3-4).



50

Tabela 1- Porcentagem de viabilidade celular de macrofagos peritoneais expostos a

EG2e EG4

Controle
Viabilidade celular (%) 4 pg/mL 2 pg/mL lpg/mL  0,5pg/mL 0,1 pg/mL

(células+LPS)

EG2 78,80 79,95 84,85 93,50 84,00 82,47

EG4 80,27 86,50 96,20 83,95 79,62 82,80

Os valores correspondem as médias + SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas

quadruplicatas dos testes. EG2= Extrato Glandular de 2 dias e EG4= Extrato Glandular de 4 dias.

Tabela 2- Producéo de oxido nitrico em macrdfagos peritoneais expostos a EG2 e

EG4

Controle
NO (UM de

0,5 0,1 Controle negativo
Nitrito/ 1x10° 4 pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL

pg/mL pg/mL  (células+LPS) (s6

células)
células)
EG2 16,94 17,16 14,33 14,41 16,53 14,71 11,68
EG4 15,80 19,02" 13,63 13,15 13,07 14,06 11,21

* Dados estatisticamente significativos (p<0,05) em relagdo ao Grupo Controle (células+LPS). Os valores

correspondem as médias = SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas dos

testes. EG2= Extrato Glandular de 2 dias e EG4= Extrato Glandular de 4 dias.
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Graficos 1-4: Analise estatistica da viabilidade celular e da producdo de NO em
macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c expostos as diferentes concentracdes
dos extratos de glandulas salivares de 2 dias (EG2) e 4 dias (EG4). As colunas
representam as médias + SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas
quadruplicatas dos testes. (*) Indica os dados estatisticamente significativos (p<0.05) em

comparacao ao Grupo Controle (células + LPS).
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Figura 1: Andlise morfofisioldgica de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
expostos a diferentes concentracdes do extrato de glandula salivar de fémeas de
carrapatos R. saguineus s. |. alimentadas por dois dias (EG2), corados pela hematoxilina
de Harris e eosina aquosa (HE) e observados sob microscopia de luz de campo claro (1-
2) e sob microscopia eletrbnica de varredura (MEV) (3-4). Al-4: Grupo Controle
Negativo (sO células); B1-4: Grupo Controle (células+LPS); C1-4: Células expostas a
concentracdo de 4 pg/mL do EG2; D1-4: Células expostas a concentracdo de 2 pg/mL do
EG2; E1-4: Células expostas a concentracdo de 1 pg/mL do EG2; F1-4: Células expostas
a concentragcdo de 0,5 pg/mL do EG2; G1-4: Células expostas a concentragdo de 0,1
ug/mL do EG2.

c= citoplasma; ca= celula alongada; cm= célula multinucleada; g= granulacGes
citoplasmaticas; gs= granulacdes superficiais; n= nucleo; nu= nucléolo; pc=

prolongamento citoplasmatico.
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Figura 2: Andlise morfofisioldgica de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
expostos a diferentes concentragdes do extrato de glandula salivar de fémeas de
carrapatos R. saguineus s. |. alimentadas por quatro dias (EG4), corados pela
hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE) e observados sob microscopia de luz de
campo claro (1-2) e sob microscopia eletronica de varredura (MEV) (3-4). A1-4: Grupo
Controle Negativo (s6 células); B1-4: Grupo Controle (células+LPS); C1-4: Células
expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG4; D1-4: Células expostas a concentracao de
2 ug/mL do EG4; E1-4: Células expostas a concentragdo de 1 pg/mL do EG4; F1-4:
Células expostas a concentracdo de 0,5 pug/mL do EG4; G1-4: Células expostas a
concentracédo de 0,1 pg/mL do EG4.

c= citoplasma; ca= celula alongada; cm= célula multinucleada; g= granulacGes
citoplasmaticas; gs= granulacdes superficiais; n= nucleo; nu= nucléolo; pc=
prolongamento citoplasmatico; seta branca= processo de fagocitose; circulo

fragmentado= agrupamento celular.
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DISCUSSAO

A saliva dos carrapatos consiste em uma mistura complexa de bioativos
representados pelas fosfatases acidas, esterases, aminopeptidases, metaloproteases,
prostaglandinas, lipocalinas e calreticulinas (BINNINGTON, 1978; MULENGA,
BLANDON; KHUMTHONG, 2007; OLIVEIRA et al., 2011), com fungdes igualmente
complexas capazes de desencadear a¢Oes vasodilatadoras, anti-inflamatdrias, analgésicas,
imunomodulatorias e outras com propriedades ainda desconhecidas (OLIVEIRA et al.,
2010). Esse arsenal de bioativos tem capacidade de modular células de defesa do sistema
imune do hospedeiro (como os macréfagos) com o proposito de imunossuprimir a
resposta imune, permitindo que o ectoparasita permanega fixado no hospedeiro e
complete seu processo de alimentagéo.

No entanto, mesmo com 0 conhecimento da capacidade imunossupressora da
saliva de carrapatos R. sanguineus s. |., ainda pouco se conhece sobre 0s mecanismos
envolvidos na modulagdo do sistema imune hospedeiro, como quais fatores seriam
ativados ou inativados, assim como quais seriam as alteragdes morfofisioldgicas nas
celulas expostas a essa saliva, levando-se em conta as diferentes composi¢Ges da mesma
durante o ciclo glandular, ou seja, no inicio (2 dias), meio (4 dias) e fim (6 dias) do
processo de alimentacdo. Dessa forma, o presente trabalho visou elucidar a acgéo
imunomoduladora in vitro do extrato de glandula salivar de R. sanguineus s. l. com 2e 4
dias de alimentacdo em coelhas hospedeiras, sobre linhagens de macréfagos peritoneais
retirados de camundongos BALB/c, observando as alteragcbes morfofisiologicas
desencadeadas nessas células uma vez expostas a diferentes concentracdes dos extratos,
por meio de bioensaios de viabilidade celular, dosagem de NO e avaliagdo morfoldgica
sob microscopia de luz de campo claro (coloracdo de hematoxilina de Harris e eosina

aquosa) e sob microscopia eletrénica de varredura.
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Os resultados obtidos no teste de viabilidade celular (MTT), demonstraram que
nenhuma das concentracdes (4, 2, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL) dos extratos (EG2 e EG4)
provocaram significativo aumento de porcentagem de morte celular em comparagédo ao
Grupo Controle (células + LPS), o que sugere que os extratos de 2 e 4 dias de glandulas
salivares de R. sanguineus s. I. nessas concentragGes ndo apresenta atividade citotoxica
aos macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. Entretanto, estudos anteriormente
realizados com saliva da mesma espécie de carrapatos, em concentracGes semelhantes
(0,5 e 0,2 pg/mL) aplicadas in vitro em células da linhagem DH82 (sarcoma histiocitico)
e HL-60 (leucemia promielitica aguda) exibiram potencial em inibir a proliferacéo celular
causando morte apoptética nessas células (ROCHA, 2014). A mesma capacidade
antiproliferativa foi demonstrada em estudo com células da linhagem tumoral de Walker
256 in vivo expostas as concentracoes de 0,2 e 0,04 pg/pL (ABREU et al., 2014). Desse
modo, os resultados aqui obtidos sugeriram que o0s macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c seriam mais resistentes aos extratos glandulares EG2 e EG4,
quando comparados a outras linhagens celulares. Entretanto, foi observado que nas
concentracOes de 4 e 2 pg/mL do extrato EG2 e nas concentragdes de 4 e 0,1 pg/mL do
EG4, houve um aumento da taxa de células mortas quando os resultados foram
comparados com aqueles do Grupo Controle (células + LPS).

Os resultados obtidos da avaliagdo de producdo de NO liberado pelos macréfagos
peritoneais expostos as diferentes concentragdes dos extratos EG2 e EG4, mostraram que
0 extrato EG4 apenas na concentracdo de 2 pg/mL foi capaz de provocar um aumento
significativo na producdo de NO quando comparou-se com o Grupo Controle (células +
LPS), porém ambos os extratos (EG2 e EG4) nas maiores concentracoes (4 e 2 pg/mL)
e 0 EG2 na concentragdo de 0,1 pg/mL também causaram pequeno aumento na producao

de NO quando comparado com o Grupo Controle, sugerindo haver uma correlagao entre
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a viabilidade celular e a dosagem de NO , visto que nas concentracdes 4 e 2 ug/mL do
EG2 e na concentracdo de 4 pg/mL do EG4 houve maiores porcentagens de morte celular
concomitantemente a obtencdo de maiores valores na producdo de NO. Essa correlacdo
corrobora resultados obtidos em estudos realizados com macrofagos peritoneais de
murinos, que documentaram a relagéo entre aumento da liberagdo de NO e a morte celular
apoptotica de macrofagos em cultura (ALBINA et al., 1993). O éxido nitrico (NO) é uma
molécula gasosa e inorganica liberada por macrofagos quando estimulados por IFN ou
LPS e produzida pela isoforma induzida da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) devido a
conversdo de L-arginina em L-citrulina (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Sendo
assim, o NO é considerado um importante mediador de respostas intra e extracelulares
com atividade citotoxica, antitumoral e antiviral, desempenhando papel fundamental na
resposta imune contra microrganismos e células tumorais, sendo um 6timo indicador de
ativagdo de macrofagos (BUSSOLARO, 2009; OLIVEIRA, 2005). Dessa forma, os dados
aqui obtidos sugeriram que as concentracOes que apresentaram maiores taxas de NO
foram aquelas que mais estimularam a ativacdo dos macrofagos, e por isso teriam perfil
considerado pré-inflamatério (KOPECKY; KUTHEJLOVA; PECHOVA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA, 2005).

No estudo morfologico observou-se aqui que o0s macrofagos peritoneais
apresentaram alteracGes morfoldgicas distintas conforme as diferentes concentracdes (4,
2, 1, 0,5 0,1 pg/mL) as quais foram submetidos, porém, houve semelhangas nos
resultados obtidos entre os extratos EG2 e EG4. A andlise sob microscopia de luz
evidenciada pela coloragdo pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa, nas células do
Grupo Controle Negativo (s6 células) revelou apenas presenca de macréfagos residentes
(ndo ativados), concordando com a morfologia descrita por Junqueira e Carneiro (2014)

para macrdfagos, ou seja, células com nucleo geralmente ovdide e excéntrico, com
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presenca de dois ou mais nucléolos, citoplasma moderadamente basofilico e pouca
granulacdo citoplasmatica, além de estarem presentes pequenos prolongamentos
citoplasmaticos. A microscopia eletrébnica de varredura, no entanto, demonstrou
caracteristicas semelhantes aquelas descritas por North (1978) e Oliveira (2005) para
macrofagos residentes, tais como: citoplasma moderadamente disperso, presenca de
pequenos filamentos citoplasmaticos e ainda aparecimento de células com forma
alongada. Ja as células do Grupo Controle (células expostas ao LPS) demostraram
alteracdes tipicas de ativacdo de macrdfagos, semelhantes aquelas descritas também por
North (1978): a) numerosas projecdes citoplasmaticas; b) alta capacidade de adeséo e de
espalhamento do citoplasma, gerando aumento da capacidade fagocitica; ¢) maior
incidéncia de grénulos ou fagolisossomos. Tais caracteristicas de ativacdo ja eram aqui
esperadas uma vez que o LPS é a principal endotoxina da camada externa da parede
celular de bactérias Gram-negativas (JUSTO et al., 2015) e por isso amplamente utilizada
em estudos imunobioldgicos devido sua acdo na ativagdo de macréfagos e liberagéo de
NO (GWAKISA et al., 2001; JUSTO et al.,, 2015; KOPECKY; KUTHEJLOVA;
PECHOVA, 1999; OLIVEIRA et al., 2010).

