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RESUMO

Os carrapatos hoje em dia tém sido considerados como importante alvo de estudos, uma
vez (ue sao ectoparasitas que espoliam seus hospedeiros severamente, bem como séo vetores
de uma série de patdgenos. Nessa direcdo, controlar esses Arthropoda tem se tornado
prioridade, principalmente pelo fato de que o controle como vem sendo feito por meio do uso
de quimicos sintéticos, tem provocado além de outros efeitos, a selecdo de populacBes
resistentes. Especificamente os carrapatos que fazem parte do complexo Rhipicephalus
sanguineus lato sensu tém se destacado por sua ampla distribuicdo e por parasitar,
principalmente, o cdo doméstico. Diante disso, para se realizar um controle destes ectoparasitas
que seja eficiente e a0 mesmo tempo sustentavel vem se buscando alternativas diversas. Dentre
elas destaque-se o controle imunoldgico por meio da aplicacdo de vacinas, o0 que
consequentemente estimula a busca por antigenos que tenham capacidade de sensibilizar o
sistema imune do hospedeiro e que a0 mesmo tempo possua reatividade cruzada com outras
espécies de carrapatos. O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes nas glandulas
salivares e no intestino de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus I. s. alimentadas em
diferentes periodos frente a resposta imunoldgica de hospedeiros imunizados com extratos de
glandulas salivares de carrapatos da mesma espécie (e com a calreticulina), visto serem 6rgaos
vitais para o sucesso bioldgico desse ectoparasita. Os resultados monstraram que o EGS2, o
EGS4 e a CRT sensibilizaram o sistema imune dos hospedeiros via producdo de anticorpos
contra as proteinas presentes nos extratos e contra a CRT. Alteraces na morfofisiologia das
glandulas salivares e do intestino revelaram que a imunizacdo interferiu na sintese e producao
da fosfatase acida e da calreticulina e aumentou a expressdo de genes relacionados a morte,
levando as glandulas a sofrer degeneracgdo precoce. Essas altera¢es nos 6rgaos aqui estudados,
sugeriram que proteinas presentes nas glandulas salivares, incluindo a CRT sdo antigenos

candidatos ao desenvolvimento de vacinas para o controle de carrapatos.

Palavras-chave: Carrapato do cdo; glandulas salivares; intestino; vacina; controle.

Elen Fernanda Nodari-Dragoni



Resumo e Abstract

ABSTRACT

Ticks are currently been considered an important object of studies, once they are
ectoparasites that severely spoliate their hosts and are vectors of a considerable number of
pathogens. In this sense, it has become a priority to control these Arthropoda, mainly because
such control has been performed with the use of synthetic chemicals, causing the emergence of
resistant populations. Specific attention has been given to Rhipicephalus sanguineus sensu lato
ticks, which mainly parasitize domestic dogs and are widely distributed. The search for efficient
and sustainable alternatives to control these ectoparasites is ongoing. One alternative would be
the application of vaccines with antigens capable of sensibilizing the host’s immune system and
presenting cross-reactivity with other tick species. The objective of the present study was to
evaluate the alterations in the salivary glands and midgut of Rhipicephalus sanguineus s. I.
females fed for different periods against hosts immunized with salivary gland extracts from
ticks of the same species (and with calreticulin), once these organs are vital for the biological
success of the ectoparasite. The results showed that SGE2, SGE4 and CRT sensibilized the
immune system of the hosts by producing antibodies against the extract proteins and CRT.
Alterations in the morphophysiology of the salivary glands and in the midgut revealed that the
immunization interfered in the synthesis and production of acid phosphatase and calreticulin,
increasing the expression of death-related genes, leading the glands to suffer early degeneration.
Such alterations in the analyzed organs suggested that the proteins present in the salivary glands

including the CRT are candidates for the development of vaccines to control ticks.

