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RESUMO

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo contra lesdes e invasdes de
micro-organismos. O sistema complemento desempenha um papel importante na
mediacdo das respostas adquiridas e inatas na defesa contra infeccbes microbianas e
parasitarias. Em bovinos, a resposta contra infestac@es por carrapato faz com que células
da imunidade inata, residentes no tecido lesado, produzam citocinas pro-inflamatérias,
sinalizando para o inicio de uma resposta mais especifica, como a producédo de proteinas
de fase aguda (PFAs). Cerca de 80 a 90% dos componentes plasméaticos do
complemento e proteinas de fase aguda sdo produzidas no figado e liberadas
sistemicamente para o controle de reacfes inflamatdrias. Ja existem metodologias bem
estabelecidas de isolamento e cultivo de hepat6citos para estudos in vitro, bem como
linhagens comerciais para humanos e murinos, no entanto para bovinos ndo existem
metodologias de isolamento de hepatdcitos bem estabelecidas, nem linhagens comerciais
disponiveis para cultivo desse subtipo celular. O carrapato bovino, Rhipicephalus
microplus, € um parasito que provoca perdas econdmicas para a pecuaria mundial. E
sabido que racgas bovinas diferem quanto a resisténcia ao carrapato, sendo as ra¢cas Bos
indicus mais resistentes em comparacdo com as racas Bos taurus. Visto que existem
diferencas na producdo de moléculas do complemento e PFA entre bovinos resistentes e
susceptiveis ao carrapato, este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de
isolamento primario e cultivo in vitro de hepatdcitos bovinos para verificar o efeito
modulador induzido pela saliva do carrapato R. microplus sobre a expressao de genes
relacionados a imunidade inata, tais como os fatores do complemento (C1, C3, C4, C5,
lectina ligante de manose) e proteinas de fase aguda (Alpha 1 glicoproteina &cida,
haptoglobina e amiloide sérica A). Para tal, foram avaliados diversos protocolos de
isolamento e cultivo primario de hepatdcitos, onde foi estabelecida a metodologia com
maior viabilidade celular, qualidade morfolégica e do material genético extraido. As
andlises de expressdo génica sugeriram que o modelo de cultivo in vitro pode ndo estar
mantendo as caracteristicas fisiol6gicas dos hepatdcitos, visto que a expressdo de alguns
genes estava mais baixa nas células cultivadas quando comparada ao tecido hepatico
fresco. Embora os estimulos utilizados como controle positivo tenham regulado
positivamente a expresséo do gene que codifica a SAA, o0 mesmo nao foi observado nos
genes do complemento que sdo regulados pela mesma via de sinalizagdo em murinos.
Além disso, ndo foi observada diferenca significativa entre as racas na expressao dos
genes avaliados frente aos estimulos de saliva de carrapato e agente modulador de
receptor nuclear relacionado com o controle hepatico de inflamacdo em murinos. Os
resultados obtidos sugerem que o isolamento primario e cultivo in vitro de hepatécitos
bovinos podem estar provocando perda de fungdo destas células, sendo necessarias
maiores investigagbes em busca de melhor compreensdo acerca dos processos
fisiolégicos desempenhados pelos hepatdcitos.

Palavras-chave: Proteinas de fase aguda, Sistema complemento, Resisténcia ao
carrapato bovino, Imunomodulacao.



ABSTRACT

Innate immunity is the body's first line of defense against injury and invasion of
microorganisms. The complement system plays a key role in mediating acquired and
innate responses in defense against microbial and parasitic infections. In cattle, the
response against tick infestations leads the innate immunity cells in the injured tissue to
produce pro-inflammatory cytokines, signaling the onset of a more specific response, such
as the production of acute-phase proteins (APPs). Approximately 80 to 90% of the plasma
components of complement and APPs are produced in the liver and released systemically
for the control of inflammatory reactions. There are well-established methods of isolation
and culture of hepatocytes for in vitro studies, as well as commercial lines for human and
murine, however for bovines there are no well-established methodologies for isolation of
hepatocytes or commercial cell lines available for cultivation of this subtype. The bovine
tick, Rhipicephalus microplus, is a parasite that causes great economic losses for the
world livestock. It is known that bovine breeds differ in tick resistance, with the Bos indicus
breeds being more resistant compared to the Bos taurus breeds. Since there are
differences in the production of complement and APP molecules among resistant and
susceptible ticks, this work aimed to establish a methodology for the primary isolation and
in vitro culture of bovine hepatocytes to verify the modulatory effect induced by the R.
microplus tick saliva on the expression of genes related to innate immunity, such as
complement factors (C1, C3, C4, C5, mannose binding lectin) and APPs (Alpha 1 acid
glicoprotein, haptoglobin e serum amyloid A). For this purpose, several protocols of
isolation and primary culture of hepatocytes were evaluated. We were able to establish the
methodology with high cellular viability, morphological features and quality of the genetic
material. Gene expression analysis suggested that hepatocytes cultured in vitro might be
losing the physiological features, since the expression of some genes was not detected in
cultured cells. Although the stimuli used as a positive control have upregulated the
expression of the SAA encoding gene, the same behavior has not been observed in
complement genes regulated by the same signaling pathway in murine model. In addition,
no significant difference was observed between breeds in the expression of the evaluated
genes against the stimuli of tick saliva and nuclear receptor modulating agent related to
the hepatic control of murine inflammation. Our results suggest that the primary isolation
and in vitro culture of bovine hepatocytes might be causing loss of function of these cells,
and further investigation is needed to better understand the physiological processes
performed by hepatocytes.

Keywords: Acute-phase proteins, Tick-resistance, Immunomodulation, Complement
system.
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1. INTRODUCAO

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra lesbes e
invasdes de micro-organismos. O sistema complemento desempenha um papel
importante na mediacdo das respostas adquiridas e inatas para se defender contra
infeccdes microbianas e parasitarias (KIMBRELL & BEUTLER, 2001; HAJISHENGALLIS
et al., 2010). Em bovinos, a resposta contra infestacdes por carrapato faz com que células
da imunidade inata, residentes no tecido lesado, produzam citocinas proé-inflamatérias,
como as interleucinas 183 e 6 (IL-1B e IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), sendo
que a liberacao destas moléculas na corrente sanguinea sinaliza o inicio de uma resposta
mais especifica, como a producéo de proteinas de fase aguda no figado (SUFFREDINI et
al., 1999).