Essas mesmas caracteristicas de ativacdo de macréfagos foram observadas nas
células expostas as maiores concentracdes (4 e 2 pg/mL) dos extratos EG2 e EG4, sendo,
no entanto, mais intensas do que aquelas exibidas no Grupo Controle (células + LPS) ou
seja, apresentando citoplasma ainda mais disperso, abundantes projecdes e granulactes
citoplasmaticas, adicionadas a caracteristicas morfologicas de morte celular apoptética,
ou seja a presenca de nucleos hipercromaticos e fragmentados, vacuolizagdo
citoplasmatica e corpos apoptéticos na regido superficial das células, evidenciados pela
microscopia eletrénica de varredura. A morte celular apoptética nesse caso, poderia estar

relacionada mais uma vez ao aumento da producéo de oxido nitrico nessas concentracoes.
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Segundo Albina et al. (1993) essas caracteristicas de morte celular apoptética estariam
relacionadas a alta liberacdo de NO pela superativacdo de macrofagos por fatores
patogénicos ou microbidticos, e esse processo seria um mecanismo de controle de do
sistema imune com o objetivo de evitar a superativacdo do mesmo.

Por outro lado, apesar das células expostas as demais concentracdes (1, 0,5 e 0,1
png/mL) dos extratos EG2 e EG4 exibirem morfofisiologia alterada, ou seja, com
caracteristicas de branda ativagdo de macrofagos (sobretudo, citoplasma amplamente
disperso), uma vez que estas células também foram expostas ao agente estimulante LPS,
tais alteracOes ocorreram em menor intensidade quando comparadas aquelas
concentragcOes anteriormente citadas (sem evidéncias de morte celular ou superativagéo
de macro6fagos), sendo inclusive diferente do observado para o Grupo Controle (células
+ LPS), demonstrando caracteristicas mais semelhantes aquelas apresentadas por
macrofagos residentes sendo elas: diminuicio do numero de prolongamentos
citoplasmaticos, aparecimento de células alongadas, presenca de células com ndcleos
hipertroficos e nucléolos visiveis (ALBINA et al., 1993; OLIVEIRA, 2005). Esses
resultados indicaram o potencial imunorregulatdrio dessas concentraces de ambos 0s
extratos (EG2 e EG4), o que reforcaria dados ja bem descritos na literatura a respeito da
acdo da saliva de diferentes espécies de carrapatos (KOTAL et al., 2015; MOR;
FERREIRA; CAMPANELLLI, 2006; OLIVEIRA et al., 2010, 2011).

Assim, diante dos resultados aqui obtidos pode-se concluir que: a) as
concentracoes (4, 2, 1, 0,5e 0,1 pg/mL) dos extratos EG2 e EG4 de fémeas de carrapatos
R. sanguineus s. |. ndo apresentam citotoxicidade significativa em macrofagos peritoneais
de camundongos BALBI/c; b) as concentracdes de 4 e 2 pg/mL de ambos os extratos
(EG2 e EG4) estimularam perfis pro-inflamatorios em macréfagos peritoneais de

camundongos BALB/c, confirmados pelos parametros de viabilidade celular e de
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producdo de NO, corroborando as analises morfofisioldgicas sob microscopia de luz e
eletrbnica de varredura; c) as concentracdes 1, 0,5 e 0,1 pg/mL dos extratos EG2 e EG4,
por sua vez, demonstraram perfis imunomodulatérios, confirmados principalmente pela
analise morfoldgica sob microscopia de luz e eletrdnica de varredura, mas ndo pela
dosagem de NO, o0 que sugeriu que essa imunomodulacdo seria desencadeada por outros
mediadores, possivelmente citocinas; d) ndo houve diferencas significativas entre as
respostas imunogénicas dos diferentes periodos do ciclo glandular (2 e 4 dias).
Finalmente, sabe-se que ainda resta muito a se esclarecer sobre os mecanismos de
acdo imunomodulatéria da saliva de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. I., bem como
seus efeitos sobre a morfofisiologia de células do sistema imune. Contudo, acredita-se
que estudos como esse tenham muito a acrescentar na elucidacdo dos processos
imunobiolégicos envolvidos na relacdo hospedeiro-carrapato, e na busca por novas
formas de controle desses ectoparasitas. Além disso, destaca-se aqui que futuros estudos
que abordem a modulacdo dessas células atraves da liberacdo de mediadores da resposta

imunoldgica, como citocinas por exemplo, tem muito a agregar nesse cenario.
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INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artropodes, em sua maioria, ectoparasitas obrigatorios e de
habito hematofago, que parasitam grande diversidade de hospedeiros vertebrados durante
a sua ontogenia (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Esses animais sdao também
importantes pela capacidade de transmitir inimeros patdégenos, como fungos, bactérias,
protozoarios e virus responsaveis pela transmissdo de doencas aos seus hospedeiros
(LABRUNA et al., 2007) .

A espécie Rhipicephalus sanguineus s. l., popularmente conhecida como
“carrapato do cdo”, pode parasitar também outros mamiferos, inclusive o homem
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; GRAY et al., 2013) e
é considerada uma espécie de grande importancia médico-veterinaria devido ao seu papel
como vetor de bactérias, virus e protozoarios, sendo as principais doencas transmitidas
aos cées a Erliquiose (Ehrlichia canis), Babesiose (Babesia canis) e Hemobartonelose
(Haemobartonella canis), e ainda, h& suspeitas de serem vetores em humanos da
Rickettsia conorii na Europa e da R. rickettsii no México (DANTAS-TORRES, 2008,
2010). Dessa forma, esses ectoparasitas representam grande preocupacao pelos prejuizos
causados ndo s aos animais de estimacdo, mas também a saude publica.

O sucesso bioldgico dos carrapatos deve-se principalmente as glandulas salivares,
Orgéos responsaveis pela producdo de substancias que sdo imprescindiveis nos processos
de fixacdo e alimentacdo, 6rgdos que sintetizam e liberam a saliva (WALKER, 1994),
mistura complexa capaz de modular os processos hemostatico, inflamatério e
imunoldgico do hospedeiro: aumentando o fluxo sanguineo na regido do corpo onde
ocorre a fixacdo no hospedeiro, por meio da secrecdo de agentes vasoativos; inoculando
anticoagulantes que mantém o sangue do hospedeiro fluido; inibindo o processo

inflamatorio e agindo como imunossupressor, possibilitando que o ectoparasita
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permaneca se alimentando por longos periodos, dificultando sua rejeicdo (BOWMAN et
al., 1996).

Além da complexa composicdo, a saliva apresenta variacBes quantitativa e
qualitativa quando sdo considerados os diferentes periodos do ciclo glandular e as
diferentes espécies (BINNINGTON, 1978; CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM, 2013;
XIANG et al. 2009). No caso da espécie R. sanguineus s. |. a secre¢do produzida pelas
glandulas salivares apresenta caracteristicas distintas quando considerados o inicio (2
dias), o meio (4 dias) e o final (6 dias) do seu ciclo secretor (CAMARGO-MATHIAS;
FURQUIM, 2013). Isso ocorre devido ao sistema imune do hospedeiro e 0s componentes
da saliva dos carrapatos terem coevoluido ao longo dos anos, resultando numa interacéo
que pode ser comparada a uma “corrida armamentista” entre os mecanismos de defesa de
um e de invasio do outro (KOTAL, 2015).

No que se refere a agdo imunossupressora da secrecéo salivar, a literatura registrou
que a saliva bruta de diversas espécies de carrapatos possuiria o potencial de: afetar a
proliferacdo de linfécitos T (KOPECKY; KUTHEJLOVA; PECHOVA, 1999;
SCHOELER; WIKEL, 2001); inibir a funcdo dos neutrofilos, incluindo sua atividade
oxidativa e fagocitéria (RIBEIRO; WEIS; TELFORD, 1990); diminuir a atividade das
células “natural killer” (KUBES et al., 1994); diminuir a atividade oxidativa de
macrofagos (KUTHEJLOVA et al.,, 2001); suprimir a producdo de citocinas
proinflamatdrias (IL-2 e IFN-y) e aumentar a produgao de citocinas (IL-4, IL-5 e 1L-10)
relacionadas as reacdes imunes mediadas por eosinéfilos e mastdcitos contra alérgenos
(caracteristicas da inducdo de linfocitos do tipo Th2) (BROSSARD; WIKEL, 2004;
WIKEL, 1999).

Os macrdfagos sdo células apresentadoras de antigeno, também responsaveis pela

eliminacdo e fagocitose de microrganismos invasores, assim como pela secrecdo de
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proteinas sinalizadoras (citocinas) que atuam na intercomunicacdo celular sendo ainda
responsaveis pela estimulacdo e supressdo dos processos da resposta imune,
desencadeando e coordenando a resposta inflamatdria, processos de cicatrizacdo e
reorganizacdo tecidual (ALVES, 2004). Além das citocinas, 0os macréfagos ativados
produzem reativos intermediarios de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO), através da
acdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), ativada por sua vez pela presenca
de produtos microbianos, como por exemplo o lipopolissacarideo (LPS) extraido da
parede celular de bactérias Gram-negativas (MACRI et al., 2009). O 6xido nitrico
liberado tem importante papel na destruicdo e eliminagdo de microorganismos
patogénicos e € um 6timo indicador da intensidade de ativacdo de macréfagos (ABBAS
et al. 2014).

As células da linhagem J774 sdo macrofagos de ratos originalmente isoladas de
sarcoma histiocistico e frequentemente utilizadas em estudos in vitro relacionados a
imunorregulagdo de macréofagos devido a geragdo de indicadores de resposta imunolégica
semelhantes aqueles das células de origem dessa linhagem, tais como producdo de
citocinas, inducdo da sintese de NO, regulacdo de prostagandinas, resposta
proinflamatdria e interacdo com microrganismos (D'ACQUISTO et al., 1997; JUSTO et
al., 2015; MAROTTA; SAUTEBIN; ROSA, 1992).

Apesar do conhecimento adquirido a respeito do potencial da saliva de carrapatos
sobre o sistema imune-inflamatério dos hospedeiros, pouco ainda se estudou sobre a
dindmica dos mecanismos de acdo que estdo nela envolvidos e principalmente sobre os
efeitos morfofisiol6gicos relacionados e provocados pela exposicdo do extrato glandular,
levando-se em consideracao os periodos do ciclo glandular, que, como j& mencionado
anteriormente, possuem caracteristicas especificas e distintas ao longo do processo de

alimentagdo. Além disso, acredita-se que estudos relacionados aos efeitos da saliva no
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sistema imune inflamatdrio do hospedeiro representam perspectivas para a elaboracdo de
novos métodos de controle que sejam mais efetivos, como a producdo de vacinas que
atinjam essa importante espécie de carrapato responsavel por prejuizos médico-
veterinarios tao relevantes.