Key-words: Brown dog tick;salivary glands; midgut; vaccine; control.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BCIP/NBT  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/ nitro blue tetrazolium

BOD Biochemical Oxygen Demand (Demanda Bioquimica de Oxigénio)
BSA Bovine Serum Albumins (Albumina do soro bovino)

CEUA Comissdo de Etica no Uso Animal

CRT Calreticulina

CRT-HI Calreticulina do carrapato Haemaphysalis longicornis

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DMSO Dimetil sulfoxido ou sulféxido de dimetilo

DO Densidade Optica

e.p.m. erro padrao da média

EGS Extrato da glandula salivar

EGS2 Extrato das glandulas salivares de fémeas alimentadas por 2 dias
EGS4 Extrato das glandulas salivares de fémeas alimentadas por 4 dias

GS2-Imu2  Glandula salivar de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro
imunizado com EGS2

GS4-Imu2  Glandula salivar de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro
imunizado com EGS2

12-Imu?2 Intestino de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro imunizado com
EGS2

14-Imu?2 Intestino de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro imunizado com
EGS2

GS2-Imu4  Glandula salivar de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro
imunizado com EGS4

GS4-Imud4  Glandula salivar de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro

imunizado com EGS4

12-Imu4 Intestino de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro imunizado com
EGS4

14-Imu4 Intestino de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro imunizado com
EGS4

GS2-ImuCRT Glandula salivar de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro

imunizado com CRT

Elen Fernanda Nodari-Dragoni



Lista de abreviaturas e siglas

GS4-ImuCRT Glandula salivar de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro

imunizado com CRT

I2-ImuCRT Intestino de fémeas alimentadas por 2 dias em hospedeiro imunizado com
CRT

[4-ImuCRT  Intestino de fémeas alimentadas por 4 dias em hospedeiro imunizado com
CRT

ELF1 Fator de elongacéo 1

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ensaio de imunoabsorcao
enzimatica)

FITC Isotiocianato de fluoresceina

GS2 Glandula salivar de 2 dias

GS4 Glandula salivar de 4 dias

GST Glutationa-S-Transferase

12 Intestino de 2 dias

14 Intestino de 4 dias

IgG Imunoglobulina G

IPTG Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

l.s. lato sensu

OPD 0-phenylenediamine dihydrochloride

P Significancia

PBS Phosphate Buffered Saline (Tampao fosfato salino)

PM Peso Molecular

gPCR Reacéo de polimerase em cadeia em tempo real

SDS-Page Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SOB Super Optimal Broth (caldo super ideal), meio de cultura para bactérias

TBS Tris-Buffered Saline (Tampdo Tris salino)

Elen Fernanda Nodari-Dragoni
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artropodes hematdfagos e ectoparasitas de diferentes grupos animais,
inclusive de outras espécies de carrapatos (LABRUNA et al., 2007). Constituem um grupo
importante dos pontos de vista médico e veterinario, pois provocam lesdes no hospedeiro, seja
pelo processo de repasto ou pela transmisséo de enfermidades como arboviroses, rickettsioses
e espiroguetoses (BARBOSA SILVA et al., 2017; CONTRERAS; DE LA FUENTE, 2016;
COSTA etal., 2017; KAUFMAN, 1989; MONTENEGRO et al., 2017).

A espécie Rhipicephalus sanguineus I. s. faz parte de um complexo que abrange 12
espécies, que possuem diferencas morfologicas, bioldgicas e genéticas (BURLINI et al., 2010;
DANTAS-TORRES et al., 2013; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; LEVIN et al., 2012;
LIU et al., 2013; MORAES-FILHO et al., 2011; NAVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2005;
SANCHES et al., 2016; SZABO et al., 2005) estando o complexo distribuido por todos os
continentes, devido as migracbes humanas que levou consigo o cdo doméstico, principal
hospedeiro desse ectoparasita (WALKER; KEIRANS; HORAK, 2000). Na America Latina o
grupo R. sanguineus . s. esta representado por duas linhagens distintas a tropical, distribuida
do México ao Brasil, e a temperada restrita ao cone sul da América (MORAES-FILHO et al.,
2011).

Nos cées, além de causar danos diretos, como a anemia (JERNIGAN et al., 2000), esse
ectoparasita é responsavel pela transmissdo de Ehrlichia canis, Babesia vogeli, Micoplasma
haemocanis, Hepatozoon canis e Anaplasma platy. Nos humanos ainda é vetor de Rickettsia
conorii na Europa e de R. rickettsii no Arizona — EUA. No Brasil, ja foi confirmada a presenca
de R. rickettsii e R. parkeri causadoras da febre maculosa (BARBOSA SILVA et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al.,, 2016; LABRUNA, 2009; PADDOCK et al., 2017), bem como seu
envolvimento com o ciclo endémico da doenca (MOERBECK et al., 2016).

