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RESUMO

Carvalho-Costa, T.M. Efeitos imunossupressores da saliva de Amblyomma cajennense em
células dendriticas derivadas de medula 6ssea murina. 82 f. Dissertacdo (Mestrado) — Pds-
graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal do Tridangulo Mineiro,
Uberaba/MG, 2014.

As células dendriticas (CDs) sdo células apresentadoras de antigenos profissionais com
funcdes essenciais na ativacdo da imunidade do hospedeiro. Carrapatos sdo artropodes
hematdfagos que secretam através da saliva, compostos bioativos com propriedades anti-
hemostaticas e imunomoduladoras. Sabe-se que algumas espécies de carrapatos modulam a
biologia de CDs com diferentes intensidades. No entanto, estudos com Amblyomma
cajennense, ainda ndo foram desenvolvidos, embora esta espécie seja considerada uma das
mais qualificadas para imunomodulacdo justamente por ser capaz de infestar diferentes
hospedeiros. Neste trabalho, demonstrou-se que a adicdo de saliva de A. cajennense em
celulas da medula 0ssea, inibe a diferenciagdo de CDs. Esta inibigdo ndo foi acompanhada por
inibicdo ou inducdo de moléculas co- ou estimuladoras, tais como MHC-II, CD40, CD80 e
CD86. CDs imaturas ou maduras pré-expostas a saliva mostraram reducdo da migracao
estimulada pelas quimiocinas RANTES e MIP-3, respectivamente. Esta inibigdo foi mediada
pela saliva, que reduziu significativamente a expressdo dos receptores de quimiocina CCR5
ou CCRY7. A saliva deste carrapato também inibiu, de forma concentracdo dependente, a
producdo das citocinas IL-12p40, IL-6 e TNF-a, enquanto potencializou a produgio de IL-10
por CDs estimuladas pelo LPS — lipopolissacarideo - ligante do receptor Toll-like 4 (TLR4).
Além disso, a saliva foi capaz de inibir a expressdo de CD40 e CD86 em CDs maduras,
enquanto que, por si sO, potencializou a expressdao de PD-L1. A prostaglandina E2 foi
detectada (~ 80 nM) como um dos constituintes da saliva e nos acreditamos que parte dos
resultados obtidos neste trabalho sdo devido a presenca desta molécula. Desta forma, estes
resultados ajudam a compreender a interacdo carrapato-hospedeiro e exemplificar que o0s
carrapatos da espécie A. cajennense parecem possuir mecanismos especificos para a

modulacdo de células do sistema imunolégico do hospedeiro, incluindo as CDs.

Palavras-chave: Carrapatos, Amblyomma cajennense, saliva, células dendriticas



ABSTRACT

Carvalho-Costa, T.M. Immunosuppressive effects of Amblyomma cajennense tick saliva
on murine bone marrow-derived dendritic cells. 82 f. Master Degree - Graduate Course of
Physiological Sciences, Federal University of Triangulo Mineiro, Uberaba, Minas Gerais,
Brazil, 2014.

Dendritic cells (DCs) are professional antigen-presenting cells with essential roles in the
activation of host immunity. Ticks are blood-sucking arthropods that secrete via saliva,
bioactive compounds with immunomodulatory properties. It is known that some tick species
modulate the biology of DCs with different intensities; however, studies with Amblyomma
cajennense, the cayenne tick, have not yet been developed although this species is considered
one of the most qualified for immunomodulation. In this work we demonstrated that the
addition of A. cajennense tick saliva to bone marrow cells inhibits the differentiation to DCs.
This inhibition was not accompanied by inhibition or induction of co- and stimulatory
molecules MHC-I1, CD40, CD80 and CD86. Immature or mature DCs pre-exposed to saliva
showed reduced migration towards RANTES and MIP-3B chemokines, respectively. This
inhibition was mediated by saliva which significantly reduced the expression of CCR5 or
CCR7 chemokine receptors. Tick saliva also inhibited, in a concentration-dependent manner,
IL-12p40, IL-6 and TNF-a while potentiating 1L-10 cytokine production by DCs stimulated
by Toll-like receptor-4 ligand. Additionally, the saliva was able to inhibit the expression of
CD40 and CD86 in mature DCs while, per se, potentiating the expression of PD-LL.
Prostaglandin-E2 was detected (~ 80 nM) as one of the constituents of saliva and we believe
that some of the results obtained are due to their presence. Thus, these results help to
understand the tick-host interaction and exemplify that ticks of the species A. cajennense

seems to have particular mechanisms for modulation of host immune cells, including DCs.

Key-words: Ticks, Amblyomma cajennense, saliva, dendritic cells



LISTA DE ABREVIATURAS

APCs Células Apresentadoras de Antigenos
CD Cluster of differentiation

CDs Celulas Dendriticas

IL Interleucina

TNF-a Fator de necrose tumoral-a

LPS Lipopolissacarideo

MHC Complexo principal de histocompatibilidade
FMB Febre Maculosa Brasileira

RMSF Rocky Mountain Spotted Fever

PBS Solucéo de fosfato tamponada

PGE; Prostaglandina E;

ADO Adenosina

TLR Receptores do tipo Toll

NK Células Natural Killer

Th Linfocito T Helper

THRF Tick Histamine release fator

MAC Complexo de ataque a membrana
SAT Transmisséo favorecida pela saliva
SALP Ixodes scapularis salivary protein
INF-y Interferon gama

5’ AMP Monofosfato de adenosina
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1 INTRODUCAO

A secrecdo de substéncias biologicamente ativas através da saliva constitui uma das
mais importantes caracteristicas evolutivas dos carrapatos, ja que permite a efetiva interacdo
do carrapato com o hospedeiro, possibilitando a sua alimentacéo e propagacao, favorecendo a
transmissdo de patégenos (SOCOLOVSCHI et al., 2009; WIKEL, S., 2013). Dentre as
substancias da saliva, aquelas com atividade sobre a hemostasia, inflamagéo e imunidade do
hospedeiro sdo consideradas as mais importantes nessa interagdo carrapato-hospedeiro
(RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003; FRANCISCHETTI et al., 2009; WIKEL, S., 2013). As
substancias liberadas continuamente pelos carrapatos durante o repasto sanguineo podem ser
diferentes dependendo da espécie e do estagio em que o carrapato se encontra (RIBEIRO et
al., 2006; FRANCISCHETT!I et al., 2009) e essa caracteristica tem se mostrado fundamental
para o entendimento dos hospedeiros preferenciais, do tempo de alimentacdo, da capacidade
de modulacéo das barreiras hemostaticas e imunes e da diversidade de patdgenos transmitidos
por cada um deles.

O carrapato Amblyomma cajennense, é o principal vetor da babesiose equina e Febre
Maculosa no Brasil, e é considerado uma das espécies com maior capacidade de subverter as
defesas dos seus hospedeiros uma vez que, apesar de ter 0s eqliideos como seus principais
hospedeiros, podem, em especial nos estagios de larva e ninfa, se manter em areas livres
destes animais, parasitando aves e qualquer mamifero doméstico ou silvestre, inclusive o
homem (ARAGAO, 1936; LOPES et al., 1998; MASSARD, 2004). Ou seja, como a resposta
imune dos diferentes hospedeiros desse carrapato, incluindo o0s humanos, Vvaria
consideravelmente, é razoavel pressupor que este também possua uma complexidade de
moléculas na sua saliva suficientemente capaz de modular a resposta imune de cada um deles.

Sabendo disso, estudos relacionados a moléculas presentes na saliva do A. cajennense
vem despertando o interesse de diversos cientistas, e os estudos envolvendo resposta imune e
este carrapato ja vem sendo desenvolvidos nos Gltimos anos (SZABO; PINTER; LABRUNA,
2013). Cachorros, ovelhas e cavalos infestados com A. cajennense, somente adquirem
resisténcia parcial e mesmo depois de infestacbes repetidas apenas alguns pardmetros
biologicos desses carrapatos sdo negativamente afetados (MUKAI et al, 2002;
CASTAGNOLLLI et al., 2003; DE FREITAS et al., 2009; PROSDOCIMI et al., 2010). Do

mesmo modo, resultados experimentais mostraram que camundongos BALB/c ndo

Carvalho-Costa, TM
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desenvolvem resisténcia a ninfas desta espécie de carrapato e a proliferacdo de linfocitos
nestes hospedeiros € inibida pela saliva do carrapato, extrato de ninfas ou por infestacbes
(CASTAGNOLLI et al., 2008). Linfocitos de camundongos sob o efeito da saliva de A.
cajennense, extrato de ninfas ou infestacdo por este carrapato, exibem um predominio de
producéo de citocinas de perfil Th2 (CASTAGNOLLI et al., 2008).

