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RESUMO

O cancer continua sendo uma das doengas mais preocupantes e com uma grande
aumento em sua incidéncia na atualidade. O cancer de mama apresenta grande chance de cura
quando diagnosticado precocemente, mas, na maioria dos casos, seu diagndstico tardio leva a
um tratamento muitas vezes doloroso e devastador aos pacientes acometidos por ele. Em busca
de novas alternativas para esse tratamento, que possam torna-lo mais efetivo e menos
prejudicial, a descoberta de biomoléculas provindas de plantas e animais com atividade
antitumoral tem se tornado cada vez mais frequente. Os carrapatos, que apresentam em sua
saliva diversas moléculas com diferentes propriedades, sendo estas imunomodulatorias,
anticoagulantes, anti-inflamatorias, também demonstra efeitos antitumorais frente algumas
linhagens tumorais. Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito da saliva dos carrapatos das
espécies Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma sculptum e Amblyomma parvum sobre
linhagens celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 e células de Ehrlich. Pode-se
observar que os trés diferentes tipos de saliva apresentaram citotoxicidade frente as células
tumorais, ndo demonstrando o mesmo efeito na célula ndo tumoral. Também foram observadas
alteracbes morfoldgicas na superficie das linhagens tumorais, 0 que ndo ocorreu nas células
MCF-10A. Além disso, foi constatado que as células tumorais morrem pelo processo de
apoptose e que nessas células, verificar a presenca da atividade de caspase-3/7, sugerindo a
possibilidade da ocorréncia da apoptose pela via intrinseca. Estas alteracbes ndo foram
observadas nas células MCF-10A, que se mantiveram praticamente inalteradas mesmo apds a
exposicdo aos diferentes tipos de saliva. Esses resultados sugerem que a saliva do carrapato
apresenta biomoléculas que favorecem a possibilidade do desenvolvimento de novos farmacos

para tratamento do cancer de mama.

Palavras chave: cancer, carrapato, saliva, atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer remains one of the most troubling diseases with increasing occurrence. Breast
cancer has a great chance of cure when diagnosed early, but in most cases, its late diagnosis
leads to patients a treatment often painful and devastating. The search for new alternative
treatments, that can make it more effective and less harmful, has led to several substances and
biomolecules of plants and animals with anti-tumor activity. Ticks present in their saliva
different molecules with different properties, which are immunomodulatory, anticoagulants,
anti-inflammatory, and also showed some anti-tumor effects across different tumor cell lines.
This study aimed to evaluate the effect of the saliva of ticks of the species Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma parvum and Amblyomma sculptum on cell lines of breast cancer MCF-
7, MDA-MB-231 and Ehrlich cells. It can be seen that the three different types of front saliva
showed cytotoxicity to tumor cells did not demonstrate the same effect on non tumor cell.
Morphological changes were also observed on the surface of tumor cell lines, which did not
occur in the MCF-10A cells. Furthermore, it was found that tumor cells to die by apoptosis and
that these cells, check for the presence of caspase-3 activity / 7, suggesting the possible
occurrence of apoptosis by the intrinsic pathway. These changes were not observed in MCF10A
cells, which remained broadly unchanged even after exposure to different types of saliva. These
results suggest that tick saliva is a potential source for the development of new breast cancer

drugs.

Keywords: cancer, tick, saliva, antitumoural activity.
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1. INTRODUCAO

O céancer de mama é o segundo tipo de neoplasia mais comum em mulheres e uma das
principais causas de morte. Homens também podem desenvolver cAncer de mama, porém neles
a prevaléncia é baixa, constituindo menos de 1% dos casos de cancer de mama. Se
diagnosticado em fases iniciais, 0 cancer de mama tem Otimas chances de cura, com uma
sobrevida de 5 anos em 97% dos casos. Mesmo quando o diagnéstico ndo é tdo precoce, novas
terapias tém aumentado a sobrevida de pacientes, possibilitando uma boa qualidade de vida
(INCA, 2011). Dada a importancia na saude publica, a busca por novas alternativas terapéuticas
sdo constantes. Nesse contexto, surgiu recentemente uma nova e inesperada fonte para pesquisa
de terapias para neoplasias, a partir da saliva de carrapatos.

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos que podem parasitar animais de diferentes
grupos, como mamiferos, aves, répteis, anfibios (KEIRANS et al., 2005) e até aranhas,
carrapatos, incluindo a si mesmos (LABRUNA et al., 2007). Estes ectoparasitas tém ampla
distribuicdo geografica, e podem ser encontrados em todas as regides do planeta (ANDERSON
et al., 2008).

Os carrapatos permanecem fixados aos seus hospedeiros se alimentando por muitos
dias, necessitando de um arsenal farmacoldgico diversificado e eficaz que permita a sua
sobrevivéncia e alimentacdo (STEEN et al., 2006). Para este fim os carrapatos utilizam a saliva,
uma fonte rica em moléculas bioativas. Destas, os inibidores de agregacdo plaquetaria e
coagulacdo sanguinea, compostos anti-inflamatérios e imunossupressores tém sido estudados
(FRANCISCHETTI et al., 2009).

Mais recentemente a acdo das moléculas derivadas de diversos parasitas hematdfagos,
inclusive da saliva do carrapato sobre as neoplasias vém sendo estudadas. Destaca-se a proteina
anticoagulante de nematode rNAPc2, que demonstrou promissor potencial antitumoral quando
administrada em camundongos inoculados com as células de carcinoma de colo murino CT26
(ZHAO et al., 2009).

Proteinas inibidoras que carrapatos possuem, como Ixolaris, que € uma proteina
derivada das glandulas salivares do carrapato Ixodes scapularis, ja demonstrou eficiéncia
antiangiogénica frente a linhagem celular U87-MG, um modelo primario de
glioblastoma(CARNEIRO-LOBO et al., 2009) e também em células de melanoma, um tipo de
cancer consideravelmente metastatico, através de seu potencial antiangiogénico (DE
OLIVEIRA ADA et al., 2012). Amblyomin-X, uma proteina derivada das glandulas salivares
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do carrapato Amblyomma cajennense, demonstrou reduzir a massa tumoral e alguns efeitos
metastaticos em modelos murinos de melanoma (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010), além
de induzir apoptose em células de cancer renal murino de maneira dose dependente (AKAGI et
al., 2012). Tambem foi avaliado os efeitos da saliva do carrapato Dermacentor variabilis na
migracdo, invasdo e atividades sinalizadoras de células de osteosarcoma, Saos-2, e células
tumorais de mama, MDA-MB-231, e pode-se concluir que os constituintes da saliva desse
carrapato sdo capazes de modular a atividade migratoria e invasiva de células do hospedeiro,
inclusive das células tumorais testadas (POOLE et al., 2013).

Considerando a gravidade do cancer e sua elevada prevaléncia, a possibilidade de
obtencdo de moléculas a partir de extratos de plantas e secre¢des de animais como ferramentas
potenciais para combater seus varios tipos € um objeto importante na pesquisa em saude
(SHAFI et al., 2009). Neste trabalho foram identificados os efeitos da saliva bruta de 03

espécies de carrapatos sobre linhagens celulares tumorais de cancer de mama.

1.1. Linhagens celulares tumorais de cancer de mama

Para execucdo do presente trabalho, foram definidas trés linhagens celulares
caracteristicas de pesquisas em cancer de mama, sendo elas MCF-7, MDA-MB-231 e células
de Ehrlich; e uma linhagem de célula mamaria ndo tumoral, MCF-10A.

A MCF-7 é uma linhagem celular de cancer de mama, que foi isolada na década de
1970, extraidas de uma mulher de 69 anos de idade que faleceu neste mesmo ano, acometida
pela doengca. MCF-7 ¢ a sigla de Michigan Cancer Foundation-7, referindo-se ao instituto em
Detroit no qual essa linhagem celular foi estabelecida em 1973 por Hebert Soule e
colaboradores (SOULE et al., 1973). Dentre as principais caracteristicas das células MCF-7,
pode-se citar: seu tumor primario caracteriza-se por ser um carcinoma ductal invasivo de mama;
as células se originam por efusdo pleural; existe a presenca de receptores de estrogénio e
progesterona e resposta proliferativa a estrogénio; fenotipo tipo epitélio luminal. Esta linhagem
de células apresentam vaérias caracteristicas do epitélio mamario diferenciados, incluindo a
capacidade de processar estradiol via receptores de estrogénio citoplasmaticos e a capacidade
de formar cupulas (LACROIX et al., 2004).