Nos carrapatos estdo presentes as glandulas salivares, consideradas fundamentais para
0 Seu sucesso biologico. As mesmas desempenham vérias fungdes que incluem a producéo de
substancias necessarias a fixacdo e a alimentacdo dos ectoparasitas (BINNINGTON, 1978;
GILL; WALKER, 1987; SONENSHINE; ROE, 2014; WALKER; FLETCHER; GILL, 1985).
Sé&o estruturas pares (SONENSHINE; ROE, 2014) que se estendem antero-lateralmente na
porc¢éo ventral da cavidade corpdrea e desembocam na cavidade oral (OLIVIERI et al., 1992;
TILL, 1961; WALKER; FLETCHER; GILL, 1985). Estdo constituidas por uma porgédo

secretora e uma excretora, porém néo possuem um reservatorio para armazenamento da

Elen Fernanda Nodari-Dragoni
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secrecdo. Nas fémeas, a porcao secretora esta formada pelos &cinos I, 11 e 111 (BINNINGTON,
1978; CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM, 2013; FURQUIM; BECHARA; CAMARGO-
MATHIAS, 2010; WALKER; FLETCHER; GILL, 1985), interligados pela porcdo excretora
que esta composta por um sistema de ductos ramificados (NUNES et al., 2005; TILL, 1961).

Os &cinos glandulares do tipo | sdo agranulares, e atuam no balango hidrico excretando
uma solucdo higroscopica na regido oral, capaz de absorver agua do ar insaturado. Os 11 e 111
(granulares) estdo constituidos por células que sintetizam e secretam produtos relacionados a:
a) fixacdo do carrapato no hospedeiro; b) digestdo de tecidos (WALKER; FLETCHER; GILL,
1985) e ¢) modulacéo local dos sistemas imune-inflamatorio e hemostatico do hospedeiro
(PAESEN etal., 1999; RIBEIRO, 1987; RIBEIRO; MATHER, 1998; WALKER; FLETCHER;
GILL, 1985).

Na saliva dos carrapatos os elementos presentes sdo principalmente de origem
glicoprotéica, lipoprotéica e lipidica (BINNINGTON, 1978; CAMARGO-MATHIAS;
FURQUIM; NUNES, 2011), como por exemplo a calreticulina, a fosfatase &cida, as esterases,
as aminopeptidases, as metaloproteinases, as lipocalinas e as prostaglandinas (BINNINGTON,
1978; BROSSARD; WIKEL, 2004; CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES, 2011;
GILL; BOID; ROSS, 1986; HARNNOI et al., 2007; JAWORSKI et al., 1995; KAEWHOM et
al., 2008; KONNAl etal., 2011; MULENGA; BLANDON; KHUMTHONG, 2007; OLIVEIRA
et al., 2011; RADULOVIC et al., 2014; STEEN; BARKER; ALEWOOD, 2006) que tém
propriedades farmacologica e/ou imunoldgica. Nas fémeas de R. sanguineus I. s. foram
identificadas proteinas, polissacarideos, lipideos, fosfatase acida e célcio na secrecdo salivar
(FURQUIM et al., 2013).

A composicao da saliva do carrapato R. sanguineus I. s. ndo é sempre a mesma quando
se considera os diferentes periodos de alimentacdo. Ela sofre transformacfes bioquimicas
devido a necessidade do ectoparasita em modular o sistema hemostatico do hospedeiro
(FURQUIM et al., 2013). A composicdo da saliva varia tanto quantitativa quanto
qualitativamente quando séo considerados periodos especificos da producdo da secrecdo como
0 inicio (2 dias de alimentacdo), o meio (4 dias) e o final (6 dias). Foi também demonstrado por
Furquim et al. (2011) que o comportamento secretor das glandulas salivares de fémeas de R.
sanguineus |. s. modificar-se-ia em fungédo da resisténcia adquirida pelo hospedeiro, quando
imunizado.

O intestino dos carrapatos € o local onde a digestdo do sangue acontece, bem como é o

local onde se desenvolvem varios endoparasitas, constituindo-se ainda na principal barreira

Elen Fernanda Nodari-Dragoni



Introducgéo 15

fisica entre o carrapato e a resposta imunoldgica do hospedeiro (HIGUCHI, 1987; KOCAN et
al., 1987). Este orgdo estd dividido em trés regibes: intestino anterior (estomodeu), médio
(mesenteron), e posterior (proctodeu), sendo que o anterior e o posterior sdo derivados da
ectoderme e 0 médio, da endoderme (COONS; ALBERTI, 1999).