A resisténcia, ou a tentativa, a carrapatos é um fendémeno adquirido (TRAGER, 1939;
RANDOLPH, S. E., 1979; SZABO; MORELLI; BECHARA, 1995) e as células dendriticas,
em especial as da pele também chamadas de células de Langerhans, tem papel crucial nesse
processo (NITHIUTHAI; ALLEN, 1984b; VESELY et al., 2009). Os primeiros trabalhos,
publicados a mais de 30 anos, sugeriram que ha migracdo de células de Langerhans da pele
para os linfonodos apos a infestacdo com carrapatos Dermacentor andersoni, e que a presenca
destas células nos linfonodos € um evento fundamental para que o hospedeiro desenvolva uma
resposta imune especifica a carrapatos (ALLEN; KHALIL; GRAHAM, 1979; NITHIUTHAI,
ALLEN, 1984a; b; 1985). Mais recentemente foi demonstrado in vivo que carrapatos da
espécie Ixodes scapularis suprime a resposta imune de camundongos e este efeito é
dependente da presenca de células de Langerhans (VESELY et al., 2009).

Na tentativa de compreender como o0s carrapatos modulam essas células, e
consequentemente a resposta imune inata e adquirida, varios estudos in vivo e in vitro
demonstraram que a saliva de carrapatos afeta negativamente a biologia de Células
Dendriticas (CDs), desde a sua diferenciacdo, migracdo e maturacdo até a sua capacidade de
apresentacdo de antigenos com consequente ativacdo de linfocitos T (SA-NUNES, 2010;
MASON et al., 2014). Apesar destes achados, a maioria deles usou saliva de carrapatos com
habitos alimentares muito especificos para determinados hospedeiros. Assim, nesse estudo
buscamos avaliar o efeito da saliva de carrapatos A. cajennense sobre a diferenciacdo,
migracdo e maturacdo de CDs murinas, com vista da compreensdo de como a saliva desta
espécie modula essas células, além de identificar possiveis moléculas da saliva responsaveis

por esses efeitos.

Carvalho-Costa, TM
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARRAPATOS - CONSIDERACOES GERAIS

Os carrapatos sdo artropodes hematdfagos, que necessitam de sangue em todas as
fases parasitarias de seu ciclo. Pertencem a Classe: Arachnida, Ordem: Acari e Subordem:
Ixodida, e sdo distribuidos em mais de 907 espécies cosmopolitamente. Possuem enorme
potencial parasitario, onde diversos tipos de vertebrados podem ser incluidos como
hospedeiros. Sdo considerados importantes protagonistas vetoriais, além de incriminados de
causar grandes prejuizos econémicos relacionados a pecuaria (SOCOLOVSCHI et al., 2009).

Os carrapatos foram primeiramente evidenciados em uma ilustracdo em uma tumba
egipcia, datada de 1500 A. C., que mostrava um animal com trés protuberancias no pavilhdo
auricular interno. Sua primeira denominacdo, foi feita por Homero em 800 A. C., que chamou
os carrapatos de Cynorhaestea. Mais tarde, no ano de 355 A.C., Aristdteles acreditava que sua
origem fosse o capim. Recebeu varias denominag6es em diferentes regibes, por exemplo, na
Grécia, o carrapato foi denominado Créton e em Roma, Ricinus, por se assemelhar a
mamonas. No ano de 77, o carrapato ja foi identificado como espécie hematdéfaga por Plinio
em seus estudos (ARTHUR, 1965). Recentemente, estudos envolvendo o genoma de uma
mumia de 5300 anos, revelou a presenca de material genético pertencente a Borrelia
burgdorferi, bactéria responsavel por causar a doenca de Lyme, transmitida pela picada de
carrapatos, evidenciando a presenca destes artrépodes e sua capacidade vetorial desde a
antiguidade (KELLER et al., 2012).

Atualmente, os carrapatos estdo distribuidos em trés familias de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas. Os “carrapatos moles” (os que ndo possuem
escudo dorsal), sdo os que se encontram distribuidos na familia Argasidae, se caracterizam
por apresentarem ciclo parasitario curto, ou seja, se alimentam rapidamente, por horas ou
poucos dias. No Brasil, a espécie de importancia econdmica representativa desta familia é
Argas miniatus, principal vetor da Borrelia anserina para as aves (EVANS; MARTINS;
GUGLIELMONE, 2000). Ja os “carrapatos duros” (os que possuem escudo dorsal), sdo
pertencentes a familia Ixodidae e diferente dos argasideos, se fixam no hospedeiro por
periodos que podem durar varios dias. (BOWMAN A, 2008; SA-NUNES, 2010;
KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013; STIBRANIOVA; LAHOVA; BARTIKOVA,

2013). Carrapatos desta familia se alimentam uma Unica vez durante cada fase do seu ciclo,

Carvalho-Costa, TM
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permanecendo fixados ao hospedeiro até ficarem engurgitados, podendo ou ndo descer ao solo
apos o repasto (SOCOLOVSCHI et al., 2009). No Brasil, esta familia é a que mais se destaca,
e os representantes dos Ixodideos de grande importéncia econémica e vetorial sdo: Boophilus
microplus, Amblyomma cajennense, Anocentor nitens e Rhipicephalus sanguineus (EVANS;
MARTINS; GUGLIELMONE, 2000). E por fim, a familia Nuttallielidae, que possui apenas
uma espécie e esta ndo é encontrada no Brasil (HORAK; CAMICAS; KEIRANS, 2002).

No geral, estes artropodes sdo morfologicamente achatados dorsoventralmente, com
cabeca, tdrax e abdémen fundidos, com tamanhos variados e formatos elipticos ou ovais.
Possuem capacidade de aumento das dimensfes corpdreas durante o repasto sanguineo,
mesmo sendo revestidos por um forte tegumento coridceo. Sdo amplamente distribuidos,
sendo encontrados em varios habitats no mundo todo, podem inclusive serem encontrados
parasitando peixes (BOWMAN A, 2008).

O ciclo do carrapato € composto pelas fases de ovo, larva, ninfa e adulto. Sendo que,
carrapatos argasideos apresentam de dois a oito estagios ninfais, enquanto que, as espécies
pertencentes a familia Ixodidae apresentam apenas um estagio ninfal. Com excecdo dos ovos,
todos os estagios precisam se alimentar em um hospedeiro para dar continuidade ao ciclo.
Existem variac6es no comportamento alimentar dos carrapatos dependendo da espécie, onde a
alimentacdo pode variar com relacdo ao tempo de permanéncia do parasito no hospedeiro e
também com relacdo a quantidade e especificidade do hospedeiro vertebrado escolhido.
Baseado nisto, os carrapatos podem ser monoxenos, que realizam todo o seu ciclo em um
anico hospedeiro e trioxenos, que necessitam de trés hospedeiros para completar o seu ciclo,
descendo ao solo ap6s o repasto, para entdo realizar a ecdise. Os carrapatos podem ser
especificos de uma espécie de hospedeiro, sendo incapazes de se fixarem em outras espécies,
ou serem promiscuos, capazes de se alimentar em uma variedade grande de espécies de
hospedeiros (RAJPUT et al., 2006; BOWMAN A, 2008).

Os carrapatos ocupam uma posicdo importante quando o assunto € danos econdmicos.
No mundo, 0s prejuizos causados por este parasito afetam a pecuéria de maneira significativa.
Tais prejuizos provém de danos diretos causados aos animais no momento da hematofagia,
quando o parasito causa lesdes mecénicas na pele do hospedeiro com a introducdo do
aparelho bucal altamente especializado, envolvendo a dilaceragdo dos tecidos e provocando
irritabilidade, perda de sangue, anemia, estresse e caquexia, além de lesbes locais que podem

favorecer o desenvolvimento de infec¢Bes secundarias. Outro problema que pode ser causado
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é relacionado as toxinas presentes na saliva destes parasitos e que sdo injetadas durante a
alimentacéo, alguns animais sdo muito sensiveis a estas toxinas e podem sofrer, além de dor,
paralisia. Todos estes fatores podem estar acompanhados de doencas, que podem ser
transmitidas aos animais e levam a danos de producdo, como por exemplo, a reducdo na
producéo de leite, carne e 18 (JONGEJAN; UILENBERG, 2004; RAJPUT et al., 2006).

Além do ponto de vista econdmico, 0s carrapatos sdo vistos também sob a Otica
médica e veterinaria. Estes artropodes possuem grande importancia vetorial em doencas
infeciosas, o0 que os classifica no segundo grupo de artrépodes vetores mais importante do
mundo, ficando atras apenas dos mosquitos (familia Culicidae). Isto pode ser atribuido a
fatores relevantes como: longo periodo em contato com o hospedeiro e grande variedade de
vertebrados que podem ser parasitados em diversas partes do mundo (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004; SOCOLOVSCHI et al., 2009).

Os carrapatos sd@o importantes vetores de protozoarios, bactérias e virus, tanto para
animais quanto para o homem. Dentre as principais doencas transmitidas por estes artropodes
destacamos a Babesiose, causada pela Babesia sp.; Anaplasmose, causada pelo Anaplasma
phagocytophilum; Erliquiose, causada por Erlichia sp.; Doenca de Lyme (Doenca de Lyme-
simille ou Sindrome Baggio-Yoshinari — no Brasil), causada pela espiroqueta Borrelia
burgdorferi e a Febre Maculosa, causada pela Ricketsia ricketsii (JONGEJAN; UILENBERG,
2004; HUNFELD; HILDEBRANDT; GRAY, 2008; YOSHINARI et al., 2010; SEVERO et
al., 2012; HILDEBRANDT; GRAY; HUNFELD, 2013; SAITO et al., 2014). Estas duas
altimas, de grande importancia médica, consideradas emergentes e de notificacdo compulsoéria
no Brasil (MASSARD, 2004).