O figado, um dos 6rgdos mais importantes dos vertebrados, € composto por
aproximadamente 80% de hepatécitos e 20% por células ndo parenquimaticas, que
desempenham diversas funcbes metabodlicas. Cerca de 80 a 90% dos componentes
plasmaticos do complemento e proteinas de fase aguda (PFA) sédo produzidas no figado
(QIN & GAO, 2006) e liberadas sistemicamente para o controle de reacdes inflamatérias
(CECILIANI et al., 2012). Apesar da natureza uniforme da resposta de fase aguda,
existem diferengas nos padrdes de liberacdo de proteinas que medeiam essa resposta
entre as diferentes espécies animais (TOTHOVA et al., 2011). Em bovinos, por exemplo,
as principais PFAs sao a Haptoglobina (HP) e a Amiléide A Sérica (SAA), enquanto em
humanos as principais sdo a proteina-C reativa (CRP) e SAA, e em ratos séo a al-
glicoproteina acida (a1-AGP) e a a2-macroglobulina (CRAY, et al., 2009).

O carrapato bovino, Rhipicephalus microplus, € um parasito de grande importancia
econdmica para a pecuaria, por ser um vetor de doencas que trazem grandes prejuizos
aos sistemas produtivos e altos gastos com o controle e profilaxia (CASTRO, 1997). E
sabido que racas bovinas apresentam grandes diferencas quanto a resisténcia ou
susceptibilidade ao carrapato, sendo as racas Bos indicus mais resistentes a esse
parasito em comparacdo com as racas Bos taurus (WHARTON et al., 1970). Para que
obtenha sucesso em seu parasitismo, o carrapato precisa subverter as respostas imunes
de seu hospedeiro, para isso inocula moléculas imunomoduladoras presentes em sua
saliva que sdo decisivas para o ingurgitamento e transmisséo de patdgenos (KOTAL et
al., 2015). Uma importante atividade observada na saliva de diversos artropodes
hematofagos € a acao inibitoria do sistema complemento do hospedeiro (SCHROEDER et
al., 2006). Além de estarem presentes na saliva, moléculas que desempenham esta

fungcéo também sdo encontradas no intestino dos parasitos estando diretamente ligadas a
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sua sobrevivéncia, uma vez gque o sistema complemento € um mecanismo do hospedeiro
com grande capacidade de destruir suas células alvo (BARROS et al., 2009). Ademais, ja
foi demonstrado que altos niveis de expressdo de fatores do complemento estdo
associados com a resisténcia ao carrapato, inclusive na espécie bovina (revisado em
Tabor et al., 2017). Em estudos anteriores, do nosso grupo, foi investigado o mecanismo
de resisténcia ao carrapato em animais Bos taurus x Bos indicus, e foi observado que o
receptor PPARa atua em vias de sinalizacdo intracelular (CARVALHO et al., 2014). Esse
receptor participa de processos no metabolismo lipidico que atuam modulando a
expressao de genes relacionados a imunidade inata, entre eles os que codificam
proteinas do sistema complemento e de fase aguda em humanos e murinos (CORTON et
al., 1998; RAKHSHANDEHROO et al., 2012).

Como o figado é o principal érgdo produtor de proteinas de fase aguda e
complemento, além de desempenhar papel importantissimo no metabolismo de lipideos,
que é a principal fonte fisiolégica energética de ruminantes, faz-se necessario o
estabelecimento de modelos experimentais in vitro para se caracterizar melhor a
interagdo dessas respostas biologicas em bovinos. Em humanos e murinos ja sdo bem
estabelecidas as metodologias de isolamento e cultivo de hepatécitos sendo que, para
estas espécies, existem linhagens comerciais de células que permitem o desenvolvimento
de inlmeras pesquisas. Entretanto, para hepatécitos bovinos ndo existem metodologias
bem estabelecidas de isolamento, bem como ndo h& disponibilidade de linhagens
comerciais para cultivo desse subtipo celular.

Visto que existem diferencas na producdo de moléculas do complemento e PFA
entre animais resistentes e susceptiveis ao carrapato (CARVALHO et al., 2008), este
trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de isolamento primario e cultivo in vitro
de hepatdcitos bovinos para verificar o efeito modulador induzido pela saliva do carrapato
R. microplus e pelo inibidor seletivo do PPAR (GW-6471) sobre a expressdo de genes
relacionados a imunidade inata, tais como os fatores do complemento (C1, C3, C4, C5 e
MBL) e as proteinas de fade aguda (SAA, AGP, HP).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desenvolvimento da resposta imune em vertebrados

O sistema imune é responsavel pela defesa do organismo contra agentes
invasores estranhos, sejam eles bactérias, protozoarios, virus ou endo/ectoparasitas. O
desencadeamento dos diferentes padrdes de resposta imune tem como funcdo
reestabelecer a homeostase em um organismo perturbado por algum destes agentes, e
sdo didaticamente divididas em duas classes, a imunidade inata e a adaptativa. A
imunidade inata caracteriza-se por reacdes imediatas e € composta por mecanismos
celulares e humorais que agem conjuntamente no desenvolvimento da inflamagéo local e
na ativacdo do padrdo de resposta apresentado contra o estimulo. Esta resposta é
considerada a primeira linha de defesa do organismo (KIMBRELL & BEUTLER, 2001,
HAJISHENGALLIS et al., 2010; ABBAS et al., 2012). A imunidade adaptativa consiste em
respostas mais longas e duradouras e possui duas importantes caracteristicas:
especificidade, ou seja, a capacidade de uma célula reconhecer moléculas presentes em
agentes estranhos ao organismo, e a memodria imunoldgica, que é a capacidade do
sistema imune do hospedeiro reagir com mais intensidade e rapidez a um estimulo
patogénico com o qual ja teve contato prévio (ABBAS et al., 2012). Apesar do tempo de
resposta ser diferente nas duas classes, a imunidade inata exerce um papel determinante
no desenvolvimento da imunidade adaptativa e de memoria (CRAY et al., 2009).

Dentre os diversos componentes humorais da imunidade inata podemos salientar
grande importancia dos fatores do sistema complemento e das PFAs. O sistema
complemento é formado por proteinas plasmaticas solUveis produzidas em maior
guantidade no figado (QIN & GAO, 2006). Resumidamente, baseia-se em cascatas
proteoliticas e possui trés vias distintas de ativacdo (Figura 1). A via classica € ativada
pelo reconhecimento de complexos de antigenos e anticorpos presentes na superficie de
patégenos pelo componente C1 do complemento. A via alternativa € ativada quando a
proteina C3 reconhece diretamente certas estruturas microbianas, como o
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. A via das lectinas é iniciada pela formagéo de
complexos de lectina ligante de manose (mannose-binding lectin, MBL) e proteases 1 e 2
(MASP-1 e MASP-2) que levam a ativagdo de C4. Todas as vias convergem pra a
formagcdo de C5 convertase, que cliva C5 em duas subunidades, C5a e Cb5b, que
conduzem, respectivamente, a sinalizacdo para respostas imunes celulares e a formacao
do complexo de ataque de membrana (membrane attack complex, MAC) responséavel
pela formacdo de poros na membrana plasmatica das células infectadas e patégenos,

provocando sua morte (QIN; GAO, 2006). C3a, e especialmente Cba, sdo poderosos
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quimiotaticos que atraem os neutrofilos, monécitos e macrofagos em direcdo aos locais
de ativacdo do complemento. Assim, promovem a fagocitose através da interacdo de
opsoninas com receptores do complemento (HAAS; Van STRIJP, 2007; VAN LOOKEREN
et al.,2007).
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Figura 1. Vias de ativacé@o do sistema complemento e a cascata proteolitica das fases iniciais.
Fonte: ABBAS et al., 2012.