A linhagem celular MDA-MB-231 é uma linhagem celular de cancer de mama humano
metastatico originalmente isolada no inicio de 1970. Estas células possuem morfologia epitelial

semelhantes e apresentam propriedades invasivas quando cultivadas in vitro e quando
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transplantadas em camundongos. A linhagem celular MDA-MB-231 é largamente utilizado
como um modelo para o receptor negativo de estrogénio do cancer da mama, com aplicacfes
em estudos de tumorgenicidade, metastase e invasdo celular (CAILLEAU et al., 1974).

O tumor de Ehrlich foi introduzido por Ehrlich em 1886 e descrito em 1906 como um
carcinoma mamario de camundongos fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido
experimentalmente sob a forma solida, sendo transplantado em animais da mesma espécie.
Somente em 1932, com Loewenthal & Jahn, é que surgiu a forma ascitica, ou seja, aquela
desenvolvida no peritdnio de animais inoculados com células tumorais. A inducao experimental
dessa neoplasia em camundongos é feita por intermédio do transplante das células tumorais
retiradas de um animal j& com a neoplasia desenvolvida. Assim, sdo retirados cerca de 0,3mL
(para a inducdo da forma ascitica) a 0,5mL (para inducdo da forma sdélida) de liquido ascitico
de camundongos Swiss e inoculados diretamente no camundongo receptor. Essa inoculagao
podera ser feita diretamente no periténio do receptor — levando ao desenvolvimento da forma
ascitica— ou diretamente no subcutaneo ou no coxim plantar — ambas as localizagdes levando
a formacao do tumor sélido. Devido as suas caracteristicas didaticas e de facilidade de manuseio
experimental, o tumor de Ehrlich tem sido extensamente aplicado para a chamada Oncologia
Experimental, um ramo da Oncologia Comparada dedicado ao desenvolvimento dos chamados
tumores transplantdveis ou transmissiveis. (DAWE, 1982).

J& a linhagem celular MCF-10A é uma linhagem imortalizada espontaneamente, mas
ndo transformada, de células epiteliais mamarias humanas, derivadas do tecido mamario de uma
mulher com 36 anos de idade, com mudancas fibrocisticas. Estas células apresentam numerosas
caracteristicas de epitélio mamario normal, incluindo a auséncia de tumorgenicidade em
camundongos e a dependéncia de fatores de crescimento e hormonais para proliferacdo e
sobrevivéncia (SOULE et al., 1990).

1.2. Carrapatos

Os carrapatos sdo ectoparasitos importantes para a Saude Publica e animal por
transmitirem agentes infecciosos e causarem injurias a seus hospedeiros durante a hematofagia.
Muitas espécies estdo associadas a hospedeiros especificos e aos seus habitats, nédo
representando perigo para a industria animal ou para a saide humana (BARROS-BATTESTI
et al., 2006). Alem disso, existem mais de 800 espécies de carrapatos em todo o mundo; 64

destas espécies se encontram no Brasil, apresentando-se nas mais diversas condicGes
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ambientais, bem como alimentam-se em varios hospedeiros de espécies diferentes, dai a
quantidade e diversidade de moléculas bioativas presentes na saliva das diversas espécies de

carrapatos pode variar consideravelmente. (MARTINS et al., 2014).
1.2.1. Amblyomma sculptum (Complexo Amblyomma cajennense)

Recentemente a espécie Amblyomma cajennense passou por uma reavaliacdo
taxébnomica, com base em analises morfoldgicas de carrapatos de toda a area de distribui¢do da
Argentina ao Sul do México (BEATI et al.,2013; NAVA et al., 2014). Esta reavaliacéo resultou
na descri¢do do complexo Amblyomma cajennense, constituido pelo Amblyomma cajennense s.
s., validacdo de duas espécies reduzidas a sinonimias no passado (Amblyomma mixtum e
Amblyomma sculptum) e descricdo de trés novas espécies (Amblyomma tonelliae n. sp.,
Amblyomma interandinum n. sp. e Amblyomma patinoi n. sp.) (NAVA et al., 2014). A espécie
Amblyomma sculptum esta distribuida das areas imidas do norte da Argentina, para as regites
contiguas da Bolivia e do Paraguai e os estados das regifes costeiras e Centro Oeste do Brasil
(NAVA et al., 2014). Assim sendo, relatos anteriores com Amblyomma cajennense nestas
regides do Brasil, devem ser considerados como referentes ao A. sculptum (RAMOS et al.,
2014).

As populagdes de A. sculptum sdo as espécies de carrapatos mais prevalentes tanto no
ambiente quanto nos animais dentro do Bioma Cerrado (SZABO et al.,2007; VERONEZ et al.,
2010). Diversos mamiferos podem servir como hospedeiros para os diferentes estagios (larvas,
ninfas e adultos) desta espécie, de animais silvestres a domésticos, incluindo o homem, sendo
o principal transmissor da febre maculosa no Brasil (RAMOS et al., 2014; LABRUNA, 2009).

1.2.2. Amblyomma parvum

A espécie Neotropical Amblyomma parvum € um carrapato que ocorre desde a regido
sudeste do México até a regido norte da Argentina (LABRUNA et al., 2005), que parasita
animais domeésticos, silvestres e eventualmente, o homem (NAVA et al., 2006) e é um vetor
potencial de Ehrlichia chaffensis e de algumas espécies de patogenicidade desconhecida de
Rickettsia (PACHECO et al., 2013). No Brasil, ocorre principalmente dentro do Bioma Cerrado
(GERARDI et al., 2013), e alguns de seus constituintes salivares proteicos foram estudados
visando controle desses ectoparasitos e das doencas transmitidas pelos mesmos (GARCIA et
al., 2014). Assim como o A. sculptum, é capaz de parasitar diversas espécies de hospedeiros
(GERARDI et al., 2013).
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1.2.3. Rhipicephalus sanguineus

Conhecido como o0 “carrapato marrom do cdo”, o Rhipicephalus sanguineus é a espécie
de carrapato mais amplamente distribuida no mundo (PEGRAM et al., 1987) e tem sido
associado a véarias doencas, como por exemplo a erliquiose e a babesiose (CUPP, 1991), que
sdo essencialmente caninas, mas podem esporadicamente ocorrer em outros mamiferos,
incluindo 0 homem (FERREIRA e SILVA, 1998). Alguns estudos com a saliva dessa espécie
foram realizados, analisando a resposta imune do hospedeiro (FERREIRA e SILVA, 1998), o
papel na veiculagdo de patégenos (MILHANO et al., 2015) e a descricdo das principais
moléculas presentes em sua saliva, com fungbes diversas, como imunomodulacdo,

vasodilatacdo e inibicdo da agregacao plaquetaria (OLIVEIRA et al., 2011).

1.3. A utilizacdo da saliva de carrapato em pesquisas

A incidéncia de doengas transmitidas por carrapatos aumentou significativamente ao
longo dos Gltimos anos (STEERE et al., 2004; DUMLER et al., 2005), resultando hum aumento
acentuado na pesquisa das interacdes parasito-hospedeiro. Como resultado, o conhecimento das
moléculas presentes na saliva do carrapato e suas funcdes tem expandido de forma gradual
(BROSSARD e WIKEL, 2004; VALENZUELA, 2004).

Carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos obrigatorios presentes em todo o mundo.
Durante sua alimentacdo, eles se mantem fixos em seu hospedeiro por varios dias, introduzindo
saliva em sua pele. Assim como a saliva de outros animais hematéfagos, como mosquitos,
moscas, algumas espécies de nematddeos, dentre outros, a saliva do carrapato contém diversas
moléculas fisiologicamente ativas que sdo cruciais para manutencao da fixacdo do carrapato no
hospedeiro ou para a transmissdo de patogenos (RAMAMOORTHI et al.,2005), que interagem
com processos do hospedeiro, incluindo coagulagdo e fibrindlise, imunidade e inflamacgdo e
angiogénese (FUKUMOTO et al.,2006; MARITZ-OLIVIER et al., 2007). Apesar da pesquisa
crescente, a atividade farmacoldgica de poucas moléculas da saliva de carrapatos foi elucidada.
Em Kazimirova et al. (2013), foram revisadas as descrigdes de diversas substancias com grande
importancia na pesquisa, como por exemplo, as substancias tHRF da saliva do carrapato Ixodes
scapularis e IRS-2 da saliva do Ixodes ricinus, vasodilatadores que podem agir modulando a
permeabilidade vascular (DAI et al., 2010; CHMELAR et al., 2011). Inibidores de agregacao
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plaquetéria e da cascata de coagulacdo também foram descritos, além de substancias ligadas
diretamente & resposta imune do hospedeiro (KAZIMIROVA e STIBRANIOVA, 2013).