A doenca de Lyme, transmitida por carrapatos Ixodideos, é bastante comum na
América do norte, teve seus primeiros casos identificados por Afzelius em 1910, na Suécia, e
por Lipschutz, na Austria, em 1914, nestes locais chamada de eritema crénico migratorio
(SANTOS et al., 2010). Ja nos EUA, comecou com um surto envolvendo criangas, na década
de 1970 na cidade de Lyme, elas apresentavam quadros de dores e inchagos nas articulagdes,
sendo na época falsamente diagnosticadas como portadores de artrite reumatoide juvenil. No
entanto, alguns pesquisadores suspeitaram que se tratava de uma doenca transmitida por
algum agente infeccioso. Os sintomas incluiam erupg¢des cutaneas, febre, dor nas articulagdes
e musculos, afetava também o coracdo e causava problemas neurolégicos. O pesquisador

Willy Burgdorfer identificou o agente etioldgico, em 1982, uma bactéria espiroqueta,
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chamada Borrelia burgdorferi. Ela foi posteriormente isolada no intestino de carrapatos em
florestas de Nova York, onde esta doenca se tornou endémica (STEERE et al., 1977; LEVY,
2013; GERSTENBLITH; STERN, 2014). No Brasil, os primeiros casos, com acometimento
eritematoso, foram relatados em Manaus em 1987, ja os casos articulares em 1992
(YOSHINARI et al., 1993; SANTOS et al., 2010). Como no Brasil esta doenga apresenta
aspectos diferentes, assim como os vetores, aqui ela € conhecida como Sindrome Baggio-
Yoshinari ou Doenca Semelhante a Lyme, para diferenciar da Doenca Classica que ocorre na
América do Norte (MANTOVANI et al., 2007; YOSHINARI et al., 2010). No Brasil,
acredita-se que esta doenca possa ser transmitida por carrapatos do género Amblyomma,
sendo a principal espécie o Amblyomma cajennense. Carrapatos do género Rhipicephalus ou
carrapatos Dermacentor nitens também tem sido relacionado como possivel vetor
(YOSHINARI et al., 2010; GONCALVES et al., 2013).

Ja a Febre Maculosa, teve seu primeiro relato clinico no ano de 1899 em Idaho, EUA,
chamada entdo de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (sigla americana Rocky
Mountain Spotted Fever, RMSF). Esta doenca foi descrita como sendo uma doenca febril
grave com periodos de febre alta e aparecimento de erupcdes purpureas na pele (DANTAS-
TORRES, 2007; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). A Rickettsia rickettsii, seu agente
etiologico, so foi isolada em 1906, pelo patologista americano Howard Taylor Ricketts, que
também foi responsavel por descrever os aspectos clinicos e epidemiologicos da doenca,
juntamente com outros pesquisadores (CHEN; SEXTON, 2008). A partir da década de 1920,
a doenca passou a ser identificada em diversos paises de todo o continente americano
(DANTAS-TORRES, 2007; LABRUNA; TERASSINI; CAMARGO, 2009). Em 1929, o
primeiro caso da doenca foi descrito no Brasil, por José Toledo Piza no Estado de Séo Paulo,
que a denominou de “Tifo Exantematico de Sao Paulo”. Foi identificada também nos estados
de Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro. A doenca ficou conhecida no Brasil como Febre
Maculosa Brasileira (FMB) (GRECA H., 2008). Desde o final dos anos 80 até os dias de hoje,
a FMB é considerada uma doenca reemergente e em expansao, tanto que foi incluida na Lista
Nacional de Doencas de Notificagdo Compulséria do Ministério da Salde pela Portaria
GM/MS n° 1.943 de 18 de outubro de 2001. As maiores taxas de ocorréncia de Febre
Maculosa estdo concentradas na regido sudeste. Em 2012, no estado de S&o Paulo, 68 casos
foram confirmados, com 37 mortes (dados oficiais da Secretaria de Saude do Estado de Sao

Paulo - http://www.cve.saude.sp.gov.br citado por Szabé et al., 2013). Os vetores
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Dermacentor variabilis e Dermacentor andersoni sdo os principais na América do Norte. No
Brasil, os vetores principais séo Amblyomma aureolatum e Amblyomma cajennense, fazendo
com que as manifestacdes sejam diferentes dependendo do vetor (DANTAS-TORRES, 2007;
DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012).

2.2 O CARRAPATO AMBLYOMMA CAJENNENSE

O Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), pertence a familia Ixodidae, subfamilia
Amblyomminae e género Amblyomma (OLIVER, 1989), foi primeiramente encontrado em
Cayenna (Guiana Francesa) e descrito por Fabricius em 1787. No Brasil, 0 primeiro estudo
sobre este carrapato foi feito por Rohr em 1909, em uma tese ao Instituto Oswaldo Cruz
(OLIVEIRA, P. R., 2004). O género Amblyomma possui 102 espécies descritas, sendo que, 33
delas ocorrem no Brasil e dentre estas, 0 A. cajennense é considerada a mais importante.
Popularmente conhecido como “rodoleiro”, “micuim”, “carrapatinho” e “carrapato estrela”, 0
carrapato A. cajennense é comumente encontrado em todo o Brasil, principalmente na regido
sudeste, 0 que pode ser relacionado a maior prevaléncia da febre maculosa nesta regido
(ARAGAO, 1936; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013).

O A. cajennense estd amplamente distribuido na América, podendo ser encontrado
desde a América do Sul até ao sul dos Estados Unidos, no Texas. Em condic¢es naturais, este
carrapato é associado ao bioma de Cerrado, no Brasil, geralmente esta ausente em regido de
Mata Atlantica, apesar de que o desmatamento favorece sua distribui¢éo; ausente também em
regibes com grande umidade como em florestas tropicais (SZABO; OLEGARIO; SANTOS,
2007; VERONEZ et al., 2010; BEATI et al., 2013). E um dos carrapatos mais comumente
encontrados no Brasil. Em 2010, Veronez et al., encontrou 2694 carrapatos de vida livre,
sendo que, deste total, 73% era da espécie A. cajennense. Este carrapato aprecia locais de
vegetacdo rasteira e sombreada, onde possam se agarrar facilmente aos animais que por ali
passam, um exemplo, é a presenca destes carrapatos em matas ciliares, onde sdo encontradas
capivaras, incriminadas como grandes responsaveis pelas infestacGes ambientais e por serem
um reservatorio natural da Rickettsia rickettsii. Eles sdo encontrados também com facilidade
em pastos chamados de “sujos”, ou seja, que possuem plantas arbustivas no meio do pasto,
isto facilita o parasitismo nos animais que ali pastam (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013;

KRAWCZAK et al., 2014). O A. cajennense tem preferéncia por equideos, mas por sua baixa
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especificidade parasitéria, principalmente nas fases imaturas, pode se alimentar em varias
espécies, incluindo aves, repteis e até humanos (OLIVEIRA, P. R., 2004; SZABO; PINTER,;
LABRUNA, 2013).

De maneira geral, o A. cajennense , possui tamanho médio com aproximadamente 3-5
mm de comprimento, seu aparelho bucal se destaca com relacdo a de outros ixodideos, sendo
mais comprido. Possui um escudo ornamentado e irradiante, o que faz com que muitos o
apelidem de carrapato estrela. Os machos sd&o um pouco menores que as fémeas, e 0
dimorfismo sexual é apenas notado na fase adulta. As ninfas e larvas sdo semelhantes aos
adultos visualmente e também se alimentam de sangue, é neste periodo do ciclo evolutivo que
sd0 mais comumente encontradas parasitando o homem, pois sdo &geis e menores e tem o
aparelho bucal muito pequeno quando comparado com o estagio adulto, se tornando dificeis
de encontrar (ARAGAO, 1936; BORGES et al., 2006).

Os carrapatos da espécie A. cajennense possuem um ciclo trioxeno, ou seja, precisam
de trés hospedeiros diferentes para completar seu ciclo. O comportamento partenogenético, ja
foi relatado, no entanto os ovos ndo conseguem eclodir, fazendo com que a reproducéao seja
essencialmente bissexual, além de acontecer exclusivamente no hospedeiro (DE FREITAS et
al., 2009).