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo analisar a a¢éo in vitro dos
extratos de glandulas salivares extraidas de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. |.
alimentadas por 2 (EG2) e 4 dias (EG4) em coelhas hospedeiras, sobre macréfagos da
linhagem J774 verificando a ocorréncia de possiveis alteracdes morfofisioldgicas, bem
como avaliar os efeitos imunomoduladores nestas células quando expostas as diferentes

concentracOes dos extratos.

MATERIAL E METODOS
A) Manutencéo dos Carrapatos R. sanguineuss. I.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 200 fémeas adultas de R.
sanguineus s. I. alimentadas em coelhas hospedeiras naives do Grupo Genético de
Botucatu, obtidas do Biotério Central de Botucatu (UNESP, campus Botucatu, SP). Para
obtencdo das fémeas com os periodos de alimentacdo desejados, houve necessidade de
infestar as coelhas hospedeiras com fémeas e machos adultos em jejum, uma vez que a
fémea sé completa seu ingurgitamento apds a copula com o macho. Os carrapatos adultos
foram obtidos de colbnia desta mesma espécie mantidas em estufa BOD em condicdes
controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) em sala do Biotério do
Departamento de Biologia da UNESP - campus Rio Claro, SP.

As infestagOes nas coelhas hospedeiras foram realizadas no interior de camara
alimentadora fixada na regido dorsal tosada das mesmas (25 casais/hospedeira), para

posterior aquisicdo de fémeas com 2 e 4 dias de alimentacdo (periodo este garantido
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através de observacOes subsequentes dos carrapatos fixados). Na sequéncia, as fémeas
foram anestesiadas com choque térmico e tiveram suas glandulas salivares retiradas para
a producdo dos extratos EG2 e EG4. Tanto os procedimentos de infestacdo quanto os de
fixacdo das camaras alimentadoras foram realizados segundo o protocolo descrito por
Bechara et al. (1995) e sob a aprovacdo do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA,

Instituto de Biociéncias, UNESP — campus Rio Claro) n® 9133/2016

B) Producdo dos Extratos das Glandulas Salivares (EG2 e EG4)

Apos o periodo de alimentacdo (2 ou 4 dias), as fémeas foram retiradas das
hospedeiras pela regido do hipostdmio com auxilio de pinca cirdrgica e por meio de
movimentos circulares. Em seguida, nas dependéncias do Laboratdrio de Histologia do
Departamento de Biologia da UNESP Rio Claro (SP) foram colocadas em placas de Petri
contendo solucdo salina (7,5 g de NaCl, 2,38 g de Na2HPO4, 2,72 g de KH2PO4 e 1000
mL de 4gua destilada) para dissec¢do, bem como para retirada das glandulas salivares,
que depois foram colocadas em tubos eppendorfs contendo 200 pL de tampéo fosfato pH
7.4 (separadas pelo tempo de alimentacdo) e mantidas em gelo.

Posteriormente, as glandulas foram lavadas 2 vezes no mesmo tampao fosfato pH
7.4, centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm para retirada do excesso de tampéo, em
seguida, as mesmas foram delicadamente maceradas com auxilio de bastdo de vidro. Na
sequéncia, os tubos foram novamente centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm, o0s
sobrenadantes recolhidos em fluxo laminar estéril, filtrados em unidades filtrantes
descartavel (JBR610303, Millex GV, membrana durapore PVDF, Millipore®, MilliUni),
de 0.22 um e diametro de 13 mm, acopladas a seringas hipodérmicas e depositados em
eppendorfs estéreis encaminhados para a dosagem de proteinas, segundo metodologia

descrita por Sedmark and Grossberg (1977) (método de Bradford).
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Ap0s a determinacdo do contetdo proteico, no interior do fluxo laminar estéril, 0s
extratos foram diluidos em tampdo fosfato pH 7.4 autoclavado para se obter as
concentracOes pré-determinadas para realizacdo dos bioensaios (4, 2, 1, 0,5 e 0,1 pg/mL).
Os extratos glandulares EG2 e EG4 foram entdo aliquotados (1000 pL) e armazenados

em eppendorfs estéreis em freezer -80°C até 0 momento de sua utilizacéo.

C) Cultura Celular

As linhagens de células J774 foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Patricia
Ucelli Simioni do Laboratorio de Inflamacdo e Imunologia Celular (LIIC) do
Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes da UNICAMP, Campinas, SP, a qual
também é colaboradora deste trabalho.

As células J774 foram cultivadas até semiconfluéncia em garrafas de cultura
mantidas em incubador (5% de CO e 37°C) em meio RPMI 1640 Sigma® (R6504)
contendo HEPES (2,97 g/L), bicarbonato de sodio (2 g/L), 2-Mercaptoetanol (2 uL/L) e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, elas foram colhidas da
garrafa com o auxilio de cell scraper, lavadas com meio RPMI e centrifugadas em tubo
Falcon a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em meio
RPMI novamente e procedeu-se contagem das células em cAmara de Neubauer com azul
de tripan (1:2) para o ajuste de 1x10° células/mL.

Apoés contagem e ajuste, as células J774 foram semeadas a uma densidade de
2x10° células/pogo em placas de 96 pocos sendo: Estimulo 1 (J774 exposta a EG2 por
24 horas), Estimulo 2 (J774 exposta a EG4 por 24 horas), Estimulo 3 (J774 exposta a
EG2 por 48 horas) e Estimulo 4 (J774 exposta a EG4 por 48 horas).

Posteriormente, foram adicionados 10 pL/poco do composto lipopolissacarideo

(LPS) (10 pL de LPS 25000 ng + 12,40 mL de meio RPMI) como estimulo inflamatorio,
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e em seguida adicionados 10 pL/poco das diferentes concentracdes (4, 2, 1, 0,5 e 0,1
png/mL) do extrato EG2 (Placa 1 e 3) ou EG4 (Placa 2 e 4). Os grupos controles foram:
Grupo Controle Negativo (composto por células expostas apenas ao meio RPMI) e
Grupo Controle (células submetidas ao LPS). As placas foram incubadas nas mesmas

condigdes de cultura durante 24 (Placa 1 e 2) e 48 horas (Placa 3 e 4).

D) Teste de Viabilidade Celular (MTT)

Apos o periodo de incubacéo as placas foram submetidas ao teste de viabilidade
celular utilizando-se 10 pL de MTT na concentragdo 5 mg/mL (dissolvido em solucéo
salina tamponada com fosfato, pH 7.4) que foram adicionados a cada pogo, em seguida,
as placas foram incubadas por mais 4 horas em incubador (5% de CO2 e 37°C), e depois
foram adicionados 200 pL de alcool isopropilico contendo 0,04 N de HCL para dissolver
os cristais. As placas foram levadas ao leitor de microplacas Multiskan MS (Labsystems
Oy, Helsink, Finlandia) e a leitura foi realizada a 570 nm. Este ensaio foi realizado em

triplicatas.

E) Avaliacio da Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem de dxido nitrico (NO) liberado nos sobrenadantes das células J774 foi
realizada através de ensaio colorimétrico quantitativo descrito por Griess e Bemerkungen
(1879). Primeiramente, realizou-se a curva padrdo de nitrito de 320 a 0 uM/L (dilui¢des
realizadas a partir da solugéo estoque de 320.000 pM/L com meio de cultura RPMI com
10% de SFB) a qual foi utilizada como base para a quantificagcdo das amostras.

Os sobrenadantes recolhidos (50uL) das culturas de células J774 apds a exposicao
as diferentes concentraces dos extratos EG2 e EG4, foram transferidos para placas de

cultura de 96 pocos e em seguida, adicionados 50 pL do reagente de Griess/po¢o (1% de
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sulfanilamida, 0,1% de N- (1-naphthylethylenediamine) dihycrochloride e 2,5% de acido
fosforico). Apds 10 minutos em temperatura ambiente, foi realizada a leitura da placa no
leitor Multiskan MS (Labsystems Oy, Helsink, Finland) a 570 nm. Este bioensaio também

foi realizado em triplicata.

F) Dosagem de Citocinas

A dosagem de citocinas foi realizada a partir da coleta dos sobrenadantes (50 L)
das culturas das células J774. Apds exposicdo as diferentes concentraces dos extratos
EG2 e EG4, os mesmos foram submetidos ao ensaio CBA (Cytometric Bead Array)
utilizando-se kits comerciais (BD- Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) seguindo recomendagdes do
fabricante, para a determinacdo de citocinas: I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e
TNF.

Inicialmente, realizou-se a curva de calibragdo, onde os beads da curva padréo
foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL e reconstituidos com 2mL de tamp&o
diluente fornecido pelo kit (top standard), apés 15 minutos de repouso em temperatura
ambiente, ocorreu a diluicdo seriada dos tubos (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128;
1:256) misturando 150 pL de tampé&o diluente + 150 pL do tubo anterior, e no caso do
tubo “branco”, foram adicionados apenas 300 uL de tampao diluente, totalizando 10
pontos da curva.

As beads de captura fornecidas pelo kit foram ressuspendidas e acopladas num
Unico tubo Falcon gerando um mix de beads de captura. Em seguida, foram adicionados
25 pL do mix de beads aos tubos da curva padréo e a cada tubo contendo 50 pL de

amostra. Posteriormente foram adicionados também 25 pL do reagente de detecgdo
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Mouse Th1/Th2/Th17 PE do kit a cada tubo. Procedeu-se a incubacdo de todos os tubos
por 3 horas em temperatura ambiente e protegidos da luz.

Apos a incubacdo, foram adicionados 1 mL de wash buffer a cada tubo, que foram
centrifugados a 200 g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o pellet
ressuspendido em 300 pL de wash buffer. Imediatamente os tubos foram analisados em
citometro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA)
do Laboratorio de Inflamagéo e Imunologia Celular (L11C) do Departamento de Genética,
Evolucéo e Bioagentes da UNICAMP, Campinas, SP e os resultados foram gerados pelo
software BD CBA Analysis Software.

O limite de detecgdo de cada citocina esté representado na Tabela 1.

Tabela 1: Limites de deteccdo das citocinas do Kit BD Cytometric Bead Array (CBA)

Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine

Citocinas Limite de deteccéo
(pg/mL)
IL-2 0,1
IL-4 0,03
IL-6 14
IFN-y 0,5
TNF 0,9
IL-17A 0,8

IL-10 16,8
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G) Analise Estatistica
A analise estatistica dos dados e confeccdo de graficos foram realizados no
software Graphpad Prism 5.0, utilizado o teste de variancia “ANOVA” seguido do teste

de Turkey, sendo os valores de p < 0,05 considerados significativos.