Uma andlise protebmica da saliva do carrapato Rhipicephalus microplus comprovou a
existéncias de varias moléculas bioativas que inibem a defesa do hospedeiro contra a atividade
de alimentacdo do parasita, lipocalinas, peptidases, peptideos antimicrobianos dentre outras
(TIRLONI et al., 2014).

Portanto, existem potencialmente muitas dessas moléculas com efeitos variados por
descobrir no amplo espectro de carrapatos, 64 espécies no Brasil (MARTINS et al., 2014) e nas
quase 900 espécies no mundo (NAVA et al., 2009). Estas potenciais variagdes na saliva se
devem &s variadas condi¢des ecoldgicas e de especificidade por hospedeiros das diversas
espeécies de carrapato (SONENSHINE et al., 2002). Pelos motivos expostos carrapatos podem
ser considerados uma fonte importante de moléculas com propriedades terapéuticas, ja que as
moléculas usadas por esses ectoparasitos para evadir as respostas imune e homeostatica

possuem alta eficiéncia, e baixa imunogenicidade para 0 homem e para 0s animais domeésticos.

1.4. A saliva de carrapato e o cancer

A saliva do carrapato é produzida por uma par de glandulas salivares altamente
desenvolvidas e é tdo eficaz no controle dos mecanismos de resposta do hospedeiro que 0s
carrapatos sdo considerados “farmacologistas” (RIBEIRO, 1995). Alguns componentes da
saliva do carrapato tem propriedades com um maior potencial antitumoral, tendo sido
identificados e caracterizados. Por exemplo, a proteina Amblyomin X, extraida da saliva do
carrapato da espécie Amblyomma sculptum (complexo Amblyomma cajennense) € um
importante candidato para a terapia antitumoral, pois exerce efeitos citotéxicos em diversos
tipos de células tumorais, incluindo o tumor de pancreas e melanoma (SIMONS et al., 2011).
Além disso, a Amblyomin X induz uma regressao da massa tumoral e reducdo no nimero de
eventos metastaticos em uma linhagem de melanoma murino (B16F10), possivelmente por
segmentacdo do sistema ubiquitina-proteassoma, agindo em celulas tumorais que induzem a
morte celular apoptética (CHUDZINSK-TAVASSI et al., 2010). Akagi et al. (2012) testaram
o efeito biologico da Amblyomin X, na indugdo de morte celular pelo processo de apoptose in
vitro em carcinoma de células renais (células Renca), sendo que comprovaram que Amblyomin

X induz apoptose em células Renca de maneira dose-dependente (AKAGI et al., 2012).
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A proliferacdo celular, migracdo e invasdo, uma caracteristica de Vvérias reacoes
celulares, ocorrendo também em células neoplésicas, sdo inibidos pela saliva de varias espécies
de carrapato (CARVALHO-COSTA et al., 2015). O trabalho de Poole et al. (2013) apresenta
resultados promissores da utilizacdo da saliva em diferentes tipos de tumores, como citado
anteriormente. Essa saliva também afeta a angiogénese, outra caracteristica essencial do
crescimento neoplésico. De acordo com Francischetti et al. (2010), a saliva pode atenuar a
angiogénese por pelo menos dois mecanismos, como 0 bloqueio de integrina de células
endoteliais e interferéncia de fungdes celulares referentes a cicatrizacdo (FRANCISCHETTI et
al., 2010). Islam et al. (2012) apresentou a Haemangina, substancia derivada do carrapato
Haemaphisalis longicornis, que interrompe a angiogénese pela inibicdo da proliferacdo de
células endoteliais e inducdo de apoptose (ISLAM et al., 2012). Além disso, dados recentes
demonstraram que a saliva e seus componentes isolados tem significante atividade citotdxica
seletiva em células tumorais (revisto por SOUSA et al., 2015).

Finalmente, a descoberta de moléculas com propriedades terapéuticas e antitumorais é
extremamente importante tanto para os seres humanos, quanto para ao animais, domeésticos e
silvestres, visto de todos séo afetados por varios tipos de tumores, e a busca de um tratamento

menos prejudicial e mais eficaz torna-se essencial para a manutencdo da qualidade de vida.



18

2. JUSTIFICATIVA

Diante da necessidade de terapias mais eficazes para tratamento das doencas que mais
prejudicam a qualidade de vida da populacdo, o cancer em especial, torna-se necessaria a
pesquisa de novos farmacos.

Neste trabalho, considerando a capacidade moduladora sobre as atividades celulares dos
hospedeiros, avaliou-se o efeito da saliva dos carrapatos das espécies, Amblyomma sculptum,
Amblyomma parvum e Rhipicephalus sanguineus sobre linhagens celulares tumorais de mama,
no intuito de obter resultados favoraveis a utilizagdo das substancias presentes na saliva para
que, futuramente, seja possivel o desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos anti-

tumorais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da saliva dos carrapatos das espécies Rhipicephalus sanguineus,
Amblyomma sculptum e Amblyomma parvum sobre linhagens celulares de cancer de mama
MCF-7, MDA-MB-231 e células de Ehrlich.

3.2. Objetivos Especificos

1. Aperfeicoar a técnica de coleta da saliva dos carrapatos, priorizando a preservacao da
mesma de forma a minimizar sua contaminagao por agentes externos;

2. Avaliar e comparar possiveis efeitos citotoxicos das salivas das 03 espécies de
carrapatos sobre as linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 e
células de Ehrlich);

3. Verificar os aspectos morfolégicos das células apés o tratamento com a saliva;

4. Investigar a ocorréncia de apoptose e necrose nas linhagens de células tumorais ap6s o
tratamento com a saliva;

5. Analisar a via pela qual ocorre o processo de morte celular, através da analise da
presenca da atividade da caspase-3/7 nas células tumorais tratadas com a saliva dos

carrapatos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Linhagens celulares tumorais

Foram utilizadas as seguintes linhagens tumorais caracteristicas do cancer de mama:
humanos - MCF-7, MDA-MB-231; e camundongos — células de Ehrlich, além das linhagem
celular MCF-10A, uma linhagem de células mamérias ndo transformadas, utilizadas como
controle. A célula MCF-7 foi cultivada em meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MI)
enriquecido com soro fetal bovino inativado a uma concentracdo de 10% e mantidas em uma
estufa de CO2 a 37°C com 5% CO2. A célula MDA-MB-231 foi cultivada da mesma maneira
que as anteriores; no entanto, foram mantidas em uma estufa a 37°C sem CO, de acordo com
as recomendacgbes da ATCC (American Type Culture Collection). As células de Ehrlich foram
subcultivadas na regido peritoneal de camundongos BALB/c e coletadas a partir do liquido
ascitico gerado, sendo prontamente utilizadas nos experimentos. A célula MDF-10A foi
cultivada em meio DMEM (Sigma, St. Louis, MI) enriquecido com soro fetal bovino a uma
concentracdo final de 5%, insulina humana a uma concentracao final de 10 ug/mL, fator de
crescimento epidermal a uma concentragdo final de 10 ng/mL e mantidas em uma estufa de

CO2 a 37°C com 5% de CO3, de acordo com as recomendagdes da ATCC.

4.2. Carrapatos

As colbnias de carrapatos Amblyomma sculptum, Amblyomma parvum e Rhipicephalus
sanguineus foram criadas e mantidas no Laboratorio de Ixodologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria, na Universidade Federal de Uberlandia (LABIX-UFU). As infestaces foram
realizadas dentro de camaras de alimentacdo, de material plastico, fixadas com uma cola no
dorso tricotomizado de coelhos brancos New Zealand saudaveis. Para tanto, cilindros de
plastico transparente foram colados a uma peca de borracha cortada em formato de disco
contendo uma janela central com diametro equivalente ao do cilindro utilizado. Sob o disco de
borracha foi colado um tecido de algoddo de dimensdo e formato iguais ao do disco, com o
objetivo de tornar a superficie do disco adequada para a fixacdo na pele. A cdmara de
alimentacdo entdo foi fechada com uma tampa perfurada, apos colocacdo dos carrapatos na
referida camara (Fig.1). Os coelhos séo utilizados para alimentacdo dos carrapatos tanto para
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coleta de saliva, quanto para perpetuacdo das col6nias das espécies citadas, sendo estas
mantidas em uma estufa incubadora umidificada, a uma temperatura de 29°C.