Com a ativagdo das células residentes nos diversos tecidos do hospedeiro, como
macrofagos e mondcitos, ocorre a liberag@o de citocinas pré-inflamatoérias como IL-1, IL-6
e TNFa, que através da circulagéo chegam até o figado. Essas citocinas pro-inflamatorias
regulam a producdo de PFA via ativacdo do transdutor de sinal e ativador do fator de
transcricdo 3 (STAT3) e fator nuclear-kB (NF-kB; ZHOU et al., 2016). Quando os
hepatdcitos recebem estes sinais patogénicos e inflamatérios inicia-se rapidamente a

producao e secrecao de diversas proteinas de fase aguda (GRUYS et al.,2005; CRAY et
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al.,2009; ZHOU et al., 2016). Por definicdo, a concentracdo sérica das proteinas de fase
aguda aumenta (PFAs positivas) ou diminui (PFAs negativas) em pelo menos 25%
durante uma resposta de fase aguda (CERON et al., 2005; ECKERSALL & BELL, 2010).
Essas proteinas matam diretamente os patégenos ou direcionam o sistema imunoldgico
para uma depuragdo eficiente dos mesmos. Apesar da natureza bioldgica uniforme da
resposta de fase aguda, existem numerosas diferencas nos padrdes de secrecdo de
diferentes proteinas de fase aguda entre as espécies de animais (PYORALA, 2000). A
proteina C-reativa € um bom exemplo deste fendmeno, pois em humanos saudaveis é
praticamente desprezivel, mas tem um aumento significativo durante infec¢des, enquanto
que em bovinos saudaveis esta presente, mas ndo aumenta acentuadamente durante a
resposta de fase aguda (STEEL & WHITEHEAD, 1994). Proteinas de fase aguda tém
tipicamente seus representantes em diferentes espécies. Nos bovinos, a HP, a AGP e a
SAA foram identificados como proteinas de fase aguda que mais sofrem oscilacédo frente
a estimulos pré-inflamatérios (CRAY et al.,2009).

A haptoglobina é uma glicoproteina produzida principalmente pelos hepatdcitos,
esta presente no plasma e possui a capacidade de se ligar a hemoglobina (HB) livre e
liberada dos eritrocitos. Ao ligar-se a HB, a HP age como um antioxidante para a
estabilizacdo do ferro (LIM et al.,, 1998). Isso resulta em uma redugdo dos danos
oxidativos a prépria HB (BUEHLER et al., 2009). A HB livre pode se ligar ao oxido nitrico
(NO) de maneira rapida e irreversivel, eliminando o NO e limitando sua biodisponibilidade
(ROTHER et al, 2005). A ligagdo do complexo HP-HB ao CD163 de
mondcitos/macréfagos resulta na regulagdo positiva de mediadores anti-inflamatérios
(PHILIPPIDIS et al., 2004, SCHAER et al., 2006), ativando assim uma resposta anti-
inflamatéria. O papel da HP é se ligar & hemoglobina liberada dos eritrécitos danificados e
ajudar a restringir a disponibilidade de ferro livre para as bactérias invasoras. Em bovinos
com inflamacgéo aguda, a concentracdo sérica da HP é significativamente maior do que
em bovinos com inflamacéo cronica (HORADAGODA et al., 1999).

A amiloide sérica A, outra PFA classificada como principal em bovinos, resulta na
quimiotaxia de mondcitos, leucécitos polimorfonucleares e linfécitos T. Além disso, SAA
tem efeitos inibitérios e € considerada importante na regulagdo negativa do processo
inflamatorio com efeitos bacteriostéticos (CRAY et al., 2009). Essa proteina é capaz de se
ligar a receptores de formil peptideo constituintes da familia de receptores acoplados a
proteina G, responsaveis pela transdugéo de sinais de ativagdo celular em uma série de
células, inclusive baséfilos, mondcitos e neutroéfilos (LE et al., 2001; DE PAULIS et al.,
2004). Além do recrutamento de células imunes para o local da inflamacdo, a SAA

promove a inducéo de enzimas capazes de degradar matrizes e o transporte de colesterol
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ao figado para secrecdo na bile, mediado pelo receptor scavenger B-l (SR-BI; VAN DER
WESTHUYZEN et al., 2005).

A ail-glicoproteina é&cida também é uma importante PFA de bovinos. Esta
armazenada em granulos secundarios em hepatocitos e € liberada das células apds sua
ativacdo, se ligando a mais de 300 moléculas e drogas diferentes (ISRAILI & DAYTON,
2001). Sua funcao de ligacéo e transporte é notavel e pode aumentar significativamente a
sua concentracdo durante a resposta de fase aguda, tornando-se uma das proteinas mais
abundantes no soro (SHELDON et al., 2001, ECKERSALL et al., 2001). A AGP bovina
reduz a apoptose de mondcitos (CECILIANI et al., 2007) e regula negativamente a
liberacdo extracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) de neutrofilos (RINALDI et
al., 2008). Além disso, a AGP pode se ligar ao LPS e inibir sua atividade, combatendo as
bactérias Gram-positivas (CRAY et al., 2009).

2.2. O papel do receptor PPAR na imunidade inata

Os receptores nucleares peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)
possuem ampla distribuicdo e atividade em o6rgaos e tecidos como o figado, coracgéo,
musculatura esquelética e mucosa intestinal (TAVARES & HIRATA, 2007, FRUCHART et
al., 2001). Os receptores PPAR possuem um dominio na por¢do N-terminal ligante de
DNA e um dominio de ligagdo C-terminal e sdo subdivididos em trés classes de acordo
com sua conformacdo quimica e funcao regulatoria: PPARa, B e y. Quando regibes
especificas do DNA se ligam aos receptores PPAR ocorre a transcricdo de diversos
genes envolvidos em processos fisiolégicos bem como o controle direto e indireto de
fatores de transcricéo relacionados com atividade inflamatéria e metabdlica (WILLSON et
al., 2000).