Na natureza, fatores como temperatura, umidade, disponibilidade de alimento e
precipitacdo pluviométrica podem alterar a duracdo do seu ciclo. Estudos realizados no
sudeste do Brasil mostram que, o ciclo deste ixodideo é anual, ou seja, apenas uma geracao
por ano. As variaces populacionais acontecem com picos definidos para cada estadio ao
longo do ano. As larvas e ninfas sdo encontradas em maior nimero entre 0s meses de outono
e inverno, seja parasitando animais ou 0 homem, seja nas pastagens. Isto coincide com 0s
meses de menor precipitacdo pluviométrica e ar mais seco. De acordo com alguns estudos,
larvas sdo mais encontradas no més de maio e ninfas no més de julho. Ja os adultos aparecem
entre 0s meses de setembro a marco, com picos durante o verdo nos meses de janeiro e
fevereiro, mas podem ser encontrados parasitando animais durante todo o ano, porém em
baixa densidade (OLIVEIRA, P. R. et al., 2003; OLIVEIRA, P. R., 2004). Este ciclo anual
pode estar relacionado com a diapausa das larvas durante o verdo, estudos dizem ser
importante este periodo para preparar o carrapato para fases onde havera mais disponibilidade
de alimento (LABRUNA et al., 2003; OLIVEIRA, P. R. et al., 2003). Outro fator interessante

para a epidemiologia é o encontro de machos ndo alimentados em grandes quantidades nos
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hospedeiros, antes de se encontrar as fémeas. Este fato se da pela necessidade dos machos de
se alimentarem para produzirem feromonios atrativos para as fémeas. Assim no final do
periodo, o nimero de fémeas supera o de machos, tendendo ao equilibrio, pois 0s animais
parasitados com machos se tornam mais atrativos para fémeas que ainda ndo se alimentaram
(GLADNEY, 1971; PINTER; LABRUNA; FACCINI, 2002; OLIVEIRA, P. R. et al., 2003;
SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013).

2.2.1 Importéancia vetorial

A capacidade de variar de hospedeiro garantiu a sobrevivéncia deste carrapato até os
dias atuais e firma um elo entre animais silvestres, domésticos e 0 homem, fazendo com que
seja considerado um importante vetor. No Brasil, € o vetor principal da febre maculosa,
principalmente por parasitar capivaras, e estas sdo consideradas reservatorios naturais da
Rickettsia rickettsii, 0 agente etiologico da febre maculosa. Estudos revelam que as capivaras
sdo capazes de manter a bactéria na corrente sanguinea por aproximadamente 10 dias, sem
manifestar a doenca, possibilitando a transmissdo garantida aos carrapatos (SOUZA et al.,
2009). Outros estudos mostram que a bactéria pode ser encontrada em todos os tecidos do
carrapato e em todas as fases do seu ciclo, fazendo com que seja transmitido inclusive,
transovarianamente a progénie e de um estadio a outro, ou seja também possuem transmissao
transestadial (DE LEMOS et al.,, 1997a; DE LEMOS et al.,, 1997b; GRECA H., 2008;
LABRUNA; TERASSINI; CAMARGO, 2009; SOCOLOVSCHI et al., 2009).

Estudos mais recentes mostram, porém, que o A. cajennense, nao € um bom
hospedeiro, pois apresenta dificuldade em manter a bactéria através de sucessivas geracoes. A
quantidade de carrapatos infectados também ndo é grande, o que se mostra intrigante, uma
vez que este carrapato é considerado o melhor vetor da Rickettsia rickettsii. (GUEDES et al.,
2005; SOCOLOVSCHI et al., 2009). Isto pode estar relacionado a baixa taxa de reproducao
de carrapatos infectados, mostrando que a bactéria pode ser patogénica para seu vetor
(LABRUNA et al., 2008). Este fato mostra que muitos fatores ainda desconhecidos estdo

envolvidos no processo de transmissdo desta doenca.

O Amblyomma cajennense também ¢é relacionado a transmissao de outras doengas tais

como: Encefalite Equina Venezuelana, causada por um virus e Erliquiose bovina, causada por
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Erlichia bovis, além da doenca de Lyme como referido anteriormente (MASSARD, 2004;
OLIVEIRA, P. R., 2004; YOSHINARI et al., 2010).

2.2.2 Controle

O controle consiste basicamente no uso de acaricidas, como é feito para outros
carrapatos e muitas vezes é realizado de maneira incorreta, como acontece, por exemplo,
quando had a aplicacdo de subdoses. Isto faz com que algumas espécies desenvolvam
resisténcia aos principios ativos utilizados, favorecendo a disseminacdo do carrapato e de
doencas transmitidas por ele. Os custos com o controle quimico, juntamente com a
permanéncia de residuos em produtos derivados dos animais tratados e do efeito destas
substancias quimicas no meio ambiente, sdo problemas enfrentados comumente pelos
pecuaristas e sao fatores que comprometem a saude publica (RAJPUT et al., 2006).

Assim, a procura de novas substancias que possam ser utilizadas no controle destes
parasitos e a busca pela compreensdo das interacdes parasito-hospedeiro, se tornam
essenciais. Por isso, cada vez mais 0s assuntos neste campo tem sido evidenciados por

pesquisadores no mundo todo e tem se tornado motivo de varias pesquisas.

2.3 RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO
2.3.1 Hematofagia

A interacdo do carrapato com o hospedeiro se inicia no momento da picada, quando o
carrapato introduz seu aparelho bucal na pele. O carrapato se alimenta através de uma piscina
de sangue que se forma quando o aparelho bucal é introduzido no hospedeiro, perturbando
capilares e tecidos durante o processo de sondagem por sangue. A instalacdo desta extensa
poca hemorragica permite a alimentacdo do carrapato (KAZIMIROVA; STIBRANIOVA,
2013). Durante este processo, 0 carrapato alterna periodos de ingestdo de sangue com
periodos de injecdo de saliva, isto permite com que o fluxo de sangue permaneca continuo
durante todo o periodo de repasto, que no caso de carrapatos duros, como é o caso do A.
cajennense, pode durar dias (ARTHUR, 1973; RIBEIRO et al.,, 1985; KAZIMIROVA,
STIBRANIOVA, 2013).
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Para que o repasto seja realizado com sucesso e 0 carrapato consiga se alimentar
suficientemente, ele precisa vencer obstaculos impostos por seus hospedeiros. Dentre estes
obstaculos destacam-se as barreiras homeostaticas, que inclui a ativacdo plaquetaria, a cascata
da coagulagdo e a vasoconstric¢do, e as barreiras imunes. Estas barreiras sdo desafiadas assim
que se inicia a alimentagdo, com a insercdo do aparelho bucal no epitélio intacto, e continua
com o preparo do local para o repasto. Este preparo se da principalmente, com a inje¢do de
substancias imunomoduladoras e anti-hemostéaticas que estdo presentes na saliva. A secrecao
de tais substancias biologicamente ativas constitui uma importante caracteristica evolutiva do
carrapato, que permite a interacdo com o hospedeiro, possibilitando a alimentacdo e
favorecendo a transmissdo de patégenos (ARTHUR, 1973; RIBEIRO; FRANCISCHETTI,
2003; SOCOLOVSCHI et al., 2009; SA-NUNES, 2010; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA,
2013; WIKEL, S., 2013).

O sucesso da alimentacdo depende do balango entre a capacidade do carrapato de
modular, evadir e restringir a resposta do hospedeiro e da capacidade do hospedeiro em
limitar a acdo do parasito. Assim, o hospedeiro reage a picada do carrapato, que muitas vezes
pode ser dolorosa, como é o caso da picada de A. cajennense (OLIVEIRA, P. R., 2004),
gerando uma resposta inflamatoria local, podendo ser acompanhada de febre, por exemplo.
Esta resposta ocorre tanto no homem quanto no animal, e € uma tentativa de se livrar do
parasito. Componente importante € a resposta imune, que pode ser dividida em resposta
imune inata ou natural e resposta imune adquirida ou adaptativa, e atua em conjunto com a
barreira homeostatica.

A resposta imune inata € composta por VArios mecanismos que reconhecem e
respondem aos agentes patogénicos que por ventura tentam entrar no organismo. Fazem parte
desta resposta diversos tipos celulares, tais como neutréfilos, células dendriticas, macrofagos,
mastocitos, células Natural Killer (NK) e eosinofilos; e também diversos componentes
soluveis, tais como: proteinas de fase aguda, proteinas do sistema complemento, citocinas e
guimiocinas. Além destes componentes ja citados, outros como, barreiras fisicas, microbiota e
acidos graxos também podem ser considerados essenciais (JANEWAY; MEDZHITOV,
2002). A pele, por exemplo, a barreira fisica que primeiro entra em contato com o carrapato, é
rica em componentes da resposta inata e representa um importante integrante da defesa do
organismo. Assim que o epitélio é rompido, os demais componentes entram em agéo, logo as

celulas presentes no local se ativam e comegam a atrair outras células através da produgéo de
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citocinas e quimiocinas, o sistema complemento é ativado e atua favorecendo a fagocitose e
promovendo a lise de patdégenos. Todos os componentes trabalham em harmonia e buscam
controlar os patdgenos que entram em contato com o organismo (JANEWAY, 2001;
JANEWAY; MEDZHITQOV, 2002; CRUVINEL WDE et al., 2010).