Fig.1. Coelho utilizado para manutencéo das col6nias e alimentacéo dos carrapatos. No detalhe a direita,
uma cdmara de alimentacéo com fémeas de R. sanguineus ingurgitadas.

4.3. Coleta de saliva dos carrapatos

Para a coleta de saliva foram realizadas infestacGes com 05 camaras de alimentacdo em
cada coelho (coelho branco New Zealand), onde foram liberados, em média, 25 fémeas e 10
machos de carrapatos em cada camara. Foram infestados coelhos diferentes para cada espécie
de carrapato. Apos cerca de 07 a 10 dias, dependendo da espécie, as fémeas dos carrapatos semi
ingurgitadas e ingurgitadas foram recolhidas, limpas com PBS 10% em temperatura ambiente
(25°C), e foi inoculado subcuticularmente na hemocele cerca de 10 a 20 uL de solucdo de
Dopamina a 0,2%, com auxilio de uma agulha 12,5 x 0,33 mm. Os carrapatos foram entdo
fixados em uma fita crepe, previamente disposta em uma superficie plana, rigida e limpa com
alcool a 70%. A coleta da secrecdo salivar foi realizada com uma pipeta automatica, sendo a
saliva armazenada em eppendorfs de 2,0 mL mantidos em banho de gelo. Em seguida, foram
filtradas em filtros com poros de 22 um e armazenadas a -80°C até o uso (Fig. 2). A
concentracdo de proteinas foi quantificada através do método de Bradford. As coletas foram
realizadas durante os 02 anos da pesquisa.



22

Fig.2. Método de coleta de saliva de
carrapato. A. administracdo de
Dopamina na hemocele de fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus; B. Coleta
de saliva de fémeas ingurgitadas de A.
scultptum com pipetas automaticas; C.
Fémeas ingurgitadas de A. parvum, com
a presenca de goticulas de saliva em seu
hipostomio; D. Armazenamento de
saliva ap6s coleta em eppendorfs
acondicionados em “camas” de gelo,
para conservagdo das propriedades da
saliva até armazenamento final em
freezer -80°C.

4.4. Avaliacgdo das alteracdes morfoldgicas

As alteracbes morfoldgicas e danos celulares foram qualitativamente investigados
utilizando um microscépio digital invertido e fase de contraste (EVOSfl-AMG, Seatle, EUA).
Para este proposito, as linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10A foram
cultivadas em uma placa de 48 pocos, com uma quantidade total de 1x10° células/pogo, sendo
tratadas ou ndo com saliva pura em uma quantidade de 100 uL ou 35 pg/mL (quantidade essa
definida apos realizacdo de outros experimentos e sendo padronizada por provocar alteraces
celulares), sendo incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas.
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4.5. Ensaio de citotoxicidade - MTT

O ensaio com MTT é um ensaio colorimétrico para avaliar a viabilidade celular. Neste
estudo, foram utilizadas placas de 96 pogos com um ndmero de 2x10° células/poco. Foram
entdo colocados 150 pL de células das 04 linhagens celulares utilizadas, em placas diferentes,
enriquecidas com meio RPMI, e 50 pL de saliva pura em cada pogo (35 pg/mL), sendo
dispostos em triplicatas. As placas foram entdo mantidas em uma estufa de CO2 a 5% com uma
temperatura de 37°C durante 24 horas. Apés esse tempo, o0 meio foi removido dos pogos, sendo
adicionado 190 pL de RPMI e 10 pL de MTT (5mg/mL) em cada pogo e as placas foram
envolvidas com papel laminado, de forma a n&o ficarem expostas a luminosidade, e
acondicionadas novamente na estufa sob as mesmas condicGes anteriormente descritas, por um
periodo de 4 horas. Decorrido o tempo, 0 meio foi removido novamente, acrescentando 100 pL
de solucdo detergente (Dodecil Sulfato de S6dio) SDS/50%DDF (Dimetil Formamida) para
dissolucdo dos cristais formados pelo MTT. Apo6s, as placas foram lidas em um

espectrofotbmetro, com uma absorbancia de 540 nm.

4.6. Avaliacdo de Apoptose e Necrose

Para verificacdo da ocorréncia dos eventos de apoptose e necrose nas células tumorais,
apos exposicdo aos diferentes tipos de saliva de carrapatos utilizadas na pesquisa, foi utilizado
o kit FITC Annexin VV/ 7TAAD Apoptosis Detection (BD Pharmigen™, San Jose, California,
EUA). Ap6s incubacgdo de 1x10° células/ poco em placas de 48 pogcos com 100 L de
saliva/po¢o (35 pg/mL), durante 24 horas, as células tumorais foram descoladas da placa,
retirando-se 0 meio e adicionando 50 uL de Tripsina, encubando a placa por 20 minutos em
uma estufa de CO2 a 37°C. Foram entdo lavadas duas vezes com PBS frio e, em seguida,
ressuspendidas em um tamp&o de ligagdo em uma concentracio de 1x10° células/ mL. Depois,
100 pL da solugéo foram transferidos para um tubo de cultura de 5mL, adicionando-se 5 uL de
FITC Annexin V e 5 uL de 7AAD. As células foram suavemente agitadas e incubadas durante
15 minutos a temperatura ambiente (25°C) no escuro. Depois, foram adicionados 400 pL de
tampdo de ligacdo de 1x em cada tubo. A analise foi realizada por citometria de fluxo, no

intervalo de tempo de 01 hora.
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4.7. Andlise da via de ocorréncia de apoptose pela presenca de Caspase-3/7

Foi utilizado o kit Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega Corporation - Madison, WI,
USA), é um ensaio homogéneo, luminescente que mede a atividade de caspase-3 e -7. Foi
removido das placas de 96 pogos um contetido de 10° células tumorais, previamente tratadas e
incubadas com diferentes tipos de saliva de carrapato pura durante 24 horas, até que as placas
atingissem o equilibrio a temperatura ambiente. Foi adicionado 100 pL do reagente Caspase-
Glo® 3/7 Assay para cada pogo, em uma placa de 96 pogos de paredes e fundo brancos,
contendo 100 pL de branco, células de controle negativo ou de células tratadas em meio de
cultura RPMI. A placa foi coberta com uma tampa e o conteldo dos pogos foi misturado
suavemente, utilizando um agitador de placas em 300-500 rpm durante 30 segundos e incubado
a temperatura ambiente durante 2 horas. A luminescéncia foi mensurada utilizando-se o

lumindmetro de placas GloMax® 96 (Promega Corporation - Madison, W1, USA).

4.8. Aspectos éticos do estudo

Todos os experimentos com animais foram realizados em conformidade com os
protocolos aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade
Federal de Uberlandia (CEUA-UFU), sob o nimero 033/14.

4.9. Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia das diferencas entre 0s
tratamentos dos diferentes tipos de saliva de carrapato e células tumorais foi determinada pelos
métodos One way ANOVA, utilizando pds-teste de Tukey e Bonferroni no GraphPad Prism
versdo 6.01 (©GraphPad Software Inc, 2007). Os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Coleta da saliva dos carrapatos

Os resultados das coletas de saliva estdo apresentados na Tabela 1 e Figura 3. Para
andlise foram consideradas as médias de 05 coletas de saliva de cada espécie por periodo do
dia, totalizando 45 coletas e um total de 20 fémeas por coleta. Foram observadas diferengas na

coleta conforme a espécie e horario de coleta.

ESPECIE MANHA (07:00-11:00) | TARDE (13:00-17:00) NOITE (19:00-21:00)
Amblyoma sculptum 1250 pL 650 UL 950 pL
Amblyomma parvum 550 pL 215 uL 250 pL
Rhipicephalus 345 UL 180 puL 300 pL
sanguineus

Tabela 1: Relagdo entre espécies de carrapatos utilizados nas coletas; periodos do dia nos quais as coletas foram
realizadas e quantidade de saliva coletada (£SD).
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Fig.3. Gréfico representando as diferencas estatisticas entre as coletas de saliva de diferentes espécies de
carrapato em diferentes periodos do dia. A diferenca média entre as espécies foi calculada considerando o
desvio padrao entre as coletas por espécie e por periodo do dia, tendo os valores considerados significativos,
com valor de P < 0,01 (**).
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Conforme pode-se observar na Figura 3, existe uma diferenca significativa na
quantidade de saliva coletada por espécie e por periodo do dia. O carrapato Amblyomma
sculptum apresentou a maior quantidade de secrecéo salivar por coleta, independentemente do
horéario da coleta e 0 Amblyomma parvum produziu mais saliva que o R. sanguineus, mas apenas
no periodo da manha. Ficou também evidente nas 03 espécies de carrapato uma maior producdo
de saliva no periodo da manh&, com uma queda no periodo da tarde e um novo aumento no

periodo noturno.