Durante o processo de digestdo, as células intestinais passam por modificacbes que
variam de acordo com o tempo que 0 carrapato passa se alimentando no hospedeiro, bem como
com os estagios do seu ciclo, ou seja, larva, ninfa e adulto (AGBEDE; KEMP, 1985; AGYEI;
RUNHAM, 1995; CAPERUCCI; CAMARGO-MATHIAS; BECHARA, 2009; COONS;
ALBERTI, 1999; COONS; ROSELL-DAVIS; TARNOWSKI, 1986; REMEDIO et al., 2013;
SONENSHINE; ROE, 2014; WALKER; FLETCHER, 1987). De forma geral, o intestino
médio dos carrapatos, esta formado por um epitélio simples cilindrico ou pseudoestratificado
apoiado sobre uma membrana basal e esta, por sua vez em uma fina camada de fibras
musculares (SONENSHINE; ROE, 2014). As células epiteliais, geralmente séo classificadas
em 3 tipos: a) generativas; b) digestivas e c) secretoras (AGBEDE; KEMP, 1985; AGYEI,
RUNHAM, 1995; BALASHOV, 1972; CAPERUCCI; CAMARGO-MATHIAS; BECHARA,
2009; REMEDIO et al., 2013; SONENSHINE; ROE, 2014; WALKER; FLETCHER, 1987),
além das basofilicas (AGBEDE; KEMP, 1985), das enddcrinas e das vitelogénicas (COONS;
ALBERTI, 1999).

As células classificadas como generativas sdo aquelas indiferenciadas com forma de
clpula e com funcdo de originar as digestivas e secretoras (AGBEDE; KEMP, 1985;
WALKER; FLETCHER, 1987). Séo observadas com mais frequéncia nos estagios iniciais de
cada instar, bem como na fase de alimentacdo lenta do carrapato. Sua ocorréncia fica diminuida
nos estagios de pos-ingurgitamento (AGBEDE; KEMP, 1985; REMEDIO et al., 2013;
WALKER; FLETCHER, 1987). Morfologicamente apresentam microvilosidades voltadas para
o limen do intestino o que lhes garante um aumento da superficie de absorcdo (AGBEDE;
KEMP, 1985; CAPERUCCI; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2010; REMEDIO et al.,
2013; WALKER; FLETCHER, 1987).

As células digestivas sdo consideradas as principais células do intestino médio, sendo
responsaveis pela sintese e secre¢do das enzimas digestivas, bem como por realizar a absor¢éo
de agua e de outras substancias digeridas pelo carrapato (HARRISON; FOELIX, 1999).
Segundo alguns autores, elas passam por modificacfes a medida que o processo digestivo
evolui, caracterizando assim a ocorréncia de momentos fisiologicos especificos, com
consequente morfologia celular especifica (AGYEI; RUNHAM, 1995; REMEDIO et al., 2013).
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Na espécie R. sanguineus I. s., devido a estas modificagdes morfoldgicas, Remedio et al. (2013)
classificaram as mesmas em 4 subtipos: a) digestivas residuais, b) digestivas pinociticas, d)
digestivas fagociticas e f) digestivas maduras.

Os processos de alimentacéo e de digestdo do sangue sdo essenciais para 0s carrapatos,
visto ser o sangue uma rica fonte de proteinas e de nutrientes utilizados nos processos
anabolicos (como a producédo dos ovos) (GRANDJEAN, 1984).

Devido ao sucesso bioldgico dos carrapatos, estes ectoparasitas vém sendo cada vez
mais alvos de estudos. Deve-se ainda considerar que as alteracfes climéticas favorecem ainda
0 aumento populacional de algumas espécies, facilitando o contato com os humanos e
aumentando o risco de transmisséo de doencas (CAMARGO-MATHIAS, 2018; ESTRADA-
PENA et al., 2013), tornando necessario realizar o seu controle com eficiéncia.