H) Analise Morfofisioldgica

As células da linhagem J774 foram semeadas na densidade de 2x10° células/pogo
(500 pL) sobre laminulas de vidro estéreis em placas de 24 pocos e cultivadas durante 24
horas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB em incubador (5% de CO.e 37°C).
Posteriormente, foram adicionados 50 pL de LPS em cada poco + 50 pL das diferentes
concentracOes dos extratos EG2 e EG4 (4, 2, 1, 0,5, 0,1 pg/mL), sendo que 0S pogos
controles (s6 células e sé células com LPS) receberam apenas 100 pL de meio RPMI e
50 pL de LPS + 50 pL de meio RPMI, respectivamente, e entdo foram incubadas nas
mesmas condicdes de cultura durante 24 e 48 horas. Apo6s a incubacéo, as células foram
preparadas para analise morfoldgica sob microscopia de luz e eletrénica de varredura,
ambas realizadas no Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, campus

de Rio Claro, SP.

- Microscopia de Luz

Apos incubacdo, o sobrenadante das células foi descartado e foram adicionados a
cada placa de cultivo 500 pL/poco de fixador paraformaldeido 4%. As placas foram
mantidas em geladeira over night. Apds a fixacdo das células, o fixador foi retirado e
sucedeu-se a lavagem dos pogos com tampao fosfato pH 7,4 estéril (300 pL/po¢o). Em
seguida, iniciou-se o processo de desidratacdo em série crescente de etanol 70, 80, 90, 95

e 100% com banhos de 5 minutos.
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Para a coloracdo das células foram adicionados 300 pL/po¢o de hematoxilina de
Harris durante 1 minuto, retirado o excesso do corante e lavado com &gua da torneira
durante 5 minutos e com agua destilada durante 30 segundos. Posteriormente, foram
adicionados 300 pL/poco de eosina aquosa por 1 minuto e retirado, lavando com agua
destilada por mais 30 segundos.

Apos coloracdo e secagem, as laminulas de vidro contendo as células foram
retiradas das placas de 24 pogos, banhadas em xilol, montadas em Iaminas previamente
limpas contendo Entellan® (Merck Millipore) e armazenadas em estufa até completa
secagem. As laminas foram fotodocumentadas em fotomicroscopio de luz de campo claro

LEICA DM750.

RESULTADOS

1. Andlise de Viabilidade Celular (MTT)

As placas contendo as células da linhagem J774 foram expostas ao estimulo LPS
e posteriormente aos extratos EG2 e EG4 por 24 horas ou 48 horas e submetidas ao teste
de viabilidade celular com o intuito de verificar a atividade citotdxica dos extratos nas
diferentes concentrages (4; 2; 1; 0,5 e 0,1 pg/mL) (Gréfico 1A-D).

A exposicdo das células J774 ao EG2 durante 24 horas, quando analisada
estatisticamente ndo mostrou citotoxicidade significativa quando comparou-se o
resultado aquele obtido do Grupo Controle (células expostas ao LPS). No entanto, foi
observada intensa morte celular na exposicao a concentracdo de 4 pg/mL (71,05% de
células viaveis) e diminuicdo de células viaveis exposi¢do a concentracdo de 0,5 pg/mL
(90,96% de células viaveis) quando comparou-se ao Grupo Controle (97,01 % de células

viaveis) (Grafico 1A). As placas contendo as células expostas as concentragdes 2; 1 e 0,1
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pug/mL do EG2 durante 24 horas mostraram aumento da populacdo de células viaveis em
comparagao ao mesmo controle (2 pg/mL= 101,05%; 1 pg/mL=104,81% e 0,1 pg/mL=
106,25% de células viaveis) (Gréafico 1A). As células expostas ao extrato EG2 por 48
horas mostraram resultados semelhantes as do Grupo Controle (variando de 91,84 a
98,55% de células vidveis), com excecdo exposicao a concentracdo 4 pg/mL (25,02% de
células vidveis) que apresentou aumento significativo da taxa de morte celular em relacéo
ao controle, sugerindo citotoxicidade do extrato nessa concentracdo (Gréafico 1B). Além
disso, quando comparados os dados obtidos para 24 horas e 48 horas, foi possivel
observar a diminuicéo da taxa de viabilidade celular em todos as concentra¢des do EG2
(Grafico 1A-B).

A exposicdo ao extrato EG4 ndo mostrou valor significativo de aumento de taxa
de morte celular nas diferentes concentragfes quando comparou-se ao Grupo Controle
(células expostas ao LPS) tanto em 24 quanto em 48 horas (Gréafico 1C-D). Porém, em
ambos os periodos de tempo todos os grupos celulares expostos ao EG4 demonstraram
valores de taxa de morte celular semelhantes aqueles do Grupo Controle, exceto a
concentracdo de 4 pg/mL onde houve notavel diminuicdo da viabilidade celular de 24
para 48 horas (104,74% para 56,36% de células viaveis) (Grafico 1C-D) e também em
relacdo ao Grupo Controle (89,92%) (Gréfico 1C-D).

Apesar dos resultados obtidos entre as concentracdes, 0s resultados estatisticos
do teste de viabilidade sugeriram que os extratos EG2 e EG4 seriam toxicos para as
celulas da linhagem J774 apenas na concentragdo 4 pg/mL .

As médias dos dados obtidos encontram-se na Tabela 2.

2. Avaliacdo da Producéo de Oxido Nitrico (NO)

A avaliacdo do NO liberado no sobrenadante das células expostas aos extratos

EG2 e EG4 foi realizada com o objetivo de observar a capacidade anti ou pro-
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inflamatoria dos mesmos sobre os macréfagos da linhagem J774 durante o periodo de 24
e 48 horas.

As células expostas ao EG2 durante 24 horas aumentaram a producao de NO nas
diferentes concentra¢cfes quando comparadas ao Grupo Controle (células expostas ao LPS
25,51), sendo que todos 0s grupos expostos ao extrato tiveram esse aumento considerado
significativo em relacdo ao controle (Grafico 2A). Ja no periodo de 48 horas de exposi¢ao
ao mesmo extrato EG2, nas concentragdes de 4 pg/mL, 2 e 1 pg/mL houve aumento
significativo na producdo de NO (157,23; 94,31 e 83,85 uM de nitrito, respectivamente)
em comparagdo ao Grupo Controle (72,81 uM de nitrito) (Gréfico 2C)

A andlise estatistica referente ao EG4 no periodo de 24 horas indicou pequeno
aumento das taxas de NO nas concentrac¢des 1 e 0,5 pg/mL do extrato (41,71 e 38,98 uM
de nitrito, respectivamente) quando comparadas ao Grupo Controle (células com LPS)
que registrou 37,69 UM de nitrito (Gréafico 2B). No entanto, as demais concentragdes
apresentaram diminuicdo da produgdo de NO comparadas ao mesmo controle, sendo
apenas considerado significativo os valores na exposicdo a concentracdo 4 pug/mL (25,08
UM de nitrito (Grafico 2B). As células expostas ao EG4 por 48 horas, por sua vez,
aumentaram a producgédo de NO nas concentragdes 4; 2 e 1 pg/mL (83,42; 86,57 e 85,25
UM de nitrito, respectivamente), sendo considerados esses valores significativos em
relacdo ao Grupo Controle (75,96 uM) (Grafico 2D). Ja as menores concentragdes, ou
seja, 0,5 e 0,1 pg/mL do EG4 agiram diminuindo a producdo de NO (71,38 uM e 68,65
KM de nitrito, respectivamente) em comparacao ao controle (Gréfico 2D).

Quando comparados 0s dois periodos (24 e 48 horas) observou-se que as
concentracOes de 4, 2 e 1 pg/mL tanto no EG2 quanto no EG4, passaram a ter acdo

inflamatoéria em 48 horas. Em contrapartida, 0 EG4 em 24 horas na concentracao de 4
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pug/mL demonstrou atividade anti-inflamatéria (diminui¢cdo na producdo de NO em
relacdo ao controle) (Gréfico 2A-D).

As médias dos dados obtidos encontram-se na Tabela 3.

3. Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas realizada através do método CBA (Cytometric Bead Array)
utilizando-se kits comerciais (BD- Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) para a determinagdo de
citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, e TNF) considerou as citocinas IL-4, IL-17A
e IFN-y abaixo do alcance padréo de leitura do equipamento (citdmetro de fluxo BD

FACSCalibur™) em todas as amostras.
As células da linhagem J774 quando expostas ao EG2 durante 24 horas foram capazes
de diminuir a liberagéo de IL-2 nas concentracgdes 2; 0,5 e 0,1 pg/mL (3,59 pg/mL 3,21
pag/mL e 3,43 pg/mL) mas aumentaram a liberacdo na concentracdo de 1 pg/mL (7,64
pg/mL) em compara¢do ao Grupo Controle (J774+LPS) (5,52 pg/mL) (Gréfico 3A). Na
dosagem de IL-6, as concentragdes de exposicdo foram capazes de manter os niveis
obtidos pelo Grupo Controle (6732,32 pg/mL) variando de 6685,55 a 5656,63 pg/mL
(Grafico 3C). Os valores de TNF-a foram menores que aqueles do Grupo Controle
(1786,31 pg/mL), diminuindo conforme as concentra¢@es também diminuiram (variando
de 1370,53 a 964,60 pg/mL) (Grafico 3E). Jaa dosagem de IL-10 manteve-se semelhante
aquela observada no Grupo Controle (3,98 pg/mL), com um pequeno aumento nas
concentracfes 1 e 0,1 pg/mL (4,30 e 4,73 pg/mL) e grande aumento na concentracdo de

0,5 ug/mL (6,46 pg/mL) (Grafico 3G).
As células J774 expostas por 48 horas ao extrato EG2 aumentaram a liberacdo de

IL-2 nas concentracOes de 2 e 0,1 pg/mL (3,90 e 4,66 pg/mL) e diminuiu a secre¢édo da
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mesma citocina nas concentracdes 4; 1 e 0,5 pg/mL (2,98; 2,09 e 1,52 pg/mL) em relacdo
ao Grupo Controle (3,17 pg/mL) (Gréafico 3B). Quanto a citocina IL-6, todas as
concentracdes do extrato foram capazes de reduzi-la em comparacdo ao Grupo Controle
(12641,1 pg/mL), exceto a de 0,1 pg/mL que causou pequeno aumento da mesma
(13181,9 pg/mL) (Gréfico 3D). Os valores de TNF-a liberados em cultura foram menores
em todas as concentragdes do EG2 em comparagao ao Grupo Controle (1797,28 pg/mL),
diminuindo significativamente nas concentragfes 4 pg/mL (1071,79 pg/mL) e 2 pg/mL
(1131,33 pg/mL) (Gréfico 3F). Finalmente a dosagem de IL-10 demonstrou ser maior
que ado Grupo Controle (4,02 pg/mL) em todas as concentragdes, exceto na de 0,5 pg/mL
do EG2 (2,95 pg/mL) (Grafico 3H).