Na imunidade inata o PPARoa atua na sintese de peptideos com funcéo
microbicida pela sinalizagdo do NF-kB (TSUTSUMI-ISHII & NAGAOKA, 2002). Este
receptor € capaz de regular a expressao de genes de importancia para o metabolismo
lipidico e resposta imune, como os fatores do complemento e as proteinas de fase aguda.
Relatos recentes demostram sua capacidade de atuar aumentando a producdo de C3
(MOGILENKO et al., 2013) e MBL (RAKHSHANDEHROO et al., 2012) em linhagens e em
cultura priméria de hepatécitos humanos, respectivamente. Além disso, evidéncias
apontam para uma possivel intervencdo da ativacdo de PPARa sobre a resposta de fase
aguda em modelo murino e em humanos (ZAMBON et al., 2006; BELFORT et al., 2010).

2.3. Mecanismos imunoldgicos de resposta contra carrapatos

Para subverter os mecanismos imunes do seu hospedeiro e garantir o sucesso em

sua alimentacdo, o carrapato inocula no local de fixagdo no hospedeiro, uma grande
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variedade de moléculas com propriedades anti-homeostaticas e imunomoduladoras,
contidas em sua saliva. Grande parte destas moléculas sdo proteinas pertencentes as
familias das quitinases, mucinas, ixostatinas, cistatinas, defensinas, hialuronidases,
lectinas e lipocalinas (BROSSARD & WIKEL, 2004; FRANCISCHETTI et al., 2009; Tabor
et al., 2018). Além destas proteinas, também podem atuar de forma local e sistémica em
cascatas de sinalizacdo, moléculas ndo proteicas, como a dopamina e prostaglandinas
(BINNINGTON & STONE, 1977; MEGAW & ROBERTSON, 1974; KAUFMAN, 1978), que
possuem mecanismos de acdo associados a analgesia e ao efeito anti-inflamatdrio,
ambos importantes para o sucesso do parasitismo do carrapato. As medidas defensivas
do carrapato contra o sistema imune do hospedeiro visam aquelas vias que se mostram
importantes no desenvolvimento da imunidade adaptativa (WIKEL et al., 1994; WIKEL,
1996), conforme pode ser observado na visdo geral resumida na Tabela 1. A modulag&o
da resposta imune do hospedeiro ndo s6 promove o sucesso da ingestdo de sangue, mas
também aumenta a capacidade dos agentes patogénicos, transmitidos pelo carrapato, se
estabelecerem de forma eficaz no hospedeiro (WIKEL, 1996; WIKEL, 1999; SCHOELER
& WIKEL, 2001).

Uma importante atividade observada na saliva de carrapatos € a agao inibitéria do
sistema complemento do hospedeiro (SCHROEDER et al.,, 2006). Além de estarem
presentes na saliva, moléculas que desempenham esta funcdo também s&o encontradas
no intestino dos carrapatos estando diretamente ligadas a sua sobrevivéncia, uma vez
gue o sistema complemento € um mecanismo do hospedeiro com grande capacidade de
destruir suas células alvo (BARROS et al., 2009). Durante a hematofagia, a ativagédo do
sistema do complemento pode levar a opsonizacdo de moléculas salivares por produtos
da clivagem de C3 e na formacao de anafilatoxinas inflamatérias, como C3a e Cba
(RIBEIRO & SPIELMAN, 1986; DUNKELBERGER & SONG, 2010). A inibicAdo desses
fendmenos pode prevenir ou atrasar o inicio de uma resposta imune contra proteinas
salivares e prevenir a inflamagédo no local de alimentagéo. A atividade anti-complemento
pode ocorrer em diferentes fases da cascata proteolitica deste sistema, como na inibicdo
da C3 convertase da via alternativa pela saliva do Ixodes scapularis (VALENZUELA et al.,
2000) ou da via classica pela saliva do Amblyoma cajennense (FRANCO et al.,2016).

As prostaglandinas sdo metabolitos oxigenados de acidos graxos poli-insaturados,
como o0 acido araquiddnico, e estdo presentes em alta concentracdo na saliva de
carrapatos (BOWMAN; DILLWITH; SAUER, 1996). A prostaglandina E2 (PGEZ2) atua no
aumento da vasodilatacdo e inibe a agregacdo plaquetaria, além de regular a produgéo
de citocinas e inibir a diferenciacdo de células dendriticas e a proliferacdo de linfécitos T
(KAZIMIROVA & STIBRANIOVA, 2013; POOLE et al, 2013). As prostaglandinas

possuem diferentes fungbes na regulagéo das respostas imunes, inclusive via receptores
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nucleares como o PPAR (DINO & DAVIDSON, 2002), porém, seus papéis nas respostas
ao carrapato ainda ndo séo claros (HARRIS, et al.,.2002; BROSSARD & WIKEL, 2004).
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Tabela 1. Visao geral das células e moléculas do sistema inume do hospedeiro e as medidas defensivas do carrapato. Fonte: Adaptado de BROSSARD &

WIKEL, 2004.

Célula ou molécula

Papel na defesa imune

Medida defensiva do carrapato

Possivel importancia

Complemento (geral)

Vias classicas, alternativas, das lectinas,
para gerar mediadores inflamatérios e
opsoninas

Deposicdo de C3b inibida pela saliva de |. scapularis
(RIBEIRO, 1987).

Reduzir a resposta inflamatéria e a
lise de células do carrapato

Via alternativa do
complemento

Independente de anticorpo, medeia a
inflamacéo e direciona a lise de patégenos

Papel na resisténcia adquirida a D. andersoni
(WIKEL, 1979). Inibido por SGEs de I. ricinus, I.
hexagonus, |. uriae (LAWRIE et al., 1999). Ligagéo
de C3b e desacoplamento de Bb pela proteina
18,5kDa de I. Scapularis (VALENZUELA et al. 2000)

Reduzir a resposta inflamatéria a
carrapatos e patdgenos transmitidos
por carrapatos.

Anafilatoxina

Os componentes do complemento C3a, C4a,
Cba ligam-se as células e promove
inflamac&o aguda, quimiotaxia de neutrofilos,
ativacdo de mastécitos.

Antagonista de anafilatoxinas da saliva de |I.
scapularis (RIBEIRO & SPIELMAN, 1986).

Reduzir infiltrado celular e liberacéo
de mediadores de mastdcitos
(histamina, leucotrienos, citocinas)

Células NK

Linfocitos (nem B nem T) que matam
diretamente as células infectadas por
micrébios e secretam IFN-c.

Funcéo efetora do SGE de D. reticulatus em células
NK de humanos saudaveis, afetando a interacao
entre as células efetora e o alvo (KUBES et al.,
2002). Atividade similar, porém menor, em SGEs de
A. ariegatumand e H. inermis (KUBESET al., 2002).

Reduzir a morte de células infectadas
por micrébios e suprimir o IFN-c, que
ativa os macréfagos e pode polarizar
a resposta imune adquirida ao perfil
Thi.