J& a resposta imune adaptativa atua contra 0s agentes patogénicos que conseguiram
atravessar a barreira da resposta imune inata. Atua de forma secundaria, de maneira mais
especifica, promovendo inclusive a memoria imunoldgica, que protege o hospedeiro em casos
posteriores de ataques pelo mesmo agente agressor. Os principais componentes desta resposta
sdo os linfécitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos, que atuam otimizando a
resposta imunologica atraves da identificacdo dos compostos patogénicos e os linfocitos T,
que se subdividem em linfocitos T CD4 e linfocitos T CD8 (MESQUITA JUNIOR et al.,
2010). A resposta imune inata e a adaptativa atuam em conjunto, e quando sdo eficientes,

eliminam o patdgeno e conferem ao hospedeiro a protecdo atraves da memaria imunoldgica.

2.3.2 Mecanismos de defesa do hospedeiro — resisténcia aos carrapatos

Durante este primeiro momento, as células residentes na derme se encarregam da
defesa contra o carrapato. S8o principalmente as celulas dendriticas, os macréfagos, os
eosinodfilos, os queratindcitos e 0s mastdcitos, que sao ativadas por fatores como a presenca
do aparelho bucal do carrapato, a perturbacdo da homeostasia provocada pela ruptura dos
tecidos e presenca das moléculas salivares. Através do contato prolongado com o parasito,
estas células se ativam, produzindo mediadores inflamatdrios capazes de atrair novas células
para o local, além de ativarem a resposta imune secundaria, mediada pelos linfocitos B e T,
podendo levar a perturbacdo da alimentacdo do carrapato e aquisicdo de resisténcia por parte
do hospedeiro. Ha também a tentativa de reestabelecer a homeostase com acgdes como a
ativacdo de tampdo hemostatico, tampdo plaquetario, vasoconstricdo e tentativa de
reconstrucdo tecidual (KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013).

Nos carrapatos esta ativacdo da resposta imunoldgica pode gerar varios tipos de
reacdes no seu ciclo bioldgico, tais como: diminui¢do de ingurgitamento, queda na postura de
ovos pelas fémeas ingurgitadas, maior tempo de alimentacdo, redugdo no volume de sangue

ingerido, reducdo de viabilidade dos ovos, aumento da incompeténcia de realizar ecdise,
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aumento da mortalidade de carrapatos que se fixam ou pode resultar na incompeténcia de se
alimentar (WIKEL, S. K., 1999).

Os estudos que caracterizam o fendGmeno de resisténcia a carrapatos vém aumentando
exponencialmente nos Gltimos anos. Incluindo estudos que investigam a resisténcia inata a
algumas espécies. Fatores como idade, espessura do couro, variagdes hormonais, distribuicdo
de pélos, fatores genéticos e habitos de algumas espécies, como, por exemplo, o costume de
auto higienizacdo, podem estar envolvidos com a capacidade que algumas espécies tem de
resistirem ao parasitismo (BENNETT, 1969; ABATEPAULDO et al., 2008; MARYAM et al.,
2012).

Apesar da grande importancia ja discutida da imunidade inata a resisténcia a
carrapatos é uma caracteristica relacionada a imunidade adquirida. Algumas espécies
adquirem resisténcia ao carrapato apos repetidas infestacdes, e algumas espécies nas mesmas
condi¢cbes ndo conseguem o mesmo feito (BORGES et al.,, 2002; MUKAI et al., 2002;
CASTAGNOLLI et al., 2003; PROSDOCIMI et al., 2010). O mecanismo pelo qual o sistema
imune de animais que desenvolvem resisténcia, atua negativamente sobre o carrapato, ainda é
motivo de muitos estudos.

A resposta do hospedeiro aos carrapatos tem alguns aspectos interessantes, como por
exemplo, as células que compdem o infiltrado inflamatorio no local da picada tendem a ser
diferentes na primeira infestacdo ou na segunda. Durante a primeira vez que 0 carrapato
infesta o animal as células que sdo mais comumente encontradas sdo: neutrofilos, aumentando
gradativamente a presenca de eosinofilos e basofilos. Ja a partir da segunda infestacdo, ao
desenvolver resisténcia, o infiltrado inflamatério € outro, composto por mononucleares,
eosinodfilos e basofilos (SZABO; BECHARA, 1999; FERREIRA et al., 2003; PROSDOCIMI
et al., 2010).

O processo de resposta aos carrapatos envolvem também outras células como as
células dendriticas (CDs) - as células apresentadoras de antigenos profissionais (APC), e
linfocitos T e B, que desempenham papel fundamental no processo de regulacdo das funcdes
efetoras do sistema imune, além de producdo de anticorpos (NITHIUTHAI; ALLEN, 1984a;
WIKEL, S. K., 1996a). Alguns estudos evidenciam a importancia destas células para a defesa
do hospedeiro durante o processo de infestagdo, tais como o de NITHIUTHAI et al., em

1984b, que enfatizaram o papel das células dendriticas na formagdo da resisténcia, quando
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utilizaram cobaias deficientes destas células em seus experimentos, mostrando que estes
animais apresentavam dificuldades em desenvolver resisténcia ao carrapato.

O sistema complemento € mais uma arma do arsenal do hospedeiro que € utilizada na
tentativa de vencer o carrapato. Estudos mostram que a ingestdo de C3, componente deste
sistema, dificulta a digestdo da hemoglobina ingerida pelos carrapatos. Outros estudos
mostram que a diminuicdo da presenca de C3 pode dificultar a aquisicdo de resisténcia em
infestacOes repetidas, evidenciando ainda mais a importancia deste componente para 0
sucesso do hospedeiro (WIKEL, S. K.; ALLEN, 1977; PAPATHEODOROU; BROSSARD,
1987).

Outro ponto que também pode direcionar a resposta imune e determinar 0 sucesso ou
fracasso do carrapato € o perfil de citocinas que esta envolvido durante a infestacdo. As
citocinas IL-12 e TNF-a, por exemplo, sdo citocinas responsaveis por polarizar as células em
um perfil Thl, que ja estd bem estabelecido ser desfavoravel ao carrapato, e esta relacionado a
dificuldade do carrapato em se manter no hospedeiro. Ja o direcionamento para um perfil Th2
é favoravel a manutencéo do carrapato no hospedeiro, uma vez que a resposta produzida nédo €
direcionada a este ectoparasito (FERREIRA; SILVA, 1999; MEJRI et al., 2001; SKALLOVA
et al., 2008).

2.3.3 Mecanismos de defesa mediados pelos carrapatos — importancia da saliva

Com tantos mecanismos desenvolvidos pelo hospedeiro na tentativa de impedir a
fixacdo do carrapato e proteger 0 organismo, 0S parasitos se viram em uma posi¢cao
desvantajosa evolutivamente, e deveriam entdo criar formas de evadir destes sistemas
altamente eficientes. Assim, os carrapatos desenvolveram estratégias durante o processo
evolutivo que os permitem driblar as defesas impostas pelo hospedeiro e realizar com sucesso
sua alimentacdo. Grande parte desta vitoria é atribuida a presenca de varias moléculas na
saliva, que € injetada no hospedeiro durante todo o periodo de repasto, que pode durar dias no
caso do Amblyomma cajennense (ARTHUR, 1973; RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003;
SOCOLOVSCHI et al., 2009; SA-NUNES, 2010; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013;
WIKEL, S., 2013).

Incitados pelo interesse em desvendar os mecanismos desconhecidos envolvidos nos

processo de alimentacdo do carrapato, varios pesquisadores se dedicaram nos Gltimos anos a
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tarefa de identificar as moléculas que compdem a saliva destes artropodes (OLIVEIRA, C. J.
et al., 2011). E dentre os compostos ja descritos que podem modular a hemostasia encontram-
se moléculas capazes de bloquear a dor e coceira, respostas que poderiam alertar o individuo
para a presenca do carrapato; moléculas que modulam a angiogénese e remodelamento da
matriz extracelular relacionada a cicatrizacdo de feridas; e, moléculas que agem como
imunomoduladoras da imunidade inata e adaptativa (WIKEL, S. K., 1996b; OLIVEIRA, C. J.
et al., 2011; STIBRANIOVA; LAHOVA; BARTIKOVA, 2013; WIKEL, S., 2013).

Existe uma grande variacdo na composi¢cdo deste pool de moléculas, podendo variar
entre as familias, Argasideos e Ixodideos, géneros e espécies. Isto se deve ao fato de que, cada
espécie tem suas particularidades, tanto com relagdo ao periodo de alimentacdo, quanto com
relacdo as espécies que selecionam como hospedeiro. Sendo assim, algumas moléculas foram
conservadas evolutivamente e outras foram aperfeicoadas e se tornaram exclusivas de
algumas espécies. E todas tém como objetivo principal proporcionar o sucesso da alimentacéo
do carrapato.