Os resultados obtidos da dosagem de citocinas liberadas pelas células da linhagem
J774 expostas ao EG4 por 24 horas mostraram que as diferentes concentracOes deste
foram capazes de diminuir a producdo de IL-2 em comparacdo ao Grupo Controle
(J774+LPS) (5,52 pg/mL), sendo a concentragdo 4 pg/mL a que resultou nos menores
valores (1,735 pg/mL) (Gréfico 4A). As dosagens de IL-6 também se mostraram menores
nas diferentes concentragcdes do EG4 em relagdo ao controle (6732,32 pg/mL), sendo
considerado significativo os valores da concentracao 1 pg/mL (4885,29 pg/mL) (Gréfico
4C), e apenas a concentracdo 0,1 pg/mL apresentou aumento dessa citocina (8081,72
pg/mL) em relacdo ao mesmo controle. Sobre a citocina TNF-a, o extrato também foi
capaz de diminuir significativamente a liberacdo da mesma nas diferentes concentracdes
de EG4 em relagdo ao Grupo Controle (1786,05 pg/mL) (Gréfico 4E). Ja os niveis de
IL-10 mostraram-se maiores em todas as concentracdes de EG4 em relagdo ao Grupo
Controle (1,67 pg/mL), variando de 3,11 pg/mL (na concentracdo de 0,1 pg/mL) a 9,99

pg/mL (na concentracdo de 2 pg/mL) (Gréfico 4G).
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A analise da dosagem de citocinas liberadas pelas células J774 expostas ao EG4
durante 48 horas, mostrou aumento da producgdo de IL-2 nas concentracdes 2 e 1 pug/mL
em comparacdo ao Grupo Controle (J774+LPS) (3,17 pg/mL), sendo esse aumento
considerado significativo para os valores apresentados pela concentracdo 2 pg/mL (5,52
pg/mL) (Gréafico 4B). Em contrapartida, o extrato em todas as concentragdes mostrou
capacidade de diminuir a liberacdo da citocina IL-6 quando comparado ao controle
(12641,1 pg/mL) sendo os valores das concentragdes 1; 0,5 e 0,1 pg/mL considerados
significativos (8374,5; 7816,55 e 6149,75 pg/mL, respectivamente) (Grafico 4D). O
mesmo ocorreu com a TNF- a, onde todas as concentragdes tiveram o potencial de
diminuir significativamente a secrecdo dessa citocina em comparagdo ao controle
(1847,28 pg/mL) (Gréfico 4F). Finalmente, os resultados das dosagens de IL-10
mostraram-se nesse caso, semelhantes aqueles apresentados pelo Grupo Controle (4,02
pg/mL), apresentando pequeno aumento na concentracdo de 0,5 pg/mL (5,5 pg/mL)
(Grafico 4H).

A anélise da dosagem de citocinas dos extratos EG2 e EG4 nos dois periodos (24
e 48 horas) sugeriram que a exposic¢do das células J774 a todas as concentracfes do
extrato EG2 tiveram resultado imunomodulatério, porém no periodo de 24 horas a
concentracdo 1 pg/mL pareceu ter estimulado certa atividade inflamatoria, assim como a
concentracdo 2 e 0,1 pg/mL no periodo de 48 horas, de acordo com as andlises de
liberagdo de IL-2, no entanto esses valores ndo foram considerados significativos
estatisticamente. A avaliacdo de citocinas liberadas pelas células J774 quando expostas
ao EG4 sugeriram a capacidade imunomudolatéria das diferentes concentragdes tanto em
24 quanto em 48 horas, com excecdo das concentragdes 2 e 1 pug/mL que no periodo de

48 horas apresentaram pequena atividade inflamatéria (alta liberacdo de IL-2), sendo 0s
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valores referentes a concentracdo 2 pg/mL considerados significativos estatisticamente

(Gréficos 3 e 4A-H).

4. Analise morfofisiol6gica
4.1 Células J774 expostas ao EG2
Grupo controle negativo (s6 células)

O Grupo Controle Negativo composto por células J774 ndo expostas aos extratos,
quando coradas pela HE e observadas sob microscopio de luz, demonstrou caracteristicas
morfofisioldgicas semelhantes aquelas descritas na literatura para células neopléasicas de
sarcoma histiocitico (AFFOLTER; MOORE, 2002), ou seja: a) pleomorfismo (células
com diferentes formas e tamanhos) embora em cultura celular in vitro as mesmas sejam
frequentemente fusiformes (Fig. 1 e 2 Al-4); b) presenca de células gigantes
multinucleadas, redondas ou estelares (Fig. 1 A2); c¢) citoplasma vacuolizado (Fig. 1 e 2
Al-4); d) presenca de prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 e 2 A1-2) e e) nucleos de
diversas formas e tamanhos com um ou Vvarios nucléolos visiveis e em alguns casos com

cromatina condensada (Fig. 1 e 2 A1-4).

Grupo controle (células + LPS)

O Grupo Controle de células expostas ao estimulo inflamatério LPS quando
coradas pela HE apresentou morfofisiologia semelhante aquela do grupo controle
negativo (s6 células), porém com algumas caracteristicas intensificadas (tanto em 24
guanto em 48 horas), como por exemplo: a) citoplasma amplamente disperso (Fig. 1 e 2
B1-4); b) nacleos mais irregulares, em algumas células os nlcleos estavam grandes e com

nucléolos visiveis, em outras com cromatina fortemente condensada (Fig. 1 e 2 B1-4); c)
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células estelares com grandes e humerosos prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 e 2

B1-4); e d) presenca de células gigantes multinucleadas (Fig. 1 B1 e 2 B4).

Grupo exposto a 4 pug/mL de EG2
As células expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG2, submetidas a coloracéo
pela HE durante 24 e 48 horas, apresentaram resultados semelhantes aos do Grupo
Controle Negativo (s6 células), tais como: presencga de células gigantes multinucleadas
(Fig. 1 C3), células com abundantes prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 C1-4),
nucleos irregulares, em sua maioria, fusiformes e hipercromaticos (Fig. 1 C1-4), e
ocasionalmente algumas células com citoplasma disperso, porém com menor frequéncia

do o observado no grupo anterior (Fig. 1 Cl e 4)

Grupo exposto a 2 pg/mL de EG2

Esse grupo quando exposto ao EG2 durante 24 horas teve as caracteristicas
morfologicas mais semelhantes as do Grupo Controle (células expostas ao LPS):
citoplasma muito disperso e nucleos pouco definidos (Fig. 1 D1-2), células com nulcleo
hipercromético (Fig. 1 D1-2), e células com numerosos prolongamentos citoplasmaticos
(Fig. 1 D1-2). J& no periodo de 48 horas, as células apresentaram formato fusiforme e
com prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 D3), nlcleos com cromatina condensada

(Fig. 1 D3-4), e 0 numero menor de células com citoplasma disperso (Fig. 1 D3-4).

Grupo exposto a 1 pg/mL de EG2,
Os resultados desse grupo exposto a concentracdo de 1 pg/mL do extrato EG2
tanto em 24 quanto 48 horas, mostraram maior frequéncia de células gigantes

multinucleadas (Fig. 1 E1-4) com citoplasma disperso e longos prolongamentos
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citoplasmaticos (Fig. 1 E1-4). Além disso, as demais células apresentaram morfologia

fusiforme ou estrelada, algumas com nucleos hipercromaticos (Fig. 1 E1-4).

Grupo exposto a 0,5 pg/mL de EG2

As células expostas a essa concentracdo durante 24 horas exibiram
morfofisiologia semelhante ao grupo anterior, ou seja, citoplasma disperso e com
prolongamentos (Fig. 1 F1-2), além de grande incidéncia de células gigantes
multinucleadas, que por sua vez, revelaram nacleos grandes, com um ou dois nucléolos
(Fig. 1 F1-2). No periodo de 48 horas também foram observadas células gigantes
multinucleadas (Fig. 1 F3), e ainda algumas células com citoplasma disperso e outras
com formato fusiforme, nucleos intensamente corados (Fig. 1 F3-4) e presenca de

prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 F3-4).

Grupo exposto a 0,1 pg/mL de EG2
O grupo exposto a menor concentracdo do extrato EG2 no periodo de 24 horas
revelou morfofisiologia semelhante & do Grupo Controle Negativo, com células
fusiformes e alongadas, com prolongamentos citoplasmaticos muito frequentes (Fig. 1
G1-2) e nucleos intensamente corados e ocasionalmente hipertréficos (Fig. 1 G1-2). Ja
no periodo de 48 horas, foram observadas mais células com citoplasma disperso e ndcleos
hipertréficos, com dois ou mais nucléolos (Fig. 1 G3-4). Além disso, observou-se

também numerosos prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 1 G3-4).

4.2 Células J774 expostas ao EG4
O Grupo Controle Negativo (s6 células) e Controle (células expostas ao LPS)

apresentaram a mesma morfologia descrita no item 3.1.
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Grupo exposto a 4 pg/mL de EG4

As células expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG4 em ambos 0s periodos
(24 e 48 horas), apresentaram citoplasma disperso, moderadamente vacuolizado e com
prolongamentos citoplasmaticos abundantes (Fig. 2 C1-4). Os nucleos mostraram-se
hipertroficos (Fig. 2 C1-4) tendo sido observada presenca células gigantes

multinucleadas (Fig. 2 C1, 2 e 4).

Grupo exposto a 2 ug/mL de EG4

O grupo exposto a essa concentragdo do EG4 em ambos os periodos (24 e 48
horas) mostrou resultados semelhantes aos do grupo anterior (Fig. 2 D1-4). Foram
observadas também células fusiformes e com prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 2

D1-4).

Grupo exposto a 1 pg/mL de EG4

Nas células J774 expostas a concentracdo de 1 pg/mL de EG4, em ambos 0s
periodos (24 e 48 horas) foi observado citoplasma muito mais disperso e com abundantes
prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 2 E1-4) quando comparadas aos demais grupos
expostos a0 EG4. Os nucleos das células com citoplasma disperso apresentaram-se
grandes e hipertréficos, podendo ser visualizados neles dois ou trés nucléolos (Fig. 2 E1-

4). Foram observadas também células gigantes multinucleadas (Fig. 2 E3).

Grupo exposto a 0,5 pg/mL de EG4
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Esse grupo de células expostas a concentracdo de 0,5 pg/mL de EG4 durante 24
e 48 horas apresentaram muitas células gigantes multinucleadas, chegando a ter até 5
nucleos/célula (Fig. 2 F1-4), com citoplasma disperso e abundantes prolongamentos. Os
nucleos permaneceram irregulares e em algumas células intensamente corados devido a

cromatina condensada (Fig. 2 F1-4).