5.2. Citotoxicidade da saliva dos carrapatos frente as linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-
231, Ehrlich e MCF-10A

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado um ensaio colorimétrico com MTT. Este
ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato em estudo no metabolismo
celular de glicideos usualmente através da avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, €
quantificada pela redugcdo do MTT (um sal de coloragdo amarela e soltvel em &gua) a formazan
(sal de coloragdo arroxeada e insoltvel em agua) pela atividade daquelas enzimas. Dessa forma,
a reducdo do MTT a formazan, serd diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a
viabilidade celular. A leitura da placa foi realizada em um espectrofotdbmetro, com um
comprimento de onda de 540 nm.

As diferentes linhagens celulares tumorais MCF-7, MDA-MB-231, Ehrlich, e a
linhagem de células mamarias ndo transformadas MCF-10A, foram tratadas com uma
quantidade de 50 pL de saliva pura por pogo (35 pg/mL), quantidade essa definida apos
realizacdo de outros ensaios com concentracdes diferentes, sendo que esta utilizada foi aquela
gue demonstrou ser citotdxica as células utilizadas na pesquisa. O tempo de exposi¢do das
células tumorais a saliva foi de 24 horas, haja visto que em testes com tempo superior ao citado
(até 48 horas) mantiveram 0s mesmos niveis de citotoxicidade visualizados no tempo de 24
horas, sem aumento ou diminui¢do; e em tempos inferiores (até 12 horas), ndo houve
citotoxicidade consideravel. Foi utilizada a mesma quantidade de saliva de todas as espécies de
carrapato e mesmo tempo para analise para todas as linhagens celulares utilizadas na pesquisa.
A quantidade de células utilizadas foi de 1x10° células por poco, independente da linhagem
celular analisada. Os experimentos foram realizados em triplicata, com um ndmero minimo de
05 experimentos independentes, realizados para cada linhagem celular e cada tipo de saliva.

Também foi realizado um teste comparativo entre os trés tipos de saliva e a dopamina 0,2%,
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substancia utilizada para estimular a secrecdo salivar dos carrapatos, visando eliminar quaisquer
hipGtese de que a mesma poderia interferir ou influenciar a ocorréncia de citotoxicidade nas
células tumorais tratadas com a saliva. O coeficiente de variagcdo entre os experimentos ficou

em torno de 6,15% para todos os testes e um valor de P < 0,05 foi considerado significante para

os resultados apresentados.
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Linhagens celulares e respectivos tratamentos com a saliva dos carrapatos

Fig.4. Ensaio de citotoxicidade utilizando os diferentes tipos de saliva de carrapato com as diferentes
linhagens celulares tumorais. Em A. linhagem MCF-7; B. MDA-MB-231; C. Ehrlich; D. MCF-10A; e E.
Comparacdo de todos os testes de MTT com a Dopamina. Houve citotoxicidade significativa quando
comparadas aos controles, mas ndo houve diferenca de citotoxicidade entre as salivas no mesmo tipo de célula.
Ja na linhagem MCF-10A nédo apresentou citotoxicidade, demonstrando que a saliva ndo causou danos as
células ndo transformadas. A Dopamina ndo apresentou citotoxicidade em nenhum tipo de celula tumoral,
sendo demonstrado no grafico a média geral de viabilidade apresentada em todos os experimentos com todas
as linhagens celulares e tipos de saliva (*P < 0,05).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se notar que a saliva é citotoxica para todas
as linhagens celulares em niveis semelhantes, sendo que a média da porcentagem de viabilidade
varia de 20 a 40% entre as salivas das diferentes espécies. A saliva da espécie A. sculptum
demonstrou ser mais citotdxica para a linhagem MCF-7, demonstrando uma média de
viabilidade em torno de 30,36% (considerando +SD 1,079) (Fig. 4 A), quando comparada a
linhagem do tumor ascitico de Ehrlich (36,5% £SD 1,174) (Fig. 4 C), e a linhagem MDA-MB-
231 (41,87% +SD 0,7292), sendo essa mais resistente a saliva do carrapato da espécie
supracitada (Fig. 4 B); no entanto, quando realizado tratamento na linhagem MCF-10A, foi
verificada uma média de viabilidade foi de 83,3% (£SD 1,109), demonstrando que a saliva ndo
apresentou citotoxicidade diante dessa linhagem celular (Fig. 4 D).

A saliva do carrapato da espécie A. parvum apresentou citotoxicidades semelhantes para
todos os tipos celulares utilizados na pesquisa, sendo que os valores médios da viabilidade entre
os tipos celulares foram de: 24,01% para a linhagem MCF-7 (Fig. 4 A); 30,03% para a linhagem
MDA-MB-231 (Fig. 4 B); 29,40% para a linhagem de Ehrlich (Fig. 4 C); e, demonstrou leve
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citotoxicidade para a linhagem MCF-10A, apresentando um valor médio de viabilidade de
73,33% (Fig. 4 D).

As celulas tratadas com a saliva do carrapato da espécie R. sanguineus também
apresentaram comportamento semelhante as anteriormente citadas, com os seguintes valores
médios de viabilidade: 35,68% na linhagem MCF-7 (Fig. 4 A); 31,51% para a linhagem MDA-
MB-231 (Fig. 4 B); 31,99% para a linhagem do tumor de Ehrlich (Fig. 4 C); e, novamente,
apresentou leve citotoxicidade para a linhagem MCF-10A, com média de viabilidade de 77%
(Fig. 4 D).

Pode-se observar que a linhagem celular MDA-MB-231 apresentou maior viabilidade
dentre as linhagens tumorais testadas, possivelmente por ser uma linhagem mais agressiva e
resistente que as demais, sendo necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese. Além
disso, nenhum dos tipos de saliva dos carrapatos utilizados nesta pesquisa foi citotoxico, de
acordo com o ensaio de MTT realizado, para a linhagem celular n&o transformada MCF-10A,
sugerindo que a saliva de carrapato pode apresentar propriedades e componentes que
reconhecam e causem danos apenas em tipos celulares tumorais. No entanto mais pesquisas
devem ser realizadas no intuito de aprimorar essas questdes e isolar as substancias responsaveis
por esses efeitos.

Todas as células foram tratadas com Dopamina 0,2% em ensaios de viabilidade para
excluir a possibilidade de o efeito de citotoxicidade observado nas células tumorais tratadas
com saliva serem causados por esta substancia, utilizados na estimulacdo da secrecdo salivar
dos carrapatos durante a coleta de saliva. De acordo com os resultados obtidos (Fig. 4. E), a
porcentagem de viabilidade das células tratadas com Dopamina 0,2% foi de 94%, em média,
em todas as linhagens celulares testadas, tanto as tumorais quanto a linhagem néo transformada,

comprovando que a Dopamina ndo exerce efeito no tratamento com a saliva de carrapato.

5.3. Avaliacao de alteracdes morfoldgicas

A avaliacdo das alteracbes morfoldgicas foi realizada por meio da observagdo das
caracteristicas celulares quando em condi¢Ges normais e ideais de cultura e crescimento
comparadas as células tratadas com os diferentes tipos de saliva dos carrapatos. Ao finalizar o
tratamento, as placas foram retiradas da estufa e fotografadas apds 24 horas de incubagdo com
a saliva de carrapato ou PBS (controle), sendo verificadas modificacGes estruturais em sua

superficie e disposi¢do nos pocos, de modo geral.
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MCF-10A

Saliva A, sculptum Controle

Saliva A, parvum

Saliva R. sanguineus

Fig. 5. Imagens das alteragdes morfoldgicas das linhagens celulares tumorais e ndo transformadas
expostas as salivas das diferentes espécies de carrapatos.

Como pode ser observado na Figura 5, grandes alteracBes morfoldgicas foram
observadas, dentre elas o arredondamento das células, alteracdes na conformacao da superficie
celular, anormalidade no tamanho e disposicao das células, diminuicdo do nimero de células.
Analisando as imagens de uma forma qualitativa, a linhagem celular que sofreu grandes
alteracbes foi a MCF-7, quando comparado as imagens da MDA-MB-231 e MCF-10A. A
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linhagem MDA-MB-231 também apresentou varias anormalidades, principalmente quanto ao
formato da celula, se tornando arredondada, e diminui¢do no nimero. Ja as células da linhagem
MCF-10A ndo apresentaram alteracbes morfologicas significativas, confirmando e
fortalecendo o conceito de que a saliva das espécies dos carrapatos apresentados nesse
experimento apresentam atividade antitumoral apenas em células de linhagens tumorais e ndo

causa danos aparentes em células ndo transformadas.