A vasoconstriccdo ¢ um dos primeiros processos desencadeados pela ruptura dos
tecidos da derme, e &€ combatida pelos artrépodes hematofagos através da secrecdo de
substancias vasodilatadoras ou de substancias que podem neutralizar as substancias
vasoconstrictoras produzidas pelo hospedeiro na tentativa de reestabelecer a homeostase.
Algumas moléculas ja foram identificadas relacionadas a estas funcdes. E o caso, por
exemplo, de nitroforinas, que sdo carregadoras de oxido nitrico. As nitroforinas estéo
presentes na saliva de Rhodnius prolixus, e conferem a saliva a coloracdo avermelhada devido
a sua abundancia. O oxido nitrico liberado por elas durante o repasto faz com que haja
vasodilatacdo e entdo o favorecimento do artrépode pelo aumento do fluxo sanguineo
(CHAMPAGNE; NUSSENZVEIG; RIBEIRO, 1995; MONTFORT; WEICHSEL;
ANDERSEN, 2000; MOREIRA et al., 2003; WIKEL, S., 2013). Outros exemplos incluem a
THRF (histamine release fator), isolada na saliva de Ixodes scapularis, que se liga a basofilos
e estimula liberacdo de histamina; prostaglandinas, isoladas a partir da saliva de alguns
carrapatos; e IRS-2 isolada a partir da saliva de Ixodes ricinus (DAI et al., 2010; CHMELAR
et al., 2012).

A agregacdo plaquetéria € utilizada pelo hospedeiro para conter a perda sanguinea
causada pelo parasita e também é bloqueada pela a¢do de algumas moléculas que possuem

atividade anti-agregacdo plaquetaria como por exemplo, a apirase, enzima que hidrolisa a
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adenosina-difosfato (ADP), um dos agentes agregantes liberados durante o dano celular e
ativacdo plaquetaria (FRANCISCHETTI, 2010). Esta enzima foi isolada da saliva de vérios
carrapatos como Ixodes scapularis e Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Também
relacionadas com a atividade antiplaquetaria temos a molécula Moubatin, isolada do carrapato
Ornithodoros moubata; Ixina, isolada da saliva do carrapato Ixodes ricinus; Longicornin,
isolada do carrapato Haemapysalis longicornis (KARCZEWSKI et al., 1995; CHENG; WU;
LI, 1999; CHMELAR et al.,, 2012; STIBRANIOVA; LAHOVA; BARTIKOVA, 2013;
WIKEL, S., 2013). Algumas moléculas foram isoladas também em outros artrépodes como
nos triatomineos, exemplos sdo as moléculas RPAI-1, Triplatin e Triabina (NOESKE-
JUNGBLUT et al., 1995; FRANCISCHETTI et al., 2000; MORITA et al., 2006).

Inibidores ou retardadores da coagulacdo também podem ser encontrados, tais como a
Ixodina que foi isolada da saliva do carrapato Ixodes ricinus; SALP14, derivada do Ixodes
scapularis; BmAP e microfilina, isoladas a partir da saliva de Boophilus microplus e Enolase,
da saliva de Ornithodoros moubata. Em outros artrépodes como no Anopheles stephensi,
encontram-se as moléculas Hamadarin e Anophensin; em triatomineos as moléculas com esta
atividade sdo Triapsina e Triafestinas (GORDON; ALLEN, 1991; MARKWARDT, 1994;
AMINO; TANAKA; SCHENKMAN, 2001; ISAWA et al., 2002; NAZARETH et al., 2006;
ISAWA et al., 2007; CHMELAR et al., 2012; DIAZ-MARTIN et al., 2013; STIBRANIOVA,;
LAHOVA; BARTIKOVA, 2013; WIKEL, S., 2013).

Durante o processo espoliativo, moléculas imunomoduladoras também sédo liberadas.
Estas moléculas agem regulando a atividade do sistema imunologico do hospedeiro, atuam no
sistema complemento, na producdo de citocinas, na ativacdo, migracdo, maturacdo e na
atividade celular (macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, linfocitos)(SA-NUNES;
OLIVEIRA, 2010).

O Sistema Complemento é formado por uma cascata proteolitica com o objetivo final
de destruir organismos através da montagem de um complexo litico em sua superficie
(FRANCISCHETTI et al., 2009). Pode ser ativado basicamente por 4 vias, sendo elas; via
classica, alternativa, via da trombina e via da lectina, e todas culminam na formacéo de um
complexo litico de ataque a membrana (MAC). A via alternativa € a mais modulada por
carrapato, mas estudos mostram que eles podem interferir também nas outras vias. A primeira
molécula isolada da saliva de carrapato com atividade sobre o sistema complemento foi

denominada de ISAC (Ixodes scapularis anticomplement molecule) e isolada da saliva de
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Ixodes scapularis (VALENZUELA et al., 2000). Extratos de glandulas salivares de Ixodes
ricinus , Ixodes hexagonus, Ixodes dammini e Ixodes uriae apresentaram atividade anti-
complemento. Extrato de glandulas salivares do carrapato Ornithodoros moubata, inibe a
producdo de C5a a partir da clivagem de C5 pela C5 convertase nas vias classica e alternativa,
inibindo a montagem molecular das etapas tardias da activacdo do complemento. A SALP 20,
isolada a partir da saliva de Ixodes scapularis, também tem atividade anti-complemento
(RIBEIRO, 1987; LAWRIE; RANDOLPH; NUTTALL, 1999; NUNN et al., 2005; TYSON,
K. et al.,, 2007; TYSON, K. R.; ELKINS; DE SILVA; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA,
2013; STIBRANIOVA; LAHOVA; BARTIKOVA, 2013; WIKEL, S., 2013).

As citocinas estdo envolvidas em quase todos os aspectos da regulagdo imune e
funcéo efetora, e representam uma ponte de comunicagdo natural entre a imunidade inata e
adaptativa. A producdo de citocinas se mostra alterada na presenca do carrapato, favorecendo
a sua permanéncia no hospedeiro. Estudos mostram que moléculas presentes na saliva de
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, sdo capazes de induzir a producdo de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, e diminuir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como 1L-12 e TNF-a. Estudos caracterizaram estas moléculas como sendo
Prostaglandina E»(PGE;) e Adenosina (CAVASSANI et al., 2005; OLIVEIRA, C. J. et al,,
2011). Rhipicephalus appendiculatus, também possui moléculas que alteram o perfil de
citocinas produzidas, reduzindo a secre¢do das citocinas INF-a, INF-y, IL-1, IL-6, IL-12 e
TNF-a, e, assim, diminuindo a resposta Thl e Th17 polarizando as células para um perfil
Th2. A Sialostatina L, isolada a partir de saliva de Ixodes scapularis também atua de forma
semelhante (SA-NUNES et al., 2009; PRESTON et al., 2013).

As quimiocinas sdo proteinas quimioatractivas com receptores que S&0
diferencialmente expressos em uma variedade de tipos celulares. Assim, a modulacdo das
qguimiocinas, moléculas de adesdo e citocinas pré-inflamatorias constitui uma abordagem
multifacetada eficaz para a regulacdo negativa das respostas imune inata e adaptativa, que
poderiam impactar negativamente no sucesso do carrapato. Atividades inibitorias de
guimiocinas estdo associadas com a saliva de numerosas espécies de carrapatos
(KAZIMIROVA,; STIBRANIOVA, 2013). CCL3, CXCL8, CCL2, CCL4, CCL5, CCL11,
CCL18 que atraem neutrofilos, mondcitos, células NK, basoéfilos, eosinéfilos, linfocitos T e

células dendriticas foram inibidos, assim como seus respectivos receptores, por moléculas
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presentes na saliva de varios carrapatos (VANCOVA et al., 2007; DERUAZ et al., 2008;
OLIVEIRA, C. J. et al., 2008; PETERKOVA et al., 2008).

A saliva do carrapato contem ainda, moléculas capazes de interferir diretamente na
resposta imune adaptativa, através da alteracdo de linfocitos B e T e das células
apresentadoras de antigenos, as células dendriticas, que sdo responsaveis por ativar essa
resposta imune adaptativa. A saliva de Dermacentor andersoni inibiu a proliferacdo de
linfécitos T. Da mesma forma, moléculas presentes na saliva de Ixodes ricinus também
produziram o mesmo efeito sobre estas células, além de induzir um perfil Th2. Ixodes
scapularis possui em sua saliva moléculas capazes de inibir o perfil inflamatério
Th17(BERGMAN et al., 2000; LEBOULLE et al., 2002; HEINZE et al., 2012). A SALP15
presente na saliva de Ixodes scapularis , prejudica funcdes das celulas dendriticas; a
Sialostatina L, também presente na saliva deste carrapato, possui capacidade moduladora de
linfocitos T, além de alterarem a biologia de células dendriticas (SA-NUNES et al., 2009).
Proteinas inibidoras de células B (BIP e BIF) foram identificados em Ixodes ricinus e
Hyalomma asiaticum asiaticum, e favorecem o0s carrapatos ao inibirem a producdo de
anticorpos durante o processo de repasto, 0 que poderia causar a rejeicdo do carrapato pelo
hospedeiro (HANNIER et al., 2004; YU et al., 2006). Importantes componentes da saliva de
Phlebotomus papatasi, a adenosina (ADO) e monofosfato de adenosina (5’AMP), afetam a
funcdo de CDs e atenuam a artrite experimental (CARREGARO et al., 2011). Moléculas
como PGE;, adenosina e japanina, identificadas na saliva de carrapatos, também sdo capazes
de interferir na biologia de células dendriticas, e consequentemente modificar a resposta
secundaria (CAVASSANI et al., 2005; OLIVEIRA, C. J. et al., 2011; PRESTON et al., 2013).