Grupo exposto a 0,1 pg/mL de EG4

Esse grupo submetido a menor concentracdo do EG4 no periodo de 24 horas
exibiu células gigantes multinucleadas com citoplasma disperso e nucleos hipertroficos
com nucléolos visiveis, mas também apresentou células fusiformes com nucleos
hipercromaticos (Fig. 2 G1-2). Além disso foram observados numerosos prolongamentos
citoplasmaticos em ambos os casos (Fig. 2 G1-2). Ja nas células expostas a0 mesmo
extrato, porém no periodo de 48 horas, houve maior presenca de células com citoplasma
disperso e abundantes prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 2 G4), alem da presenca de
celulas gigantes multinucleadas (Fig. 2 G3). Os nucleos foram fortemente corados devido

a cromatina condensada (Fig. 2 G3-4).
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Tabela 2- Valores (em porcentagem) obtidos do teste de viabilidade celular de

células J774 expostas a EG2 e EG4

4 2 1 0,5 0,1 Controle
Viabilidade celular (%)
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL (J774+LPS)

24h 71,06 101,05 104,81 90,96 106,25 97,01
EG2

48h 25,02 91,84 92,83 95,11 98,55 96,17

24h 94,14 102,44 93,19 98,22 103,22 107,84
EG4

48h 56,36 84,14 98,19 104,92 99,53 89,92

* Dados estatisticamente significativos (p<0,05) em relagio ao Grupo Controle (J774+LPS). Os valores

correspondem as médias = SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas dos

testes. EG2= Extrato Glandular de 2 dias e EG4= Extrato Glandular de 4 dias.

Tabela 3- Valores (em porcentagem) obtidos da avaliacdo da producdo de 6xido

nitrico em células J774 expostas a EG2 e EG4

Controle
NO (UM de Nitrito/ 4 2 1 0,5 0,1 Controle negativo
1x108 células) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL (J774+LPS) (s6
células)
24h 52,46*  35,40* 51,45* 28,38* 32,68* 25,51 22,69
EG2
48h 157,23* 94,31* 83,85* 71,95 66,50 72,81 69,08
24h 25,08 3296 41,71 38,98 33,54 37,69 24,08
EG4
48h 83,42* 86,57 85,28* 71,38 68,65 75,96 72,09

* Dados estatisticamente significativos (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (J774+LPS). Os valores
correspondem as médias + SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas dos

testes. EG2= Extrato Glandular de 2 dias e EG4= Extrato Glandular de 4 dias.



Graficos 1A-D: Analise estatistica dos resultados obtidos do teste de viabilidade celular
de células J774 expostas as diferentes concentrac@es dos extratos de glandulas salivares
de 2 dias (EG2) e 4 dias (EG4) no periodo de 24 e 48 horas. As colunas representam as
médias + SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas dos
testes. (*) Indica os dados estatisticamente significativos (p<0.05) em comparacdo ao

Grupo Controle (J774 + LPS).
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Graficos 2A-D: Anélise estatistica dos resultados obtidos da avalia¢do da producéo de
oxido nitrico pelas células J774 expostas as diferentes concentracBes dos extratos de
glandulas salivares de 2 dias (EG2) e 4 dias (EG4) no periodo de 24 e 48 horas. As
colunas representam as médias £ SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos
pelas quadruplicatas dos testes. (*) Indica os dados estatisticamente significativos

(p<0.05) em comparacgdo ao Grupo Controle (J774 + LPS).
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Graficos 3A-H: Analise estatistica dos resultados obtidos na dosagem de citocinas
liberadas pelas células J774 expostas as diferentes concentracdes dos extratos de
glandulas salivares de 2 dias (EG2) no periodo de 24 e 48 horas. As colunas representam
as médias = SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas
dos testes. (*) Indica os dados estatisticamente significativos (p<0.05) em comparacéo ao

Grupo Controle (J774 + LPS).
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Graficos 4A-H: Analise estatistica dos resultados obtidos na dosagem de citocinas
liberadas pelas células J774 expostas as diferentes concentracdes dos extratos de
glandulas salivares de 4 dias (EG4) no periodo de 24 e 48 horas. As colunas representam
as médias = SEM (Standard Error of the Mean) dos dados obtidos pelas quadruplicatas
dos testes. (*) Indica os dados estatisticamente significativos (p<0.05) em comparagéo ao

Grupo Controle (J774 + LPS).
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Figura 1: Anélise morfologica das células da linhagem J774 expostas a diferentes
concentracOes do extrato de glandula salivar de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. I.
alimentadas por dois dias (EG2), no periodo de 24 (1-2) e 48 horas (3-4), coradas pela
hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE) e observadas sob microscopia de luz de
campo claro. Al-4: Grupo Controle Negativo (s6 células); B1-4: Grupo Controle
(J774+LPS); C1-4: Células expostas a concentracdo de 4 pg/mL do EG2; D1-4: Células
expostas a concentracdo de 2 pg/mL do EG2; E1-4: Células expostas a concentracéo de
1 pg/mL do EG2; F1-4: Células expostas a concentracdo de 0,5 pg/mL do EG2; G1-4:

Células expostas a concentragdo de 0,1 pg/mL do EG2.

cd= citoplasma disperso; cgm= célula gigante multinucleada; n= nucleo; nu= nucléolo;

pc= prolongamento citoplasmatico, v= vacuolizacao.
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Figura 2: Anélise morfoldgica das células da linhagem J774 expostas a diferentes
concentracOes do extrato de glandula salivar de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. I.
alimentadas por quatro dias (EG4), no periodo de 24 (1-2) e 48 horas (3-4), coradas pela
HE e observadas sob microscopia de luz de campo claro. A1-4: Grupo Controle Negativo
(s6 células); B1-4: Grupo Controle (J774+LPS); C1-4: Células expostas a concentracéo
de 4 pg/mL do EG2; D1-4: Células expostas a concentracdo de 2 pg/mL do EG2; E1-4:
Células expostas a concentracdo de 1 pg/mL do EG2; F1-4: Células expostas a
concentracdo de 0,5 pg/mL do EG2; G1-4: Células expostas a concentragdo de 0,1 pg/mL

do EG2.

cd= citoplasma disperso; cgm= célula gigante multinucleada; n= nucleo; nu= nucléolo;

pc= prolongamento citoplasmatico, v= vacuolizacao.
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DISCUSSAO

A saliva dos carrapatos é considerada um arsenal farmacologico devido a presenca
na sua composicdo de bioativos com as mais variadas funcdes, tais como: acdo
vasodilatadora, anti-inflamatdria, antihemostatica e até mesmo antitumoral (ABREU et
al., 2014; FRANCISCHETTI et al., 2009; CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM;
NUNES, 2011; MOR; FERREIRA; CAMPANELLI, 2006; RIBEIRO et al., 1985;
XIANG et al., 2009). Segundo Furquim et al. (2014) o comportamento secretor das
glandulas salivares das fémeas de R. sanguineus s. |. durante o periodo de alimentagao se
modificaria de acordo com a resisténcia do hospedeiro, ou seja, ocorreriam modificagoes
na producdo de componentes da saliva (proteinas, lipidios, polissacarideos, fosfatase
acida e calcio) demonstrando a variacdo da complexidade bioquimica da mesma diante
da alteracdo imunolodgica do hospedeiro. Acredita-se que isso ocorreria devido ao fato de
que o sistema imune do hospedeiro teria coevoluido com os componentes da saliva dos
carrapatos, resultando numa interacdo que poderia ser comparada a uma “corrida
armamentista” entre os mecanismos de defesa de um e do poder de invasdo do outro
(KOTAL et al., 2015).

Contudo, mesmo com o conhecimento da acdo imunossupresora da saliva dos
carrapatos R. sanguineus s. ., pouco se sabe sobre os mecanismos nela envolvidos, ou
seja, quais seriam 0s moduladores ativos desse processo, bem como as possiveis
alteracGes morfofisioldgicas das células do sistema imune frente a exposi¢do dessa saliva
e, levando-se em consideracdo ainda os diferentes periodos do ciclo glandular, ou seja,
inicio (2 dias), meio (4 dias) e final (6 dias) do processo de alimentacao, para se entender
quais seriam os processos imunoldgicos que ocorreriam nesses periodos.

Nessa perspectiva, 0 presente trabalho teve por objetivo analisar a acéo

imunomoduladora in vitro do extrato de glandula salivar de fémeas de R. sanguineus s. I.
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com 2 e 4 dias de alimentacdo em coelhas hospedeiras, sobre linhagens de células J774
expostas a ele por 24 e 48 horas, buscando detectar a ocorréncia de alteracdes
morfofisioldgicas resultantes dessa exposicdo, por meio da realizacdo de bioensaios de
viabilidade celular, avaliacdo de NO, dosagem de citocinas e analise sob microscopia de
luz de campo claro (coloragdo pela HE).

Os resultados aqui apresentados sobre a viabilidade de células J774 expostas aos
extratos EG2 e EG4 mostraram que a concentragéo de 4 pg/mL do EG2, tanto no periodo
de 24 quanto no de 48 horas reduziu a viabilidade celular em comparacdo as outras
concentracOes e ao Grupo Controle, sendo considerada significativa a diminuicdo da
viabilidade no caso do periodo de 48 horas. Da mesma forma, o EG4 na mesma
concentracdo de 4 pug/mL provocou maior taxa de morte celular principalmente em 48
horas quando comparou-se as demais concentragfes e ao Grupo Controle. Esses
resultados sugeriram que ambos os extratos quando na maior concentracdo testada (4
Hg/mL) teriam efeito citotdxico nessa linhagem celular, o qual seria intensificado depois
de 48 horas. Concomitantemente, nessa mesma concentragao foram observados aumentos
significativos da taxa de liberagdo de NO na exposi¢do a ambos os extratos (EG2 e EG4)
e nos diferentes periodos (24 e 48 horas), porém, sendo a maior liberacdo em 48 horas,
assim como ocorrido nos testes de citotoxicidade. Essa correlacdo poderia ser explicada
pelo fato de espécies reativas de nitrogénio, como o NO, quando em niveis baixos
poderiam ser importantes sinalizadores celulares e até estimuladores de proliferacéo
celular, porém, em niveis muito altos poderiam causar danos no DNA e nas proteinas
celulares, consequentemente levando a morte apoptotica (ALBINA et al., 1993; JUSTO
etal., 2015; MAROTTA,; SAUTEBIN; ROSA, 1992).

Ainda sobre a avaliacdo da producdo de NO, além das células J774 expostas a

concentracdo de 4 pg/mL dos extratos EG2 e EG4, aquelas expostas a 2 pg/mL do EG2
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e EG4em 48 horaseal pug/mL do EG2 em 24 e 48 horas, também apresentaram aumento
significativo na producdo de NO. Os macrofagos podem produzir grandes quantidades de
NO quando estimulados, visto esta ser uma molécula gasosa e inorganica que € liberada
pela enzima éxido nitrico sintase induzida (iNOS) na producéo de L-arginina (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2014). Sendo assim, 0 NO é considerado um importante mediador
de respostas intra e extracelulares com atividade citotoxica, antitumoral e antiviral,
desempenhando papel fundamental na resposta imune contra microrganismos e células
tumorais, sendo um étimo indicador de ativacdo de macréfagos (BUSSOLARO, 2009;
OLIVEIRA, 2005). Esses dados levaram a sugerir que as concentracGes dos extratos que
estimularam a producdo de maiores taxas de NO na linhagem J774 foram aquelas capazes
de induzir a ativacdo dos macrdfagos, tendo acdo pré-inflamatéria (KOPECKY;
KUTHEJLOVA,; PECHOVA, 1999; OLIVEIRA et al.,, 2010; OLIVEIRA, 2005;
OLSON; VAN DER VLIET, 2012). No presente trabalho verificou-se que principalmente
as menores concentragdes (0,5 e 0,1 pg/mL) de ambos os extratos EG2 e EG4 em ambos
os periodos diminuiram a liberagdo de NO, indicando provavel efeito anti-inflamatorio
do extrato, dados que corroboraram aqueles da literatura, descritos para os efeitos da
saliva (FERREIRA et al., 2003; FERREIRA; SILVA, 1998; GWAKISA et al., 2001;
MOR; FERREIRA; CAMPANELLLI, 2006).