5.4. Avaliacdo da Apoptose e Necrose

De um modo geral, a apoptose ou “morte celular programada” pode ser descrita como
um tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental; como por exemplo: na
organogénese e hemotopoiese normal e patoldgica, na reposicdo fisioldgica de certos tecidos
maduros, na atrofia dos 6rgédos, na resposta inflamatoria e na eliminacao de células apds dano
celular por agentes genotoxicos (GRIVICICH et al., 2007). A necrose é um tipo de morte na
qual as células sofrem uma injaria que resulta em diversas alteragdes nas estruturas e organelas
celulares, causando a liberacdo do contetdo celular e, consequente dano as células vizinhas e
uma reacdo inflamatdria no local (GRIVICICH et al., 2007).

Nesta pesquisa, apos avaliar os efeitos citotdxicos e as alteracdes morfologicas causados
as linhagens celulares tumorais pela saliva das diferentes espécies de carrapatos, procuramos
identificar por qual mecanismo tais células morriam, através do kit FITC Annexin VV/ 7AAD
Apoptosis Detection (BD Pharmigen™, San Jose, California, EUA), que identifica células em
necrose, apoptose e/ou apoptose tardia através da citometria de fluxo. Foram realizados dois
experimentos, cada um com triplicatas do branco, controle, e todas as linhagens tratadas. Apds
a confluéncia, as células foram tratadas com 50 uL (35 pug/mL) dos 03 tipos diferentes de saliva
e incubadas durante 24 horas antes da leitura no citbmetro de fluxo.

Os gréficos a seguir apresentam os resultados encontrados, sendo no quadrante inferior
esquerdo células viaveis, superior esquerdo células em necrose, superior direito células em
apoptose tardia e inferior direito, células em apoptose inicial. Como pode ser observado, as
células MCF-7 tratadas com a saliva do carrapato A. sculptum apresentaram cerca de 75,3% de
apoptose inicial e 28,7% em apoptose tardia, ndo apresentando valores significativos de células
viaveis e/ ou em necrose, demonstrando que a maioria estava em apoptose 24 horas apos a
exposicao a saliva. O tratamento com a saliva de A. parvum demonstrou que aproximadamente
85,7% das MCF-7 estavam em apoptose inicial e 18,3% estavam em apoptose tardia. J4 com a

saliva de R. sanguineus, os valores obtidos foram 60,9% de células em apoptose tardia e 39,1%
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de células em apoptose inicial, mostrando um padrdo diferente em relacdo as outras duas
espécies de saliva com a linhagem MCF-7. Esses valores demonstram que essa linhagem
tumoral apresenta degradacdo principalmente por apoptose inicial, com uma grande dano de
suas estruturas, exceto quando tratadas com a saliva de R. sanguineus, quando ja se encontram,
em sua maioria, em estagio final de apoptose. Esse resultado demonstra que apesar de efeitos
similares, a saliva do carrapato apresenta diferentes componentes e mecanismos indutores de
morte celular na linhagem MCF-7 quando as espécies sdo diferentes.

A linhagem celular MDA-MB-231 apresentou 0s seguintes resultados apds analise:
quando tratadas com saliva de A. scultptum, 79,7% estavam em fase de apoptose tardia e 20,3%
em fase de apoptose inicial. Com a saliva de A. parvum, 87,9% das células estavam em apoptose
tardia e 11,9% em apoptose inicial. Quando submetidas a tratamento com a saliva de R.
sanguineus, 72,5% das células estavam em apoptose tardia e 27,5% em apoptose inicial. Essa
linhagem celular apresentou um padrdo mais constante entre os tratamentos realizados nesse
grupo, o que pode ser explicado pelas diferencas existentes entre as linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231, ja descritas anteriormente.

Confirmando os resultados apresentados nos experimentos anteriores, a linhagem
celular MCF-10A néo apresentou quantidade significativa de células em qualquer um dos tipos
de morte celular avaliados, mostrando em todos os eventos, um valor consideravel de células
viaveis. Quando tratadas com saliva de A. scultptum, a porcentagem de células viaveis foi de
97,6%; com a saliva de A. parvum, o valor obtido foi de 93,3%; e, com o tratamento com a
saliva de R. sanguineus, o resultado de células viaveis apresentado foi de 97,6%, demonstrando
mais uma vez que nenhum dos trés tipos de saliva utilizados nesta pesquisa foi citotdxico para

células ndo transformadas.
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Fig. 6. Graficos de Apoptose/ Necrose das linhagens celulares tumorais tratadas com as salivas das
diferentes espécies de carrapatos. A linhagem celular MCF-7 apresentou uma maior quantidade de células em
apoptose inicial, exceto quando tratadas com saliva do carrapato R. sanguineus (gréaficos a esquerda); a linhagem
celular MDA-MB-231 apresentou maior quantidade de células em apoptose tardia quando tratadas com os 03
tipos de saliva (graficos ao centro); a linhagem celular MCF-10A apresentou quase 100% de células viaveis

quando tratadas com os 03 tipos de salivas (graficos a direita) (*** P < 0,01).
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5.5. Andlise da presenca de caspase-3/7 nas linhagens celulares tumorais tratadas com saliva
de carrapato para averiguar a via de ocorréncia da apoptose

Ap0s analisar que a maioria das células tumorais utilizadas apresentavam-se em estagio
de apoptose tardio apos tratamento com os trés diferentes tipos de saliva utilizados na pesquisa,
procuramos identificar se a via utilizada para ocorréncia dessa apoptose era a via das caspases-
3/7. As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) sinalizam para a
apoptose e clivam os substratos de aspartato levando a condensacédo e fragmentacao nuclear,
externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas células serem
fagocitadas por macrdfagos (BOATRIGHT et al., 2003). Séo conhecidas 14 caspases humanas,
sendo que seis (caspases -3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose (BOATRIGHT et al.,
2003). As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 estdo envolvidas na maturacao de citocinas, e
sua contribuicdo na apoptose permanece ndo esclarecida (DENAULT et al., 2002). As caspases
3/7 sdo caspases efetoras, responsaveis pela clivagem de substratos e, particularmente, a
caspase-3 é responsavel pela iniciacdo da apoptose.

Para avaliar a presenca das caspases, foi utilizado o kit Caspase-Glo® 3/7 (Promega
Corporation - Madison, WI, USA), que mede a quantidade de caspase-3 e -7 através da
luminescéncia. As células das linhagens tumorais foram plaqueadas em placas com paredes e
fundo brancos e tratadas com os trés tipos de saliva ap6s total confluéncia. O experimento foi
realizado 02 vezes (02 experimentos independentes), em quadruplicatas, e os resultados obtidos
foram analisados com o software GraphPad Prism versdo 6.01 (©GraphPad Software Inc,
2007).
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Fig. 7. Luminescéncia derivada da presenca de caspase-3/7 nas linhagens celulares tumorais MCF-7 e
MDA-MB-231 tratadas com os 03 tipos de saliva de carrapato. Em A, apresenta as unidades relativas de
luminescéncia (RLU) da linhagem celular MCF-7 e B na linhagem celular MDA-MB-231 ap06s tratamento com
os diferentes tipos de saliva e com tripsina (* P < 0,05). Houve diferenga estatistica entre os tratamentos entre
os 03 tipos de salivas diferentes e entre as salivas e a tripsina, em ambas as linhagens celulares.
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Como pode ser analisado nos gréficos acima da Figura 7, a intensidade de luminescéncia
dos grupos tratados com saliva de todas as espécies, em ambas as linhagens celulares,
representou valores significantes comprovando a presenca de caspase-3/7. No entanto, na
linhagem celular tumoral MCF-7, houve diferenca entre as salivas, notando uma maior
luminescéncia no tratamento com a saliva de A. parvum, quando comparado com as outras
espécies, e uma menor luminescéncia no tratamento com a saliva de R. sanguineus. J& nas
células MDA-MB-231, houve uma maior estabilidade e constdncia na luminescéncia
apresentada, comprovando uma maior presenca de caspase-3/7 nas células tratadas com os 03
tipos de saliva, comprovando os resultados anteriormente apresentados de que essas células
estavam em apoptose tardia apos 24 horas de exposicdo a saliva do carrapato. Devido ao fato
de a linhagem celular MCF-10A néo ter apresentado valores significativos de ocorréncia de
morte celular por apoptose em nenhum dos experimentos com nenhum dos 03 tipos de saliva

pesquisados, os testes para verificar a presenga de caspase-3/7 ndo foram realizados.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, o cancer de mama é a maior causa de morte entre as mulheres em todo o
mundo; nos paises desenvolvidos, a segunda causa de morte por cancer, atrds do cancer de
pulméo; nos paises em desenvolvimento, a maior causa de cancer (INCA, 2015). De forma
geral, o tratamento do cancer de mama pode ser cirdrgico, através da mastectomia unilateral ou
bilateral, que é a retirada da mama de um ou dos dois lados e pode ser parcial ou total,
dependendo da localizagdo e extensdo do tumor; por quimioterapia, que € um método que utiliza
compostos quimicos que afetam tanto as células tumorais quanto as células normais (estas em
menor numero) e podem comprometer outros sistemas do organismo; e a radioterapia, que €
um método capaz de destruir as células tumorais empregando feixes de radiaces ionizantes,
aplicada localmente e capaz de danificar algumas estruturas proximas ao tumor (KURIAN et
al., 2014; INCA, 2015).