Atualmente a principal forma de controle de carrapatos tem sido realizada por meio da
aplicacdo de substancias quimicas, método este que apresenta inconvenientes, tais como o alto
custo ndo s6 do produto, mas também da aplicacdo e da médo de obra, o que quando néo
realizados adequadamente promove a selecdo de populacdes resistentes, além de causarem
danos ao meio ambiente e a saude publica (FREITAS; POHL; VAZ, 2005). Toda essa
problematica vem estimulando a busca por métodos de controle que sejam, além de eficientes,
também sustentaveis, como os acaricidas naturais, o controle biolégico e a producdo de vacinas
(ANHOLETO et al., 2017; FURQUIM et al., 2011; MATOS et al., 2014; ROMA et al., 2013;
SABADIN et al., 2017; VENDRAMINI et al., 2012a, 2012b).

Diante desse cenario, 0 uso de vacinas, segundo Parizi et al. (2012), seria uma estratégia
economicamente viavel e benéfica para o controle dos carrapatos. Porém, para tanto ha a
necessidade de se buscar potenciais antigenos, os quais podem ter diferentes origens (extratos
proteicos produzidos a partir de érgdos dos carrapatos ou proteinas isoladas) (ANTUNES et al.,
2015; FURQUIM et al., 2011; JITTAPALAPONG et al., 2008; PARIZI et al., 2009, 2012;
SABADIN et al., 2017). Os extratos proteicos vém sendo produzidos ou a partir do carrapato
inteiro ou de seus 6rgéos, tais como das glandulas salivares e dos intestinos (FURQUIM et al.,
2011; JITTAPALAPONG et al., 2000, 2008). Segundo Furquim et al. (2011) e Jittapalapong et
al. (2008), o extrato da glandula salivar seria capaz de estimular a imunidade nos hospedeiros
e de interferir nas glandulas salivares de fémeas alimentadas nos mesmaos. Ja entre as proteinas
consideradas potencialmente antigénicas, destacam-se a fosfatase acida e a calreticulina. A
primeira por ser uma enzima hidrolitica que catalisa a hidrélise de uma variedade de

monoésteres ortofosforico e que ja foi observada no intestino e nas glandulas de fémeas do
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carrapato R. sanguineus I. s., R. (Boophilus) microplus e R. appendiculatus.

As calreticulinas, proteinas ligantes de calcio, funcionariam como facilitadoras da
alimentacdo por meio de sua acdo imunomoduladora e anti-hemostatica (BROSSARD;
WIKEL, 2004; JAWORSKI et al., 1995; JITTAPALAPONG et al., 2008; KAEWHOM et al.,
2008). Além disso, modulariam a imunidade do hospedeiro, mimetizando ou induzindo nestes
a autoimunidade (STEEN; BARKER; ALEWOOD, 2006).

Vém sendo realizados estudos para a avaliacdo da resposta imunoldgica por parte do
hospedeiro. Nestes, além da analise do soro para comprovacdo da presenca de anticorpos, leva-
se também em consideracdo parametros bioldgicos e morfolégicos dos ectoparasitas
(ANTUNES et al.,, 2015; FURQUIM et al., 2011, 2014a, 2014b; PARIZI et al., 2009;
SABADIN et al., 2017). Dentre os métodos de avaliacdo dos parametros morfoldgicos
destacam-se as técnicas histoldgicas, histoquimicas, imunohistoquimica e imunofluorescéncia.
Séo utilizadas tambem, ferramentas moleculares, tais como a avaliacdo da expressdo de genes
relacionados ao processo de morte. Quando se considera a morte celular apoptética, sabe-se
gue a mesma ¢é ativada por duas vias: a intrinseca (mitocondrial) e a extrinseca (citoplasmatica).
A intrinseca ocorre devido & estimulos internos tais como danos no DNA, no reticulo
endoplasmatico, virus ou outro trauma celular (MAES; SCHLAMP; NICKELLS, 2017) o que
leva a ativacao das proteinas BH3-somente, que irdo interagir e ativar os genes para as proteinas
BaX ou BakK, localizados na membrana externa das mitocdndrias. Essas proteinas provocaréo
a permeabilidade da membrana externa da mitocéndria, permitindo a saida do citocromo C e
interrompendo a cadeia de transporte de elétrons. Este, por sua vez, iniciara a formacédo do
apoptossomo e a cascata de caspase, desencadeando a morte celular apoptética (MAES;
SCHLAMP; NICKELLS, 2017; TAIT; GREEN, 2010). A via extrinseca é ativada por meio de
receptor localizado na superficie da membrana celular e é desencadeada por receptores de morte
celular, tais como o CD95, Fas ou Apo-1, ligantes especificos da membrana, os quais
sinalizardo para a agregacdo e formagdo de um complexo indutor de morte, que recrutard a pro-
caspase-8, deixando-a ativa, que por sua vez ativard a caspase-3 que executara a morte
apoptotica (ANAZETTI; MELO, 2007; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).