Quimiocinas

Citocinas que estimulam a migracdo de
leucécitos (quimiotaxia) do sangue para 0s
tecidos. Numerosas quimiocinas diferentes
identificadas, incluindo IL-8.

Atividade anti-IL-8 em SGEs de A. variegatum, D.
reticulatus, H. inermis, I. ricinus e R. appendiculatus
(HAJINICKA™ et al. 2001).

A IL-8 é quimiotatica para neutrdfilos,
basdfilos e linfocitos-T. Todas essas
Células tém papéis nas respostas
imunes do hospedeiro para limitar a
ingestdo de sangue pelos carrapatos.
Bloqueio de IL-8 confere uma
vantagem de sobrevivéncia para o
carrapato
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Célula ou molécula

Papel na defesa imune

Medida defensiva do carrapato

Possivel importancia

Moléculas de adeséo

Moléculas de superficie que interagem com
outras células ou matriz extracelular para
promover a migracao e ativagao de células

Ninfas de D. andersoni reduziram a expressdo das
integrinas linfocitarias LFA-1 e VLA-4 em linfécitos
murinos (MACALUSO & WIKEL, 2001 ).

Modulagdo da migracdo leucocitaria
do hospedeiro para o local da picada
do carrapato e reducédo da resposta
imune a infestacdo

Mondcito/Macréfago

Os mondécitos do sangue tornam-se
macréfagos  teciduais. Os  macréfagos
ativados fagocitam e apresentam antigenos
aos linfécitos T CD4 além de secretar
secretam citocinas proé-inflamatérias como
TNF-a, IL-1 b, IFNy e IL-12. Os macré6fagos
também podem produzir reativos de
oxigénio, envolvidos na morte intracelular de
patégenos

Producdo de TNFa e IL-13 por macrofagos é
reduzida  pelo SGE de D. andersoni
(RAMACHANDRA & WIKEI, 1992). A saliva de |.
scapularis suprime a producdo de NO de
macréfagos (URIOSTE et al. 1994). Saliva de R.
sanguineus inibe a ativacdo macrofagica de IFNy e
reduz a producdo de NO (FERREIRA & SILVA,
1998). O SGE de |I. ricinus reduz a produgéo de NO
(KOPECKY & KUTHEJLOVA, 1998). O SGE de |.
ricinus inibe a morte de macrofagos por Borrelia
afzelii (KUTHEJLOVA et al. 2001). SGE de R.
appendiculatus inibe a transcricdo in vitro e a
secrecdo de IL-1a, TNFa, IL-10 e producédo de NO
por linhagem celular de macrofagos murinos
(GWAKISA et al. 2001). O fator de inibicdo da
migracdo de macréfagos em glandulas salivares de
A. americanum (JAWORSKI et al., 2001) inibiu a lise
mediada por células NK e respostas de
hipersensibilidade de tipo tardio

Prevenir respostas inflamatdrias,
reduzir  citocinas  que podem
orquestrar respostas anti-carrapatos,
reduzir a capacidade fagocitica de
macréfagos e, possivelmente, alterar
a apresentagdo de antigenos

Proliferacéo
linfocitos

de

A proliferacdo de linfécitos T e B sé&o
essenciais para uma resposta de meméria.
Numerosos fatores e interagbes receptor-
ligante influenciam a proliferacdo de
linfécitos.

Supressdo da proliferacdo de células T in vitro
como resultado da infestacdo ou a exposicdo de
linfocitos in vitro a saliva, as moléculas de glandula
salivar ou proteinas recombinantes da glandula
salivar (SCHOELER & WIKEL, 2001).

Inibir a resposta imune contra
proteinas salivares do carrapato.
Também reduzem a imunidade do
hospedeiro facilitando a transmisséo
de patdégenos
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Célula ou molécula

Papel na defesa imune

Medida defensiva do carrapato

Possivel importancia

Proteinas ligadoras
de histamina e
proteinas ligadoras

de serotonina

Histamina e serotonina sdo mediadores da
coceira. A histamina aumenta a
permeabilidade vascular e € um mediador da
inflamacéo. O bloqueio simultdneo dos
receptores de histamina tipo 1 e tipo 2
reduziu a resisténcia adquirida a D.
andersoni (Wikel, 1982). A histamina e a
serotonina reduzem a succdo e a salivagéo
de D. andersoni (Paineet al. 1983).

Bloqueio de histamina por SGE de R. sanguineus
(CHINERY & AYITEY-SMITH, 1977). Proteinas de
ligacdo a histamina em SGE de R. appendiculatus
(PAESEN et al. 1999). A lipocalina de D. reticulatus
liga histamina e serotonina (SANGAMNATDEJ et al.
2002)

Reducéo da inflamag&o e da coceira
no local da picada. Redugdo no

impacto direto da histamina e
serotonina na alimentacdo de
carrapatos

Modulacéo de
citocinas linfocitarias

As citocinas medeiam a
diferenciagéo/ativacdo de linfocitos e outras
células e orquestram respostas imunes
inatas e adaptativas. IL-2: célula T, célula NK
e célula B, proliferagdo e sintese de
anticorpos. IL-4: polarizagéo
Th2/diferenciacdo e proliferacdo, inibe a
ativacdo de macréfagos e proliferacdo de
mastécitos. O inibidor de IL-10 da IL-12,
altera a expressdo do MHC de classe Il e
moléculas co-estimuladoras, inibe as células
dendriticas ativadas/macrofagos. IFN-c ativa
macréfagos e polariza para resposta Thl

A influéncia de carrapatos nas citocinas do
hospedeiro tem sido foco de inUmeros estudos. Um
padrdo geral que emergiu € a regulagdo negativa
das respostas Thl e a polarizacéo para os perfis de
citocinas Th2 (SCHOELER & WIKEL, 2001).

Modulacdo ou desvio de citocinas de
linfécitos T pode reduzir as respostas
imunes a alimentacao do
carrapato e por sua vez, facilitar a
transmissdo / estabelecimento de
microbios
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Respostas
anticorpos

de

Os anticorpos realizam uma variedade de
fungBes, incluindo neutralizagéo, fixacdo de
complemento (via classica) e facilitagdo da
interagdo de leucocitos com células-alvo

(incluindo micrébios). Anticorpos ligados a
expresséo da resisténcia adquirida

A infestacdo por carrapatos reduz as respostas de
anticorpos a antigenos heter6logos, mas a base
para essa supressao é desconhecida

Reduzir a probabilidade de
desenvolvimento  de  anticorpos
capazes de neutralizar as proteinas
da saliva do carrapato, essenciais
para o sucesso da alimentagdo com
sangue
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Outro grupo de moléculas ativas na saliva dos carrapatos sdo as peptidases.
Estas enzimas sdo capazes de quebrar outras proteinas e participam da digestdo do
sangue ingerido pelo parasito durante a alimentagédo (FRANTA et al., 2010). Dentro deste
grupo as metalopeptidases séo de grande importancia neste processo, sendo associadas
a degradacao de compostos do soro e participando da lise de fibrina e fibrinogénio e
degradacado de bradicinina (TIRLONI et al., 2014). Sabe-se que a fibrina e o fibrinogénio
sdo importantes efetores da coagulacdo sanguinea (WEISEL, 2005), enquanto a
bradicinina atua em reacdes inflamatoérias (MORAIS et al., 1999).