2.3.4 Saliva na transmissao de patogenos

Com relacdo a transmissdo de patdgenos, varios estudos comprovam como a saliva
auxilia nesta difusdo. Os patdégenos usam a saliva de formas diferentes, pode ser de maneira
indireta, quando a saliva injetada no local da picada inibe o sistema defensivo do hospedeiro,
favorecendo o patdgeno, ou através do uso das moléculas presentes na sua saliva de maneira
direta, como potencializadores de infectividade. Este fato ganhou o nome de transmisséo
favorecida pela saliva — SAT, é tema de diversas pesquisas atuais e &€ uma implicacdo extra

que o ambiente imunomodulado fornece ao hospedeiro (Nuttall, 2004). Apesar de ser
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comprovado que ocorre esta potencializagdo de infecgdo, as moléculas responséveis ainda ndo
foram totalmente identificadas.

O primeiro relato relacionando a saliva a transmissdo de patdgenos, foi feito para o
virus Thogoto em associacdo com o carrapato Rhipicephalus appendiculatus (JONES, L. D.;
HODGSON; NUTTALL, 1989), neste caso hd& um aumento na transmissdo no virus na
presenca da saliva. Outros relatos foram feitos, mostrando este favorecimento com relacéo aos
patdégenos: Borrelia afzelii; Borrelia burgdorferi; Theileria parva (SHAW; TILNEY;
MCKEEVER, 1993; ZEIDNER et al., 2002; SLAMOVA et al., 2011; DE TAEYE et al.,
2013).

Com relagéo ao uso das moléculas pelos patégenos em seu proprio beneficio, também
ja existem estudos, por exemplo, o agente etiologico da doenca de Lyme, Borrelia sp., que
utiliza a SALP15, presente na saliva de carrapatos vetores como escudo protetor contra 0s
anticorpos do hospedeiro, facilitando assim sua propagacdo (RAMAMOORTHI et al., 2005;
FRANCISCHETTI et al., 2009; HEINZE et al., 2012; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA,
2013).

2.4 CELULAS DENDRITICAS (CDs)

As CDs foram descritas pela primeira vez em estudos realizados por Steinman e Cohn,
em 1973, quando observavam 6rgaos linfoides secundarios de camundongos. S&o células que
capturam, processam, e apresentam antigenos, sendo consideradas as principais celulas
apresentadoras de antigenos no organismo (APCs). Por este motivo, sdo as responsaveis pela
ligacdo entre resposta inata e adquirida, participando principalmente no processo de ativacao
dos linfocitos (STEINMAN; COHN, 1973). Originam-se da medula 6ssea e migram
constantemente, se distribuindo pelo corpo todo, em um estado imaturo, podendo ser
encontradas em tecidos periféricos ndo linfoides, tais como pele, tratos gastrointestinal,
urogenital e respiratorio, e em drgédos sélidos tais como figado e coracdo (BANCHEREAU;
STEINMAN, 1998; BOLTJES; VAN WUIK, 2014; MILDNER; JUNG, 2014). Devido ao
processo migratorio, estas células vivem em constante alerta aos possiveis agentes agressores,
sejam bioldgicos, quimicos ou fisicos, e isto otimiza o seu trabalho de apresentacdo de
antigenos, que se intensifica em casos de processo inflamatorio.

As CDs sdo equipadas com receptores que reconhecem os antigenos que se aventuram
pelo organismo vigiado por elas. Estes receptores recebem o nome de ‘receptores de
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reconhecimento de padrdes’- PRRs, e reconhecem moléculas conservadas em grupos de
organismos, que sdo chamadas de PAMPs — padrGes moleculares associados a pat6genos
(MEDZHITQV, 2001). Ao ocorrer a ligacdo do receptor com o antigeno, estas células passam
por um processo de maturacdo celular, para isto sofrem transformacgdes funcionais e
fenotipicas. A producdo de citocinas € um dos primeiros sinais de que est4 ocorrendo o
processo de maturagdo, citocinas como o TNF-a, IL-6 e IL-12 d&o inicio ao processo
inflamatorio. Outro sinal importante é o aumento da expressdo de moléculas estimuladoras e
co-estimuladoras que estdo presentes na sua superficie, exemplos sdéo 0 MHC-I1, CD40, CD80
e CD86(KAPSENBERG, 2003).

Durante esta transicdo funcional, as células sofrem um processo migratério para os
orgaos linféides secundarios, onde vao encontrar os linfécitos T naive e apresentar o antigeno
processado a eles, permitindo a montagem de uma resposta imunologica direcionada e
eficiente. Esta migracdo envolve vérios fatores que permitem a interacdo destas células com o
endotélio, permitindo a migracdo através dos tecidos e 6rgdos, para isto ha producdo de
quimiocinas, expressdo de receptores especificos para as quimiocinas atrativas e
envolvimento de moléculas de adesdo (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; RANDOLPH,
G. J.; ANGELI; SWARTZ, 2005; MILDNER; JUNG, 2014).

As ceélulas dendriticas quando imaturas apresentam uma série de receptores para
guimiocinas em sua membrana, que os permitem migrar para os locais onde esta havendo o
dano, tais como CCR1, CCR2, CCR5 e CXCR1. Durante 0 processo de ativacdo destas
células, elas deixam de apresentar alguns receptores e aumentam a expressao de outros, como
é 0 caso de CCR7, que as auxiliam na migracdo para os linfonodos, onde a concentracao de
CCL-19 e CCL-21, seus ligantes, estd aumentada (SOZZANI et al., 1997; SALLUSTO et al.,
1998; SOZZANI, 2005). Neste processo de maturacdo, a célula sofre outras mudancgas, como
por exemplo, reorganizacao do citoesqueleto, capacidade de locomocao e perda de estruturas
adesivas. Quando nos tecidos linfoides, estas células ativadas interagem com os linfocitos T
ali presentes, e elas podem ativar um padrdo especifico de resposta, sendo eles representados
pelas formas Thl, Th2, Thl7, Th9, Th22 e Treg (KUSHWAH; HU, 2011; VAN DEN HAM,;
ANDEWEG; DE BOER, 2013; WIKEL, S., 2013). Por exemplo, as citocinas IL-12 e o INF-
Y, quando presentes no microambiente, podem induzir um padrdo de resposta Thl, ja a

citocina IL-4 parece ser a principal indutora de padréo Th2 e assim cada padrao tem um perfil
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de citocinas diferentes. O interessante € que um padréo inibe a producdo de citocinas do outro
padrdo. (MURAILLE; LEO, 1998).

O sucesso da ativacdo das CDs se d& quando ela consegue apresentar o antigeno e
ativar as células T presentes no linfonodo, cumprindo sua funcdo. Este passo de apresentacdo
de antigeno envolve a realizacdo da sinapse imunoldgica, que consiste basicamente de trés
passos: primeiro o sinal 1, que é a interagdo do complexo MHC-peptideo com o TCR
(receptor de célula T); o sinal 2, que é aquele dado pela ligagdo de moléculas co-
estimulatérias como CD80, CD86, CD40 e seus ligantes correspondentes nos linfocitos; e o
sinal 3, que é produzido pelo efeito de citocinas liberadas entre as células (DIEBOLD, 2008).

As células dendriticas formam uma populacdo heterogénea e séo distribuidas em
alguns subtipos de acordo com caracteristicas que apresentam, o local de origem, distribuicéo
tecidual, fendtipo de suas moléculas de superficie e funcdes especializadas (SHORTMAN et
al., 1997; LIU, Y. J., 2001; IWASAKI, 2007). Desta forma, temos as células dendriticas
convencionais, ou mieldides quando se faz referéncia a origem hematopoética destas células;
e as plasmacitotides, que teriam origem a partir da linhagem linfoide (SHORTMAN; LIU,
2002). E dependendo da localizacdo podem receber diferentes denominacgdes, por exemplo, na
pele sdo denominadas de células de Langerhans.

Conhecendo entdo sua importancia na montagem da resposta imunoldgica e no seu
poder de manipulacdo do perfil linfocitario, varios estudos buscam estudar a importancia

desta célula em diversas situacGes envolvendo ativacéo da resposta imune .

2.4.1 Imunomodulacédo de CDs por saliva de artrépodes

Devido a sua localizacdo estratégica na pele do hospedeiro, as células dendriticas
rapidamente, entram em contato com as moléculas presentes na saliva. Estas células possuem
mecanismos altamente especializados em capturar, processar e apresentar antigenos, o que as
torna um importante elo entre a resposta imune inata e a adaptativa, como falado
anteriormente (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; BOLTIJES; VAN WIUK, 2014;
BRISENO; MURPHY; MURPHY, 2014). Assim, a modulacdo destas células se torna
extremamente relevante durante o processo de hematofagia (FRANCISCHETTI et al., 2009).

Os primeiros trabalhos realizados sugeriram que h& migracdo de células de

Langerhans da pele para os linfonodos ap0s a infestacdo com carrapatos D. andersoni, e este
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fato é fundamental para que o hospedeiro desenvolva uma resposta imune especifica
(ALLEN; KHALIL; GRAHAM, 1979; NITHIUTHAI; ALLEN, 1984a 1984, NITHIUTHAI,
1985).