Baseado em estudos e pesquisas que buscam alternativas para um tratamento menos
invasivo e menos prejudicial ao paciente, cada vez mais novas terapias baseadas em
biomoléculas de origem vegetal e animal tém sido pesquisadas, visando o aumento da qualidade
de vida e a possibilidade de descoberta de novos agentes quimioterapicos que auxiliem na
sobrevida de pessoas diagnosticadas com esta doenca.

Nesta pesquisa, pode-se observar que a saliva de carrapato de 03 espécies existentes no
Brasil apresentam efeitos citotoxicos a diferentes linhagens celulares de cancer de mama,
algumas ja utilizadas em pesquisa e outras ainda inéditas. Outro resultado interessante foi a
diferenca na liberacdo de secrecdo salivar entre as espécies nos diferentes periodos do dia. A
razao para as diferencas na quantidade de secrecdo salivar nos diversos periodos do dia e entre
as 03 espécies sdo desconhecidas. Especulamos que fatores como diferencas morfoldgicas e
estruturais entre as espécies, habitos alimentares, sazonalidade, ambiente natural, diferencas
entre o tamanho de cada espécie e hospedeiros especificos, dentre outros poderiam interferir no
processo. Por exemplo, a espécie Amblyomma sculptum apresenta uma menor especificidade
por hospedeiros, podendo acometer mamiferos de diversos tamanhos e espécies, como equinos,
bovinos, suinos, caes, animais selvagens/ silvestres e até o0 homem, além de ser o maior em
tamanho quando comparado com as outras duas espécies apresentadas na pesquisa. A espécie
Amblyomma parvum continua sendo pesquisada a respeito de sua especificidade de
hospedeiros, podendo acometer os seres humanos também. Ja a espécie Rhipicephalus

sanguineus demonstra maior especificidade por caninos (FERREIRA et al., 2003).
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Em um estudo conduzido pela equipe de Poole et al. (2013) tratando células da linhagem
MDA-MB-231 com saliva de carrapato da espécie Dermacentor variabilis, conhecido como
uma espécie de carrapato que acomete cdes no continente norte americano, o grupo de pesquisa
avaliou a capacidade de migracéo, invasdo e sinalizacdo da linhagem celular supracitada apds
tratamento com a saliva, visando analisar sua capacidade de diminuir os mecanismos das células
tumorais e seu consequente desaparecimento. Esta pesquisa forneceu mais uma viséo de como
0s carrapatos regulam a migracdo, invasdo e sinalizacdo celular, que sdo importantes no
controle da resposta celular do hospedeiro, indicando que os componentes da saliva do
carrapato ndo sdo capazes apenas de modular a regulacao das células envolvidas na coagulago
e cicatrizacdo, mas também é capaz de modular as atividades migratorias e invasivas de outras
células do hospedeiro, como por exemplo as células tumorais, através da interferéncia na
transducdo de sinalizacdo (POOLE et al., 2013).

O grupo de pesquisa brasileiro do Instituto Butantd, coordenado pela professora Dra.
Ana Marize Chudzinsk-Tavassi foram pioneiros no Brasil com relagdo ao estudo dos efeitos
antitumorais da saliva do carrapato Amblyomma cajennense, atual Amblyomma sculptum, em
diferentes tipos de tumores, como pode-se observar na pesquisa publicada em 2011, que
demonstra que a saliva exerce consideraveis efeitos citotoxicos nas células tumorais das
linhagens SK-MEL-28 (células de melanoma humano) e MIA PaCa-2 (células de cancer de
pancreas humano), e, ndo causa efeito algum em células normais (fibroblastos humanos).
Dentre estes efeitos, além da citotoxicidade, eles observaram alteracdes morfoldgicas nas
linhagens tumorais e morte celular, ndo tendo sido observado os mesmos efeitos nos
fibroblastos também tratados com a mesma dose de saliva (Simons et. al, 2011). Uma pesquisa
anterior demonstrou que moléculas presentes na saliva dos carrapatos Rhipicephalus
appendiculatus e Amblyomma variegatum foram capazes de suprimir o crescimento de células
HeLa (linhagem celular de cancer de colo de Gtero) por apoptose (KAZIMIROVA et al., 2006).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a saliva dos carrapatos das espécies
Amblyomma scultpum, Amblyomma parvum e Rhipicephalus sanguineus utilizada para tratar
as linhagens tumorais de mama MCF-7, MDA-MB-231 e células de Ehrlich, apresentou
citotoxicidade frente a estas células, conforme o resultado apresentado pelo teste de MTT.
Pode-se observar que a linhagem celular MDA-MB-231 apresentou maior resisténcia e menor
indice de citotoxicidade dentre as linhagens tumorais testadas, possivelmente por ser uma
linhagem mais agressiva e resistente que as demais, sendo necessarios mais estudos para
viabilizar essa hipotese. Um tipo de células ndo transformadas, MCF-10A foi utilizado para

verificar se a saliva poderia apresentar 0 mesmo efeito observado nas linhagens tumorais.
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Conforme os dados obtidos, nenhum dos tipos de saliva dos carrapatos utilizados nesta pesquisa
foi citotoxico para a linhagem celular ndo transformada MCF-10A, sugerindo que a saliva de
carrapato pode apresentar propriedades e componentes que reconhe¢cam e causem danos apenas
em linhagens celulares tumorais, resultado similar ao apresentado na pesquisa de Simons et. al
(2011). O fato de a saliva de carrapato danificar apenas as linhagens tumorais e ndo prejudicar
linhagens celulares ndo transformadas foi verificada pelo grupo de pesquisa de Chudzinsk-
Tavassi et al.(2010), que verificou que a proteina Amblyomin X apresenta importantes efeitos
citotoxicos contra células tumorais, principalmente demonstrada em células de melanoma, além
de propor que tal proteina possui como alvo o sistema ubiquitina-proteassoma presente em
células tumorais e ausente em células normais, perturbando sua atividade catalitica resultando
na apoptose de células tumorais (CHUDZINSK-TAVASSI et al., 2010).

As alterac6es morfoldgicas nas células tumorais tratadas com os 03 diferentes tipos de
saliva também puderam ser observadas, sendo mais evidentes mudangas relacionadas ao
namero e ao formato das células. A linhagem tumoral MCF-7 demonstrou maior sensibilidade
e alteracBes mais visiveis quando comparadas a linhagem MDA-MB-231, assim como 0s
resultados do MTT. As células MCF-10A nédo apresentaram alteracdes significativas quando
comparadas as demais, comprovando que nenhum dos tipos de saliva alterou morfologicamente
esta linhagem celular.