Os carrapatos também secretam em sua saliva alguns inibidores de peptidases,
como as serpinas e as cistatinas. As cistatinas dos carrapatos modulam processos
relacionados a inflamagéo, processamento e apresentagdo de antigenos, fagocitose e
expressao de citocinas pelo hospedeiro. Para o R. microplus, algumas cistatinas e suas
cisteinas alvo foram caracterizadas, uma delas é a cistatina tipo 2 denominada
Rmcistatina-3, que é expressa na gordura corporal do carrapato, nas glandulas salivares
e em hemdcitos, e inibe a catepsina L, B, e BmCI-1, uma cisteina endopeptidase do
intestino, o que sugere seu papel na digestdo de sangue ingerido (PARIZI et al., 2015).

A histamina tem sido associada ao desenvolvimento da resisténcia a alimentacdo
de carrapatos (WIKEL, 1982). A histamina e a serotonina sdo capazes de reduzir a
salivacdo e a alimentagéo por D. andersoni (PAINE, et al., 1983). Os mastdcitos situados
em uma localizagdo perivascular seriam uma fonte de histamina a qual o carrapato seria
exposto. As glandulas salivares de R. appendiculatus contém proteinas de ligacao a
histamina (PAESEN et al. 1999). Duas proteinas de ligacao a histamina estao presentes
em fémeas e uma em machos. As proteinas femininas sdo expressas no inicio da
alimentacdo, com um pico as 48 horas, e ndo estdo presentes nos machos, ninfas ou
larvas. A proteina masculina é expressa durante toda a alimentacdo e esta presente em
ninfas e larvas. As proteinas de ligagdo a histamina sdo altamente especificas; eles
contém dois sitios de ligacdo a histamina com diferentes afinidades e a ligagéo € diferente
dos receptores H1 e H2 dos mamiferos (PAESEN et al., 1999). Muito provavelmente,
proteinas de ligacdo a histamina serdo encontradas na maioria, se ndo em todas,
espécies de carrapatos (BROSSARD & WIKEL, 2004).

2.4. O carrapato bovino Rhipicephalus microplus

Um grande problema enfrentado pelos produtores de bovinos sdo as infestacdes
por Rhipicephalus microplus que, segundo o Consultative Group for International
Agricultural Research (CGIAR), sdo uma das principais causas de prejuizos a producao
animal, principalmente em condicdes tropicais (CGIAR Annual Report, 2002). O carrapato

R. microplus é responséavel por perdas econdmicas anuais bilionarias, geradas tanto pela



29

acdo espoliativa e hematofagia quanto pela transmissdo de agentes infecciosos
causadores de diversas doencas como a babesiose e anaplasmose, que estdo
associados com o aumento da mortalidade no rebanho, queda na produgédo de leite,
diminuicdo do ganho de peso, além de gastos com controle e profilaxia (CASTRO, 1997).

A principal forma de combate ao carrapato € realizada por meio da aplicacao de
acaricidas, porém estas substancias podem representar grandes ameacas a saude
animal, humana e ao meio ambiente. Além disso, ha relatos da proliferacéo de carrapatos
resistentes aos acaricidas em todas as regibes com producdo pecudria intensa, o que
leva & escassez de novas bases quimicas para seu controle (RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2007; ANDREOTTI et al., 2011). No Brasil ndo hd uma politica que controle a
administracdo de acaricidas utilizados no combate ao R. microplus, ficando sob
responsabilidade do produtor selecionar os agentes utilizados contra o parasito. Muitas
vezes ndo sao escolhidos os acaricidas mais adequados, além de realizar-se a aplicagéo
incorreta. O uso continuo e de forma inadequada por um longo periodo pode promover a
selecdo de populagbes de carrapato com maior resisténcia (ANDREOTTI et al., 2011;
HIGA et al., 2015). O R. microplus pode apresentar maior resisténcia aos acaricidas
comerciais em relagcdo a outros carrapatos, possivelmente devido ao menor periodo de
tempo entre as geragbes quando comparado a outras espécies (KOCAN, 1995). O
conhecimento do produtor sobre métodos de controle do carrapato é essencial para a
eficacia da metodologia empregada, no entanto, um estudo feito por Amaral (2011)
demonstrou que quase todos desconhecem os parédmetros a serem aplicados para
controle estratégico. Nesse sentido, torna-se importante, portanto, a comunicacao entre
pesquisadores, agentes publicos e privados e produtores, além de estabelecer
treinamentos de natureza mais adequada aos produtores rurais (AMARAL, 2011). O
controle estratégico consiste em uma série de cinco banhos consecutivos com acaricida,
com intervalo de 21 dias, eliminando o maior nimero possivel de uma geracdo de
carrapatos, produzindo menor quantidade para os meses futuros e deve ser adaptado de
acordo com as caracteristicas climaticas de cada regido, sendo realizado, de preferéncia,
na época mais quente ou seca do local (FURLONG et al., 2004). Com o aumento da
resisténcia aos acaricidas, h4 um acréscimo no uso e gastos com produtos quimicos e
mao-de-obra para a sua aplicagdo, bem como de residuos téxicos na carne e no leite e a
contaminacdo do meio ambiente. Isso estimula a procura de métodos biologicos e
imunoldgicos menos impactantes como formas alternativas de controle do carrapato.

O R. microplus é um parasito monoxeno, ou seja, possui apenas um hospedeiro
durante o seu ciclo de vida, que se divide em fase de vida livre e fase de vida parasitéria,
passando por quatro estagios: ovo, larva, ninfa e adulto (Figura 2). A fase de vida livre se

inicia com a queda da fémea adulta ingurgitada, chamada teledgina, que realiza a postura
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dos ovos e morre, e vai até a eclosdo dos ovos e transformacéo das neolarvas em larvas
infestantes (GONZALES, 1974). A fase parasitaria inicia-se com a fixacdo da larva
infestante na pele do hospedeiro, onde ocorre a formagédo de uma lesdo hemorragica pela
qual o parasito se alimenta (GONZALES, 1974). Durante esta fase os carrapatos se
alimentam do sangue do hospedeiro e trocam de cuticula se diferenciando (FARIAS,
1995). Apos diferenciacdo sexual as fémeas transformam-se em partendginas e, por fim
teledginas (GONZALES, 1974). Os machos ndo chegam a ingurgitar, se alimentam
eventualmente e vagam pelo hospedeiro em busca de fémeas para acasalar, podendo se
mover de um animal para outro que esteja em contato (MCGREGOR, 2010).