Alguns trabalhos foram realizados desde entdo, com o objetivo de avaliar se existe
algum tipo de envolvimento destas células com o sucesso do parasito, e estes estudos
envolvem todo o processo bioldgico da célula e a relacdo dela com diversos organismos.

O processo de diferenciacdo das CDs pode ser inibido por alguns parasitos, com o
objetivo de serem menos percebidos pelo organismo e gerar uma resposta diminuida a ponto
de ndo afetar sua alimentacdo. A diferenciacdo de CDs se mostrou inibida em estudos
realizados com saliva de carrapatos, como pode ser visto no trabalho de Cavassani, 2005
(CAVASSANI et al., 2005), onde foi visto diminuigcdo da diferenciacdo de CDs pela acéo da
saliva de Rhipicephalus sanguineus, assim como no trabalho de Oliveira et al, 2011,
(OLIVEIRA, C. J. et al., 2011) onde foi demonstrado que a PGE era responsavel por este
efeito. A saliva do carrapato Rhipicephalus appendiculatus apresenta resultados de inibicao
na diferenciacdo de CDs a partir de mondcitos (PRESTON et al., 2013). No entanto a saliva
de artrépodes nem sempre inibe a diferenciacdo de CDs, como foi mostrado por Bizzarro,
2013 em um trabalho onde foi avaliada a acdo da saliva de Aedes aegypti nestas células
(BIZZARRO et al., 2013).

A maturacdo pode ser observada na expressao de moléculas como CD40, CD80, CD86
e MHC 11, assim como por producdo de citocinas e pode ser estimulada com LPS (um ligante
de TLR-4). CDs imaturas apresentam baixa expressdo das moléculas citadas, assim como
baixa producdo de citocinas. As células apresentando este perfil sdo altamente eficientes na
captura de antigenos e assim que comeca 0 processamento do antigeno, estas células passam
por um processo de maturacdo aumentando a expressao de moléculas que auxiliam no sucesso
de sua fungdo. CDs com fendtipo CD11c* CD80 e CD86 expressos em baixos niveis, tem um
fendtipo protetor, anti- inflamatério, que induz apoptose ou anergia das células T, por
exemplo (SKALLOVA et al., 2008; OLIVEIRA, C. J. et al., 2010; CHISTIAKQV et al.,
2014). Com relacdo a expressdao das moléculas estimuadoras e co-estimuladoras, existem
trabalhos como o de Cavassani et al., 2005, Oliveira et al., 2010 e Oliveira et al., 2011, onde
CDs estimuladas com LPS apresentaram reducdo de expressdo de CD40, CD80 e CD86
quando na presenca de saliva de Rhipicephalus sanguineus. A saliva de Rhipicephalus

appendiculatus possui uma molécula de 17,7 kDa, a Japanina, que apresenta resultados de
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inibicdo de CD86 e CD83, diminuindo também o processo de maturacdo; a saliva de Ixodes
scapularis apresenta inibicdo de CD40 e Sialostatina L isolada da saliva de Ixodes scapularis
inibe a expressdo de CD80 e CD86; a saliva de Rhipicephalus microplus também altera a
expressao de CD80, CD86 e CD69 em macrofagos (CAVASSANI et al., 2005; SA-NUNES
et al., 2007; SA-NUNES et al., 2009; OLIVEIRA, C. J. et al., 2010; OLIVEIRA, C. J. et al.,
2011; PRESTON et al., 2013).

A producdo de citocinas, também € um fator representativo do processo de maturacdo
e também pode ser alterada na presenca da saliva. As citocinas pro-inflamatorias 1L-12p40,
IL-6 e TNF-a apresentam-se com sua produc¢do reduzida se comparada ao controle, e a
citocina anti-inflamatoria 1L-10 teve sua producdo significativamente aumentada em varios
trabalhos relacionados a saliva de artropodes (CAVASSANI et al., 2005; SA-NUNES et al.,
2007; CASTAGNOLLI et al., 2008; SKALLOVA et al., 2008; SA-NUNES et al., 2009;
OLIVEIRA, C. J. etal., 2010; OLIVEIRA, C. J. et al.; PRESTON et al., 2013).

O aumento da citocina IL-10 produzida por CDs pode também direcionar a ativacao
de linfocitos T reguladores (KUSHWAH; HU, 2011), e estes podem regular a ativacdo de
linfocitos naive ao inibirem a expressdo de CD80/86 por CDs (ONISHI et al., 2008;
CHISTIAKQV et al., 2014). A presenca de IL-10 aumentada contribui para manutencdo de
um ambiente anti-inflamatério, diminuindo a ativacdo de Linfécitos T e consequentemente
seu recrutamento, fato observado com ensaios utilizando saliva de Aedes aegypti
(SCHNEIDER et al., 2010). A saliva de Ixodes ricinus também aumentou a producdo de IL-
10 em esplendcitos estimulados com LPS, e inibiu a producdo de INF-y (KOPECKY;
KUTHEJLOVA; PECHOVA, 1999).

A citocina IL-6 é considerada uma importante citocina pré-inflamatéria com ativa
producdo em fase aguda, dirige a inflamacéo durante a transicdo da resposta imune inata para
adaptativa (JONES, S. A., 2005; JONES, S. A.; SCHELLER; ROSE-JOHN, 2011), porém
pode ter atividade anti-inflamatdria com tentativa de estabelecer a homeostase (SCHELLER
et al., 2011). As vias de ativacdo desta citocina sdo duas, e muito importantes no
direcionamento da resposta, se acontecer a ativacdo pela via chamada classica, a resposta
tende a ser anti-inflamatoria, enquanto que se acontecer pela via de trans-sinalizacdo, tende a
ser pro-inflamatéria (HEINRICH et al,, 2003; JONES, S. A., 2005; JONES, S. A;
SCHELLER; ROSE-JOHN, 2011; SCHELLER et al, 2011; ROSE-JOHN, 2012). As

citocinas IL-12 e TNF-a sdo citocinas responsaveis por polarizar as células em um perfil Thi,
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que seria desfavoravel ao carrapato. Uma diminuicdo na producdo destas citocinas contribui
para o desenvolvimento de um perfil Th2, favoravel ao carrapato (FERREIRA; SILVA, 1999;
MEJRI et al., 2001; SKALLOVA et al., 2008).

Alguns patégenos possuem a capacidade de alterar a expressdo de receptores
envolvidos na migragdo das CDs, visando evadir da resposta imune do hospedeiro (LIU, Y.;
SHI, 2014). A Leishmania major possui a capacidade de inibir a expressdo dos receptores de
quimiocinas CCR2 e CCR5 (STEIGERWALD; MOLL, 2005; VARANI et al., 2005). Estudos
realizados com a saliva de carrapato mostram a downregulagdo CCR5 (OLIVEIRA, C. J. et
al., 2008). A inibicdo da migracdo também foi observada in vivo por saliva de carrapatos,
onde a quantidade de CDs no local da picada foi encontrada diminuida (OLIVEIRA, C. J. et
al., 2008; HORKA et al., 2009). Além de uma diminuicdo da expressdo do receptor que
auxilia com que as CDs permanecam no tecido no estado imaturo, ha uma inibicdo da
diferenciag@o destas células em CDs, como ja relatado. Estes fatos podem ajudar a explicar
porque se encontra uma reducdo destas células no local da picada.

Apesar dos estudos envolvendo a caracterizacdo estrutural e funcional das moléculas
presentes na saliva de carrapatos estarem em crescimento exponencial, ainda existem
inimeros mecanismos ndo descobertos, assim como moléculas ainda ndo identificadas
(OLIVEIRA, C. J. et al., 2011). A importéancia de trabalhos assim, ndo somente contribuem
para esclarecimento sobre a interacdo parasito-hospedeiro, mas também visam descobrir
novas moléculas que podem ser aplicadas como importante alternativa terapéutica ou em
praticas de controle do parasito (RIBEIRO et al., 2006).

Neste contexto, o A. cajennense é potencialmente interessante, € um carrapato que
precisa de um sistema de modulacdo altamente eficiente, pois, além de necessitar controlar o
sistema de defesa de diversas espécies de animais, precisa fazer isto por um longo periodo de
tempo. Outros fatores chamam a atencdo para esta espécie, como o aparelho bucal longo,
capaz de causar um processo lesivo grande, que na falta de modulacdo seria rapidamente
percebido pelo hospedeiro; a falta de especificidade de hospedeiro, a capacidade de
infestacOes repetidas e sua importante capacidade vetorial. Todos estes fatores nos levam a
crer que este carrapato possui uma complexidade de moléculas especificas e diferenciadas,
capazes de proporcionar a sobrevivéncia deste carrapato. No entanto, estudos relacionados a
moléculas presentes na saliva desta espécie ainda sdo incipientes. Desta forma, este trabalho

busca estudar a relagdo da saliva de A. cajennense e a biologia das CDs, avaliando a
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capacidade da saliva de interferir nos processos de diferenciagdo, maturacdo e migracao
destas células, e buscando identificar algum componente responsavel pelos efeitos

encontrados.
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