A citotoxicidade apresentada pela saliva foi analisada e confirmada verificando qual
tipo de morte celular ocorria nas células apds 24 horas de exposi¢cdo. Os resultados obtidos
mostraram a ocorréncia principalmente de apoptose nas linhagens celulares tumorais. Na
pesquisa de Akagi et. al (2012) foi verificado os efeitos pro-apoptéticos da proteina Amblyomin
X, extraida da saliva do carrapato Amblyomma sculptum, em células murinas de cancer renal;
através da analise das alteracbes morfologicas das células compativeis com o processo de
apoptose, como por exemplo encolhimento, rearranjos do citoesqueleto e fragmentacdo do
DNA (AKAGI et. al, 2012). No presente trabalho, foi comprovado por marcacdo da
fosfatidilserina com anexina V que a saliva das 03 espécies estudadas induzem apoptose e esse
fendmeno foi observado nas suas fases inicial e tardia. Como evidenciado nos
experimentos apresentados acima que a maioria das células apresentavam-se em apoptose, seja
ela em estagio inicial ou final, foi verificado se ocorria a atividade de caspase-3/7 nas células
tumorais apos 24 horas de tratamento com os 03 tipos de saliva analisados. Os resultados
demonstraram que nas células MCF-7, todos os tratamentos comprovaram a atividade de
caspase-3/7, em proporcdes diferentes entre os tipos de saliva. Relacionando esses dados com

a porcentagem de ocorréncia da apoptose em diferentes estagios pode-se perceber que as células
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tratadas com a saliva de A. sculptum, que apresentaram quase 80% de apoptose inicial,
apresentou uma maior luminescéncia e, consequentemente, uma maior atividade de caspase-
3/7, quando comparada as outras salivas testadas. Pode-se entdo sugerir que, quando tratadas
com esse tipo de saliva, as células MCF-7 apresentam morte celular por apoptose,
provavelmente sendo ativada pela via intrinseca, que ocorre por estresse intracelular ou
extracelular como a deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, induzindo a
permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-apoptoticas nela
presentes (pro-caspase-3, por exemplo) (DESAGHER et al., 2000). As células tratadas com a
saliva de A. parvum apresentaram um comportamento semelhante ao grupo tratado com a saliva
de A. sculptum, tanto no experimento que evidencia uma maior ocorréncia de morte celular por
apoptose inicial quanto na analise da presenca de caspase, com intensidade de luminescéncia
semelhantes, considerando o desvio padrdo. Pode-se hipotetizar que a apoptose das células
tratadas com essa saliva também ¢é ativada pela via intrinseca. No tratamento com a saliva de
R. sanguineus, houve uma maior porcentagem de células em apoptose terminal e, no
experimento de andlise da presenca de caspase-3/7, foi o tratamento que apresentou uma menor
intensidade de luminescéncia e, portanto, uma menor presenca de caspase-3/7. Nesse caso,
provavelmente a apoptose terminal evidenciada também pode ocorrer pela via intrinseca, uma
vez que a caspase-3/7 estdo presentes em maior concentracdo no momento inicial da ativagédo
da apoptose, e conforme o processo de morte celular finaliza, a presenca da atividade dessas
caspases diminui, apresentando portanto, menor luminescéncia nas células tumorais em
apoptose terminal.  Ja nas células da linhagem MDA-MB-231, os tratamentos com os 03
tipos de saliva apresentaram padrdes similares com relacdo a intensidade de sinal da presenca
de caspase-3/7 nas células analisadas. Considerando a intensidade e sensibilidade da
luminescéncia apresentada no grafico B da Figura 7, pode-se concluir que existe a possibilidade
de que a apoptose seja ativada pela via intrinseca, devido a uma maior presenca de caspase-3/7.
Apesar das células tratadas com a saliva de A. sculptum apresentarem uma maior porcentagem
de morte por apoptose final, a intensidade de luminescéncia/ presenca de caspase pode
determinar que, independente do estagio de apoptose em que as células se encontram, a via de
ativacdo da morte celular programada pode ser a mesma.

A via intrinseca, como ja citado anteriormente, pode ser ativada por estresse intra ou
extracelular. Varios estudos sobre apoptose apontam a mitocondria como principal mediador
desse tipo de morte, sendo que essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo
a permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pré-apoptéticas nela

presentes (DESAGHER et al., 2000), como por exemplo a Bax, Bid e Bak, proteinas pro-
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apoptdticas (HENGARTNER, 2000). A expressdo de Bcl-2 é capaz de inibir a geracdo de
espécies reativas do oxigénio e a acidificagdo intracelular, bem como estabilizar o potencial de
membrana da mitocéndria. A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteinas
antiapoptdticas e pro-apoptéticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na
expressdo das proteinas pré-apoptoticas. Esse desequilibrio induz a apoptose (PETROS et al.,
2004). Em um estudo com um polissacarideo de uma planta Angelica sinensis (ASP), foi
comprovada que sua atividade antitumoral estava relacionada com suas atividades bioldgicas.
Ele suprimia uma variedade de fatores pro-proliferativos ou anti-apoptéticos, que sdo expressos
em ceélulas cancerigenas de determinados tipos, nesse caso, células de cancer de mama do tipo
T47D, que super expressam AMP ciclico em reposta ao elemento de ligacdo (CREB)
(ZHUANG et al., 2015). Além disso, o resultado também demonstrou que a morte celular
causada pela ASP foi relacionada com a atividade da caspase, acompanhada pela perda de
potencial de membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo ¢, Bax e translocagao do citosol
para a mitocondria, comprovando que ASP causa morte das células tumorais de cancer de mama
através da inducdo a apoptose (ZHUANG et al., 2015).

Conforme os exemplos apresentados acima, a apoptose causada nas células tumorais
pela saliva dos carrapatos apresentados nesse trabalho pode ser causado pela liberacdo de
agentes pro-apoptoticos provocados pela exposicao dos tipos celulares a essa substancia, que
provoca tais efeitos apenas em células cancerizadas e ndo em células normais pelas
peculiaridades e alteracdes que aquelas apresentam em comparacao com estas.

Enfim, a apoptose na prética clinica é alvo para um potencial uso terapéutico da morte
celular programada ou para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e a
quimioterapia. A elucidacdo de alguns dos mecanismos moleculares da apoptose abriram
perspectivas de modulacao desses processos. As estratégias se baseiam em induzir a morte nas
células tumorais através do bloqueio de genes com oligonucleotideos antisense e drogas
convencionais, ou ainda a substituicdo de funcdo desses genes com o uso de moléculas
recombinantes (NICHOLSON, 2000). A compreensdo dos mecanismos e das alteragdes nos
componentes das vias apoptoticas e sua correlacdo com a ocorréncia do cancer sao importantes

para o desenvolvimento de novas terapias e métodos de prevencdo do cancer.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, podemos concluir que a saliva das espécies de carrapato
Amblyomma sculptum, Amblyomma parvum e Rhipicephalus sanguineus apresentam efeitos
citotdxicos nas linhagens celulares tumorais de mama MCF-7, MDA-MB-231 e Ehrlich, e ndo
apresentam os mesmos efeitos na linhagem celular ndo transformada MCF-10A. Além da
citotoxicidade pelo teste de MTT, importantes alteracbes morfologicas foram observadas nas
células tumorais tratadas, enquanto nas células normais, ndo foi percebido nenhuma mudanca
significativa.

Também pode ser constatado que as células tumorais tratadas com os 03 tipos de saliva
sofrem morte celular pelo processo de apoptose, enquanto que a linhagem MCF-10A
apresentou uma maior porcentagem de células viaveis, mesmo apds 24 horas de exposicao a
saliva das diferentes espécies. A presenca de caspase-3/7 foi analisada através de um ensaio de
luminescéncia, que comprovou que as diferentes linhagens tumorais apresentam ativacdo da
apoptose possivelmente pela via intrinseca, estando presente em todos os tratamentos
analisados.

Os diferentes comportamentos de cada uma das salivas utilizadas pode ser explicado
pelas diferencas existentes entre as espécies, evidenciada desde o inicio da pesquisa, durante a
coleta da saliva, que apresentou diferencas de uma espécie para outra, além de diferencas de
comportamento nos diversos periodos do dia. Cada espécie apresenta diferencas tanto no
habitat, quanto no comportamento, preferéncia por hospedeiros diferentes, distribuicéo
geogréfica, enfim, diferencas caracteristicas e competentes as espécies. Esse dado, juntamente
com os resultados apresentados, pode conferir um nimero maior de possibilidades nos estudos
e pesquisas na descoberta e desenvolvimento de substancias com potencial antitumoral, pois,
mesmo com comportamentos diferentes, 03 novas substancias apresentaram efeito citotoxico
frente as diferentes linhagens tumorais de mama.

Portanto, novas perspectivas na pesquisa de biomoléculas com potencial antitumoral sdo
reforgadas com o0s resultados apresentados nessa pesquisa. Além disso, a especificacdo e
sintetizacdo das proteinas presentes no extrato bruto utilizado (saliva pura) responsaveis pelo
efeito antitumoral necessitam de mais estudos e pesquisas para sua descoberta e possivel
producdo, como ja acontece com a proteina Amblyomin X, no caso da saliva do carrapato
Amblyomma cajennense, possibilitando o aumento de oportunidades para o surgimento de um
tratamento mais efetivo e menos prejudicial ao paciente e visando o possivel desenvolvimento

de farmacos que induzam a cura de uma das doencas mais graves e prevalentes na atualidade.
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