FASE DE VIDA PARASITARIA

GONANDRO

LARVA INFESTANTE4—— OVOS/ECLOSAD +————— POSTURA
FASE DE VIDA LIVRE

Figura 2. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus. Fonte: GONZALES et al., 1974.

O processo hematofagico inicia com a insercdo do aparelho bucal da larva na pele
do hospedeiro, a secrecdo do cemento, estrutura proteica responsavel pela fixacdo do
carrapato e saliva, responsavel pela modulacdo da resposta imune do hospedeiro
(OLIVEIRA et al., 2013). Durante este processo acontece a lesdo de capilares e outros
pequenos vasos permitindo que o parasita se alimente do sangue que flui para o local da
lesdo (KAZIMIROVA & STIBRANIOVA, 2013). Em resposta a esta injaria, 0 organismo
hospedeiro inicia um processo inflamatério, como dor, coceira, coagulagdo sanguinea e
ativacdo do sistema imune inato e adaptativo (SILVA et al., 2016; ABBAS, et al., 2012).
Para que sua alimentacéo seja efetiva, o carrapato necessita de estratégias capazes de
modular o sistema imunoldgico de seu hospedeiro. A saliva inoculada pelo parasita no
local de fixagdo possui um grande numero de componentes fisiologicamente ativos que

atuam de forma eficaz contra respostas imunoldgicas do hospedeiro (HOVIUS, 2009).

2.4.1. Resposta imune de bovinos contra o carrapato R. microplus: modelos de
resisténcia e susceptibilidade

E sabido que bovinos de ragas zebuinas de origem asiatica (Bos indicus) sdo mais
resistentes ao carrapato R. microplus quando comparados aos de racas taurinas (Bos

taurus), apesar de haver variagdo entre os cruzamentos (WHARTON et al., 1970). A
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resisténcia a infestacdo por R. microplus € considerada como adquirida ja que os niveis
aumentam apés a primeira infestagcdo (CONSTANTINOIU et al., 2010). Devido a migracao
global das racas europeias de B. taurus para a producdo leiteira durante os séculos XVIII
e XIX, este carrapato espalhou-se por regibes tropicais e subtropicais do mundo
(FRISCH, 1999; ESTRADA-PENA et al., 2006; BARRE & UILENBERG, 2010). As racas
suscetiveis, que foram introduzidas em regifes nas quais 0 R. microplus é endémico, ndo
resistiram a infestacdo por carrapatos na mesma propor¢ao que as ragas resistentes, que
desenvolveram uma resposta imune anti-carrapato mais eficaz devido a sua coevolugéo
com o parasita (FRISCH, 1999). Est4 bem estabelecido que estes fenotipos de resisténcia
ao carrapato em bovinos sdo hereditarios, porém os genes do hospedeiro nem os
correlatos imunoldgicos foram completamente descritos.

Pardmetros imunologicos da resisténcia ao carrapato diferem entre racas
susceptiveis e resistentes, bem como entre individuos dentro das mesmas ragas
(FRISCH, 1999). A variacdo nos alotipos de IgG2 estdo associadas a diferentes padroes
de resposta imune a patégenos (TABOR et al., 2017). Alotipos 1gG2a e IgG2b diferem na
sequéncia das regides CH1-CH3. Foi observado que a IgG2b é mais eficiente em iniciar a
cascata do complemento bovino, enquanto os animais com o al6tipo IgG2a sdo mais
suscetiveis a patégenos extracelulares (HEYERMANN & BUTLER, 1987; BASTIDA-
CORCUERA et al., 1999). Outros estudos mostraram que a distribuicdo e a presenca de
alétipos de IgG2 diferiram significativamente entre as racas taurina e zebuina (BUTLER et
al., 1994) e isso esta relacionado diretamente com o sucesso da infestacdo pelo carrapato
R. microplus que é maior em animais que expressam o alotipo IgG2a (CARVALHO et al.,
2011). Relatos demonstram que a saliva de artropodes tem a capacidade de bloquear a
acao do sistema complemento, o que garante 0 sucesso na alimentacéo destes parasitos
(FRANCO, et al.,2016). Ja foram descritas moléculas presentes na saliva de carrapatos
que possuem uma atividade anti-complemento, como a ISAC (l. scapularis anti
complement), que atua bloqueando a via alternativa de ativacdo do complemento e
gquando ausente na saliva reduz o ganho de peso do parasito (SOARES et al.,2005). A
saliva de R. microplus possui a capacidade de bloguear a via classica do sistema
complemento, bloqueando a clivagem de C4 e a deposicdo de C4b, e a via alternativa se
ligando ao C3b e a properdina, impedindo a formacao da C3 convertase desta via (SILVA
et al., 2016). Ademais, ensaios de microarranjo demonstraram que bovinos resistentes a
infestacdo pelo R. microplus apresentam maior expressdo de genes codificantes de
fatores do complemento em relagédo aos animais suscetiveis (CARVALHO et al.,2014).

As respostas de fase aguda desencadeadas pela inflamag&o no local da picada
do carrapato também se mostraram diferentes em bovinos com composi¢des genéticas

distintas. A saliva de R. microplus promove aumento da expressdao de CD86 em
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macrofagos e polarizacdo Th2 da resposta imune (BRAKE et al.,2010), ademais o extrato
de glandula salivar também demonstra inibicdo da producdo de IFN, IL-12 e TNF-a em
murinos, ressaltando consequéncias que podem ser importantes para a producdo de
proteinas de fase aguda. J& foi demonstrado que infestagbes com o R. microplus
aumentam a concentragdo sérica de HP e SAA e diminuem a concentracdo de AGP e
transferrina (CARVALHO et al., 2008).

Nesse contexto, apesar do figado ser o principal érgdo responsavel pela
manutencdo dos niveis seéricos de fatores do complemento e producdo de PFA, ndo
existem relatos acerca da participacdo de hepatdcitos no controle sistémico do
desenvolvimento da resposta imune em bovinos nem tampouco seu papel na interagdo

carrapato-hospedeiro.

2.5. Processos imunoldgicos em células hepaticas e suas aplicagdes em estudos
in vitro

O figado é o maior 6rgéo sélido dos mamiferos, onde 70% do namero de células,
ou 80% do seu volume, € composto por hepatdcitos que realizam funcdes metabdlicas. O
restante do figado € constituido por células ndo parenquimatosas, incluindo células
endoteliais, células estreladas, células de Kupffer e linfécitos, além de matriz extracelular
(GAO et al., 2008). Como desempenha um papel fundamental nas defesas imunolégicas
inatas contra patégenos através da producédo de PFA e manutencao dos niveis de fatores
séricos do complemento, o figado pode ser, portanto, considerado um érgao imunolégico
(RACANELLI, REHERMANN, 2006).