Além de espécies reagentes de nitrogénio, macrofagos ativados também estdo
aptos a fagocitar microrganismos patogénicos, apresentar antigenos aos linfocitos T e
secretar citocinas responsaveis por mediar todas essas atividades (MORITA et al., 2002).
Desse modo, as mudangas no perfil de citocinas derivadas de macrofagos sdo excelentes
indicativos de inducdo da resposta imune. As citocinas IL-2, IL-6 e TNF s&o consideradas
pré-inflamatorias, e sdo responsaveis pela proliferacdo ou diferenciacdo de células

efetoras do sistema imune. A IL-2 (interleucina-2) especificamente estd associada a
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proliferacdo, maturacdo e crescimento de linfécitos T, assim como a proliferacdo e
diferenciacdo de células NK, e in vitro mostrou ser capaz de estimular a diferenciacdo de
células B e a producdo de anticorpos; a IL-6 sintetizada por fagdcitos em resposta a
presenca de microrganismos e ainda outras citocinas como a IL-1 e TNF, possuiriam
fungdes na estimulacdo da producdo de neutrdfilos, diferenciacdo de linfocitos B, e
producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-17), inibindo a geracdo de células T
reguladoras; o TNF-a (fator de necrose tumoral) tem funcdo de recrutar neutrofilos e
mondcitos para o local da infecgdo, promovendo a coagulagdo sanguinea e, como 0
préprio nome indica, também seria capaz de promover a necrose tumoral, por trombose
nos vasos sanguineos responsdveis pela irrigacdo das células tumorais (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2014).

A inducdo da produgdo de citocinas pro-inflamatdrias, na presenca de estimulos
apropriados, como o LPS por exemplo, iniciaria a resposta inflamatéria (FERREIRA;
LIONI, 2005). No entanto, a literatura relatou que a saliva de diferentes espécies de
carrapatos teria capacidade de regular e inibir tais citocinas. Foram realizados estudos
com Ixodes scapularis onde foi identificada uma proteina salivar (Salpl15) que foi
classificada como sendo responsavel pela inibicdo da producdo de IL-2 durante o
desenvolvimento da resposta imune (JUNCADELLA et al., 2007); a saliva da mesma
espécie demonstrou também ter potencial para inibir a producdo de TNF, IL-1p, IL-6, e
IL-12p40 em macréfagos de murinos depois da estimulagdo destes com LPS (CHEN et
al., 2012); o extrato salivar de R. microplus causou diminui¢do na producao de TNF, IFN-
vy e IL-12 em macrofagos também estimulados por LPS durante 24 horas (BRAKE;
PEREZ DE LEON, 2012); assim como o extrato de glandula salivar de Dermacentor
andersoni inibiu a sintese de IL-1 e TNF em macréfagos de bovinos, e ainda diminuiu a

producio de IL-2 e IFN- y em murinos (RAMACHANDRA; WIKEL, 1992). Os
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resultados obtidos neste estudo sobre a dosagem de citocinas corrobora outros estudos ja
realizados, uma vez que as diferentes concentra¢des de EG2 provocaram diminui¢do na
producdo de IL-6 e TNF-a tanto no tempo de 24 quanto no de 48 horas de exposicao,
(sendo em 48 horas a diminuigdo da liberacdo de TNF-a considerada significativa na
concentragfes 4 e 2 pg/mL), bem como a do EG4 visto ter havido diminuigdo
significativa da producgéo de IL-6 na exposicdo as concentragcdes de 1; 0,5e 0,1 pg/mL e
de TNF- o em todas as diferentes concentrages.

Os resultados obtidos sobre a dosagem de citocinas neste estudo também
mostraram que 0 EG2 na concentracdo de 2 pg/mL (48 horas de exposicdo) e 1 pg/mL
(em 24 horas de exposicdo) foram capazes de promover a liberacdo de maiores
quantidades de IL-2 nas células J774, assim como nestas mesmas concentragdes 2 e 1
pug/mL de EG4 no periodo de 48 horas. Além disso, apesar de ndo ter havido aumento
dos valores de IL-6 nem TNF-a, houve aumento na liberagdo de NO, como ja mencionado
anteriormente, resultados estes que sugeriram a ocorréncia de pouca atividade pro-
inflamatoria quando da exposicao dessas concentragdes dos extratos, e ainda demonstrou
a importancia em se levar em consideracdo os diferentes periodos do ciclo secretor das
glandulas salivares, o0 tempo de exposi¢do aos extratos e as concentragdes dos mesmos
em cada espécie.

Concomitantemente, o0 EG2 foi capaz de estimular a sintese da citocina 1L-10
principalmente na concentragédo 0,5 pg/mL em 24 horas, e 4; 1 e 0,1 pg/mL em 48 horas.
Ja 0 EG4 teve aumento na producdo de IL-10 em todas as concentragcdes em 24 horas e
apenas na de 0,1 pg/mL em 48 horas. A IL-10 tem sido considerada uma citocina
reguladora, por estar envolvida na inibicdo de macréfagos e de células dendriticas
ativadas, funcionando como um exemplo de feedback negativo, ou seja, inativando os

macrofagos que a secretariam e consequentemente, diminuindo a atividade de linfocitos
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T e modulando a resposta imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Esses dados,
corroboraram o0s estudos realizados com a mesma espécie R. sanguineus s. |.
(FERREIRA; SILVA, 1999; MATSUMOTO et al., 2003; MOR; FERREIRA;
CAMPANELLLI, 2006; OLIVEIRA et al., 2011) sobre o potencial imunomodulatério do
extrato de glandulas salivares sobre as células do sistema imune.

A analise morfofisiologica das células J774 sob microscopia de luz e coloragdo
pela HE, mostrou niveis distintos de ativacdo dos macrdéfagos em funcdo da exposicéo as
diferentes concentracOes dos extratos EG2 e EG4, com pequenas diferencas sendo
observadas entre os periodos de exposicdo. O Grupo Controle Negativo (6 células)
apresentou células com morfologia de células neoplasicas de sarcoma histiocitico, ou
seja, com pleomorfismo, presenca de células gigantes multinucleadas, nas formas
redonda ou estelar, células com prolongamentos, citoplasma vacuolizado com e nucleos
arredondados ou ovais, variando de tamanho e em alguns casos com cromatina
condensada, corroborando as caracteristicas descritas por Affolter e Moore (2002) para
células neoplésicas de sarcoma histiocitico. J& o Grupo Controle (J774+LPS) exibiu
macrofagos com caracteristicas tipicas de ativacdo, ou seja, citoplasma disperso,
abundantes prolongamentos citoplasmaticos, células com nucleos hipertréficos e células
gigantes multinucleadas (NORTH, 1978).

As alteragdes morfologicas de ativagdo ocorreram nas concentracfes 2 e 1 pg/mL
do EG2 onde observou-se mais células com citoplasma disperso, maior incidéncia de
células gigantes multinucleadas e mais células com mais prolongamentos
citoplasmaticos, confirmando os resultados obtidos da dosagem de citocinas e da
avaliacdo de NO, visto essas duas concentragdes do EG2 terem demonstrado potencial
pré-inflamatério e, portanto, com provocando a intensa ativacdo de macréfagos. A

exposicdo ao EG4, no entanto, teve as alteracbes mais visiveis nas concentracoes 4; 2 e
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1 pg/mL, pois observou-se caracteristicas de intensa ativacdo de macréfagos, ou seja,
células espalhadas, com citoplasma muito disperso e presenca de numMerosos
prolongamentos citoplasmaticos. Esses dados também corroboraram aqueles obtidos
principalmente na avaliacdo de NO (4 e 2 ug/mL) e no aumento da liberacdo de IL-2 (2
e 1 pg/mL), confirmando entdo o potencial inflamatério dessas concentragdes. Além
disso, nas demais concentracOes de ambos 0s extratos, apesar de terem sido observados
macrdfagos ativados, evento esperado uma vez que essas células foram também
estimuladas com LPS, a ativagdo ocorreu com menor intensidade e, ainda a exposi¢édo aos
respectivos extratos diminuiu e regulou as caracteristicas de ativagdo, corroborando os
dados de aumento de citocina IL-10, principalmente nas menores concentragcdes dos
extratos EG2 e EG4, ressaltando que a IL-10 teria fungdo na modulacéo e na inativagédo
de macrofagos anteriormente ativados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014).
Levando-se em consideracao os aspectos apresentados no presente trabalho, pode-
se inferir que: a) tanto o extrato EG2 quanto o EG4 na concentragdo de 4 pg/mL
apresentou citotoxicidade para células da linhagem J774 quando expostas por 24 e 48
horas; b) 0 EG2 na concentracdo de 2 pug/mL no periodo de exposicao de 48 horas de e 1
Hg/mL no de 24 horas de exposic¢do e 0 EG4 nas concentragdes 2 e 1 pug/mL no periodo
de 48 horas de exposicdo apresentaram atividade pro-inflamatéria, confirmada pelo
aumento de liberagdo de NO, liberacdo de citocina pré-inflamatoria (IL-2) e na presenca
de caracteristicas morfoldgicas quando da analise sob microscopia de luz (coloracéo pela
HE); c) as demais concentragbes dos extratos EG2 e EG4 tiveram atividade
imunomodulatéria, demonstrada pela diminuicdo de liberacdo de NO,
concomitantemente a diminuicdo de liberagdo de citocinas pré-inflamatérias (1L2, IL-6 e

TNF-a), aumento da sintese de IL-10, confirmadas também pela analise morfofisiolégica.
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Assim os resultados obtidos nesse estudo sdo ainda pioneiros e sabe-se que ha
muito a se esclarecer sobre os mecanismos envolvidos na modulagdo do sistema imune
do hospedeiro quando estimulado pelos extratos de glandulas salivares de carrapatos R.
sanguineus s. |. Os resultados apresentados, no entanto, ja sinalizaram que esse € um
caminho que se bem explorado, poderé auxiliar na identificagdo dos processos envolvidos
na relagcdo ectoparasita-hospedeiro, auxiliando assim no entendimento e fornecendo
informagfes que serdo Uteis no desevolvimento de novos meios de controle desse

ectoparasita que sejam mais efetivos.
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DISCUSSAO GERAL

Os carrapatos possuem grande importancia médico-veterinaria, por serem vetores
de bactérias, virus, protozoarios e helmintos, em animais domésticos, silvestres e para o
proprio homem (DANTAS-TORRES et al., 2010). O processo espoliativo e a transmissdo
de agentes patogénicos ocorrem devido a agdo da saliva, secretada pelas glandulas
salivares, fundamentais para o0 seu sucesso bioldgico (FRANCISCHETTI et al., 2009).