Assim, diante das informagdes aqui expostas e devido a grande importancia dos
carrapatos especificamente da espécie R. sanguineus I. s. no cendrio da saude publica, além da
dificuldade que se tem encontrado em controlar os carrapatos de forma geral, o presente
trabalho teve como objetivo estudar e identificar antigenos que quando compartilhados por

diferentes 6rgdos, tais como as glandulas salivares e o intestino, teriam potencial imunogeénico,
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contribuindo assim com informacdes que serdo Uteis dentro da tematica: estratégias eficientes

e sustentdveis de controle de carrapatos de importancia econdémica.
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6 CONCLUSOES

1)  Extratos de glandulas salivares de fémeas alimentadas por 2 e 4 dias sdo imunogénicos
para coelhos hospedeiros e carregam proteinas que se apresentam como potenciais antigenos
que poderiam ser utilizados no desenvolvimento de vacinas;

2) O EGS4 foi mais imunogénico do que o EGS2, visto as glandulas das fémeas
alimentadas por 4 dias estarem mais ativas e possuirem maior nimero de moléculas
imunogénicas;

3) A marcacdo da CRT nas glandulas salivares das fémeas alimentadas em hospedeiros
imunizados com EGS ndo mostrou-se alterada nos diferentes grupos, sugerindo que esta ndo
seria eficiente para sensibilizar o sistema imune do hospedeiro;

4) O EGS2 e 0 EGS4 interferiram na sintese e secrecdo da fosfatase acida das glandulas
salivares das fémeas alimentadas em hospedeiros imunizados com esses extratos;

5) A degeneracdo precoce das glandulas salivares das fémeas alimentadas por 4 dias em
hospedeiros imunizados com EGS4 foi confirmada pelo aumento na expresséo dos genes BaX
e citocromo C, relacionados a via intrinseca da morte celular apoptotica;

6) A diminuicdo da marcacdo da fosfatase acida e da CRT nas células do intestino das
fémeas alimentadas em hospedeiros imunizados se deu devido a presenga dos antigenos no
EGS;

7) A proteina CRT expressa em sistema heter6logo, por ter sido capaz de sensibilizar o
sistema imune do hospedeiro quando aplicada isoladamente, pode ser considerada candidata
para producéo de vacina;

8)  Anticorpos produzidos contra a CRT-HI reconheceram a CRT nas glandulas salivares
(grupo controle), bem como interferiram na atividade dessa proteina nas fémeas alimentadas
em hospedeiros imunizados, os quais interferiram na alimentacdo e na imunomodulacdo do
hospedeiro;

9)  Aimunizacdo com a CRT-HI induziu a degeneracéo precoce das glandulas salivares de

R. sanguineus I. s. pela via extrinseca da morte celular apoptotica.
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ANEXO
Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso Animal — IB-UNESP-CRC

u nes &;&0 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA
“JOLIO DE MESQUITA FILHO" NO USO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA - 1B - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 11/2014

Instituigdo: UNESP - IB - CRC Departamento: Biologia o
Protocolo n°: 925 Data de Registro CEUA: 18.2.2014

Projeto de Pesquisa: “Hematofagia em fémeas de Riphicephalus sanguineus (Acari:
Ixodidae) e suas relagdes: Bioquimicas (bioativos presentes em extratos) e Morfofisiologicas
(glandulas salivares e intestino)"
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

Pesquisador Responsavel: MARIA IZABEL DE SOUZA CAMARGO

Orientando(a). Elen Fernanda Nodari

Colaborador(e‘s): == ==

()TCC
Objetivo ( ) Mestrado
Académico: (X) Doutorado

() Outros — (Especificar)

'A Comissao de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP —
Campus de Rio Claro, em sua 20® reunido ordindria, realizada em 11/6/2014:

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

() Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova
0 Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).
Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido

() pelo reiator,

Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas

(prazo maximo de 30 dias).

N&o Aprovou.

Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

—— | -~
S bt |

Rio Claro, 11 de junho de 2014.
O —
LA AL

Prof. Dr,Mério Sérgio Palma
/ Coordénador da CEUA
7
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