A saliva é uma mistura complexa de bioativos e com funcgdes que incluem a
capacidade de modular os processos hemostatico, inflamatorio e imunoldgico do
hospedeiro, permitindo que o carrapato permaneca fixado se alimentando durante longos
periodos (BOWMAN; DILLWITH; SAUER, 1996). Alem disso, ela pode sofrer
alteracGes em sua composicdo durante o periodo de alimentacdo diante das alteracGes
imunoldgicas do hospedeiro (FURQUIM et al., 2014), devido ao sistema imune do
hospedeiro e aos componentes da saliva dos carrapatos terem coevoluido resultando numa
interacdo entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e do poder de invasdo do
ectoparasita (KOTAL et al., 2015).

Devido a sua importancia muitos trabalhos relacionados ao extrato de glandulas
salivares de R. sanguineus s. . tem tratado das propriedades imunomodulatérias da saliva
ou do desenvolvimento da resposta imuneinflamatéria do hospedeiro, visando entender a
relagdo imunobioldgica na interface carrapato-hospedeiro e buscando novas maneiras de
controlar esses ectoparasitas, como por exemplo por meio da producdo de vacinas
(FERREIRA et al., 2003; HEBLING; CMARGO-MATHIAS; FURQUIM, 2011,
MATSUMOTO et al., 2003). No entanto, mesmo com o conhecimento ja adquirido sobre
a acdo imunossupressora da saliva dessa espécie, ainda ha muito a se elucidar sobre os

mecanismos envolvidos na modulacdo do sistema imune do hospdeiro e os fatores
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mediadores de tal respota imunoldgica, levando-se em conta as diferentes necessidades
imunomodulatérias conforme o ciclo glandular.

Com isso, o presente trabalho teve como objetivos analisar a acdo
imunomoduladora in vitro do extrato de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus
s. . com 2 e 4 dias de alimentacdo em coelhas hospedeiras, sobre macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c e linhagem de células J774, buscando estabelecer a ocorréncia
de alteragdes morfofisiologicas nessas células expostas as diferentes concentragdes dos
extratos, por meio da realizacdo de bioensaios de viabilidade celular, avaliagdo de NO,
dosagem de citocinas e andlise morfoldgica sob microscopia de luz de campo claro
(coloragéo pela HE), bem como por meio de avaliagdes sob microscopia de varredura.

Os resultados da viabilidade celular, demonstraram que os extratos de glandulas
salivares de 2 e 4 dias (EG2 e EG4) foram citotoxicos para as células da linhagem J774
e ndo para os macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c, uma vez que a mesma
concentracdo de 4 pg/mL de ambos os extratos causou diminuicao significativa de células
vidveis. Esses dados confirmaram estudo ja realizado com o extratos de glandulas
salivares de carrapatos em células de diversas linhagens tumorais quando se demonstrou
a atividade antitumoral do mesmo (ABREU et al., 2014; CHUDZINSKI-TAVASSI et al.,
2010; ROCHA, 2014; SIMONS et al., 2011), justificando sua citotoxicidade mais notavel
em células neoplésicas como a linhagem J774, originadas de sarcoma histiocitico
(RALPH; NAKOINZ, 1977).

O resultado da avaliacao da liberagdo das taxas de NO foi muito semelhante entre
as duas linhagens celulares (J774 e macréfagos peritoneais), uma vez que em ambas
houve aumento nas maiores concentragdes (4 e 2 pg/mL) dos extratos EG2 e EG4 e,
concomitantemente a esse aumento na produgdo de NO, observou-se também nas duas

linhagens o0 aumento da taxa de morte celular. Tal correlagdo pode ser explicada pelo fato
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de que espécies reativas de nitrogénio, como o oxido nitrico, quando em niveis muito
altos podem causar danos no DNA e nas proteinas celulares, consequentemente levando
as células a morte apoptdtica (ALBINA et al., 1993; JUSTO et al., 2015; MAROTTA;
SAUTEBIN; ROSA, 1992). Além disso, NO é uma molécula gasosa e inorganica liberada
por macréfagos quando estimulados por IFN ou LPS e produzido pela isoforma induzida
da enzima éxido nitrico sintase (INOS) devido a conversdo de L-arginina em L-citrulina
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Sendo assim, 0 NO é considerado um importante
mediador de respostas intra e extracelulares com atividade citotdxica, antitumoral e
antiviral, desempenhando papel fundamental na resposta imune contra microrganismos e
células tumorais, sendo um 6timo indicador de ativacdo de macrofagos (BUSSOLARO,
2009; OLIVEIRA, 2005). Dessa forma, os dados aqui obtidos sugeriram que as
concentragcOes que apresentaram maiores taxas de NO foram aquelas que mais ativaram
os macréfagos, e por isso teriam perfil considerado pré-inflamatério (KOPECKY;
KUTHEJLOVA,; PECHOVA, 1999; OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA, 2005).

No entanto, também em ambas as linhagens aqui testadas as menores
concentracOes (0,5 e 0,1 pg/mL) de ambos os extratos EG2 e EG4 foram capazes de
diminuir a liberagéo de NO, indicando provavel efeito anti-inflamatério do extrato, fato
ja bem descrito para a saliva (FERREIRA et al., 2003; FERREIRA; SILVA, 1998;
GWAKISA et al., 2001; MOR; FERREIRA; CAMPANELLLI, 2006).

Adicionalmente, a dosagem de citocinas realizada nas células da linhagem J774
mostrou o potencial imunomodulatério dos extratos salivares EG2 e EG4, visto estes
terem diminuido a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-2, IL-6 e TNF-a, ao
mesmo tempo que aumentaram a liberagdo da citocina reguladora e anti-inflamatoria IL-
10, dados que corroboraram aqueles registrados na literatura sobre a capacidade da saliva

de diferentes espécies de carrapatos em inibir ou diminuir a sintese de citocinas
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inflamatorias, como em Ixodes scapularis onde foi identificada uma proteina salivar
(Salp15) responsavel pela inibicdo da producdo de IL-2 durante o desenvolvimento da
resposta imune (JUNCADELLA et al., 2007); a saliva da mesma espécie demonstrou ser
inibidora da producéo de TNF, IL-1B, IL-6, e IL-12p40 em macrofagos de murinos depois
de estimulados com LPS (CHEN et al., 2012); o extrato salivar de R. microplus registrou
diminuicdo na producdo de TNF, IFN-y e IL-12 em macrofagos também estimulados por
LPS durante 24 horas (BRAKE; PEREZ DE LEON, 2012); assim como o extrato de
glandula salivar de Dermacentor andersoni inibiu a sintese de IL-1 e TNF em macrdfagos
de bovinos, e ainda diminuiu a produgdo de IL-2 e IFN- y em murinos
(RAMACHANDRA; WIKEL, 1992). Jaa IL-10 foi considerada uma citocina reguladora,
por estar envolvida na inibicdo de macrofagos e de células dendriticas ativadas,
inativando-as, diminuindo a atividade de linfocitos T e modulando a resposta imune
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Assim, os dados aqui obtidos corroboram
aqueles obtidos em estudos com a mesma espécie sobre o potencial imunomodulatorio
do extrato de glandulas salivares de R. sanguineus s. . em células do sistema imune
(FERREIRA; SILVA, 1999; MATSUMOTO et al, 2003; MOR; FERREIRA,
CAMPANELLI, 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

O presente estudo revelou que a exposicdo das células ao EG2 na concentragao
de 2 pg/mL (48 horas de exposicdo) e 1 pg/mL (em 24 horas de exposi¢do) promoveu a
liberacdo de maiores quantidades de IL-2 pelas células J774, assim como ocorreu nas
mesmas concentracles 2 e 1 pg/mL do EG4 no periodo de 48 horas. Além disso, apesar
de ndo ter ocorrer aumento dos valores de IL-6 nem TNF-a, houve maior liberagdo de
NO, sugerindo indicio de atividade pré-inflamatéria dos extratos nestas concentragdes,
reforcando a importancia em se levar em consideragdo os diferentes periodos do ciclo

glandular, o tempo de exposicado aos extratos e as concentragdes dos mesmos em cada
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espécie, e ainda abre novas perspectivas sobre a imunogenicidade do extrato de glandulas
salivares de carrapatos R. sanguineus s. |. para o desenvolvimento de futuras vacinas.

Finalmente sobre as alteracGes morfofisioldgicas observadas nas duas linhagens
celulares, os resultados aqui obtidos permitem afirmar que as maiores concentracoes (4 e
2 ug/mL) de EG2 e EG4 sobre os macréfagos peritoneais superativaram 0s mesmos,
inclusive mostrando indicios de morte celular apoptética nessas células. Ja nas células da
linhagem J774, as concentragdes 4; 2 e 1 pg/mL causaram alteragdes mais intensas
quando comparadas as dos grupos controle (células expostas e ndo expostas ao LPS), com
presenca de citoplasma mais disperso, de abundantes prolongamentos citoplasmaticos e
maior incidéncia de células gigantes multinucleadas. No entanto, as menores
concentragOes (0,5 e 0,1 pg/mL) dos extratos EG2 e EG4 foram em ambas as linhagens
capazes de regular e diminuir tais caracteristicas de ativacdo de macréfagos. Portanto, 0s
resultados obtidos da anélise morfofisiologica confirmaram aqueles demonstrados no
teste de viabilidade, na avaliacdo de NO, e no caso das células J774, na dosagem de
citocinas.

Desse modo, compreende-se que ainda ha muito a se esclarecer sobre os
mecanismos envolvidos na modulacdo do sistema imune do hospedeiro por extratos de
glandulas salivares de carrapatos R. sanguineus s. |., bem como saber quais sdo as
alteracGes morfofisioldgicas por eles estimuladas, no entanto, destaca-se aqui a relevancia
dos resultados obtidos neste estudo considerando os dois periodos do ciclo glandular (2 e
4 dias), diferentes concentracdes dos extratos, e duas linhagens de macréfagos diferentes,
na tentativa de se identificar os processos envolvidos nessa relacdo ectoparasita-
hospedeiro, no auxilio do entendimento e do desevolvimento de novos meios de controle

deste importante ectoparasita.
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CONSIDERACOES FINAIS

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

linhagem J774 quando expostas por 48 horas;

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

morfoldgicas sob microscopia de luz e eletrdnica de varredura;

-As concentragbes 1; 0,5 e 0,1 pg/mL dos extratos EG2 e EG4, por sua vez,
demonstraram perfis imunomodulatérios em macr6fagos peritoneais, confirmados
principalmente pela analise morfoldgica sob microscopia de luz e eletrdnica de varredura,
mas ndo pela dosagem de NO, o que sugeriu que essa imunomodulacdo seria

desencadeada por outros mediadores, possivelmente por citocinas;

- A concentragdo de 2 pg/mL no tempo de 48 horas de exposi¢éo e 1 pug/mL no de 24
horas de exposicdo do EG2 e as concentracdes 2 e 1 pg/mL o EG4 em 48 horas de
exposicao também apresentaram atividade pro-inflamatéria em células da linhagem J774,
confirmada pelo aumento da liberagdo NO, de citocina pro-inflamatoria (IL-2) e analise

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

luz.
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