Culturas celulares de hepatdécitos tém sido amplamente utilizadas para estudar as
funcbes do figado, no entanto deve-se ter bastante cautela, pois as células podem perder
parte da sua funcdo comprometendo algumas atividades metabdlicas e imunolégicas
(TONG et al.,, 1992; GODQY, 2009). Como alternativa, para esses estudos in vitro,
algumas linhagens de hepatdcitos sdo utilizadas, como a HepG2 e a HepaRG de
humanos (DONATO et al., 2008; GRIPON et al., 2002), e a AML12, de murinos (WU et
al., 1994). Nao existem linhagens comerciais de hepatdcitos bovinos, o que dificulta o
estudo utilizando este modelo experimental animal. Nesse cenério, a cultura de células
primarias € o material mais viavel para o estudo in vitro das células hepéticas bovinas
(PANDA et al., 2015).

Para o isolamento primario de hepatdcitos podem ser utilizados protocolos néo
enzimaticos (KRAVCHENKO et al., 2002), enzimaticos sem perfusdo (SPOTORNO et al.,
2006), e perfusdo manual enzimatico (PANDA et al., 2015). A metodologia mais utilizada
para o isolamento de hepatécitos de murinos e humanos € baseada na perfuséo

enzimética em dois passos, utilizando o &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) como
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quelante de Ca®*, no primeiro passo, seguido pela perfusdo de solucdo contendo
colagenase, que € capaz de dissolver a matriz extracelular presente no tecido, isolando
os hepatécitos sem danificar a integridade da membrana plasméatica (BERRY & FRIEND,
1969; SEGLEN, 1979; MALARKEY et al., 2005). Entretanto, realizar a perfusédo do figado
de um camundongo é relativamente simples se comparado a um figado bovino, devido ao
grande tamanho deste, o que gera bastante dificuldade. Além disso, a esta metodologia
requer grande quantidade de solucbes e equipamentos especializados (PANDA et al.,
2015).

O protocolo enzimético sem perfusdo baseia-se na incubacao de fragmentos do
figado em solucdo de colagenase e pode consistir em uma alternativa para 6rgdos de
maior tamanho, como os da espécie bovina (EHRHARDT & SCHMICKE, 2016). Apesar
da alta viabilidade obtida no isolamento com a colagenase, sua utilizagéo requer cuidados
ao avaliar vias de sinalizagdo intracelular, visto que o uso da colagenase pode
desencadear a ativacao do sistema de estresse oxidativo de hepatécitos apds 4 a 6 horas
de cultivo (TIRMENSTEIN et al., 2000). Nesse sentido, o cultivo de hepatdcitos primarios
isolados por metodologia enzimatica deve ser mantido por maiores tempos para que as
células se ambientem e voltem a apresentar suas caracteristicas fisiol6gicas normais.
Porém, alguns autores relatam que essas células podem perder parte das suas principais
fungbes, como desintoxicagdo e sintese de proteinas plasmaticas (TONG, et al., 1992;
GODOQY, 2009).

Por serem poligonais e multipolarizados, os hepat6dcitos necessitam de pelo
menos duas superficies basolaterais e duas apicais para interagir e exibir sua
funcionalidade natural (ROJKIND, 1980; ADAY et al.,, 2011; SHRI et al., 2017). Para
prover este ambiente, varios estudos utilizam placas de cultura revestidas com as
proteinas da matriz extracelular (ECM), como colageno, Matrigel, gelatina biomatrizes e
derivados de proteoglicanos em placas de cultura (ROJKIND, 1980; ADAY et al., 2011,
SHRI et al., 2017).

Apesar de existirem varias metodologias descritas para isolamento de hepatdcitos,
poucos trabalhos caracterizaram o cultivo de hepatdcitos bovinos como modelo de estudo
in vitro, principalmente de respostas associadas com a producdo de PFA e fatores do
complemento (PANDA et al., 2015). Uma vez que a resisténcia ao carrapato R. microplus
envolve uma maior producédo e atividade do sistema complemento (SILVA, et al., 2016;
CARVALHO et al.,, 2014), além da producdo de diferenciada de PFA em resposta a
infestacdo (CARVALHO et al., 2008), o presente trabalho visou estabelecer um modelo de
cultivo primario de hepatécitos in vitro que permita a avaliagdo molecular dos sinais
regulatérios induzidos pela saliva desse parasito e agentes imunomoduladores em

bovinos. Essa abordagem podera constituir um avanco importante no conhecimento para
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a area veterinaria possibilitando o uso dessa ferramenta para compreender melhor o
metabolismo hepético em ruminantes e sua participacdo no desenvolvimento da resposta

imune adaptativa, bem como interacdo carrapato-hospedeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estabelecer um protocolo de isolamento e cultivo de hepatdcitos bovinos para
andlise do efeito modulador, in vitro, da saliva do carrapato R. microplus e receptor
PPARa sobre a expresséo de genes codificantes de proteinas de fase aguda e de fatores

do complemento.

3.2. Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo de isolamento primario e cultivo in vitro de hepatdécitos
bovinos com qualidade para estudos de expressdo génica.

o Verificar efeito modulador da saliva de carrapato de inibidor do receptor PPAR
sobre a expressao de proteinas do complemento e de fase aguda em hepatécitos

bovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

Para verificar o efeito modulador de moléculas sobre hepat6citos bovinos, foi
necessaria uma padronizacdo prévia da expansdo primaria destas células, in vitro,
visando uma maior integridade do material genético extraido. Uma vez estabelecido o
modelo, hepatdcitos bovinos foram incubados com diferentes moléculas para verificar
diferencas na expressdo de genes que codificam fatores do complemento e PFA

conforme o organograma apresentado na Figura 3.

4.1. Padronizagéo do Isolamento e Cultivo de Hepatécitos Bovinos

4.1.1. Isolamento de hepatdcitos

Para o isolamento de hepatécitos, foram coletados figados bovinos no abatedouro
Fripai em Juiz de Fora, Minas Gerais. Todos os procedimentos para este fim foram
aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Embrapa Gado de
Leite, sob o protocolo 31/2015. Os cuidados com a paramentacdo cirargica foram
adequados a Portaria GM n° 3214, de 08 de junho de 1978 (nhorma regulamentadora n° 6,
anexo |) em todas as coletas.

Para os experimentos de padronizacdo do isolamento e cultivo de hepatécitos, o
lobo caudal do figado foi excisado com auxilio de um bisturi estérii e armazenado
assepticamente em gelo durante o transporte para a Embrapa Gado de Leite (Juiz de
Fora, Minas Gerais), onde foi imediatamente processado. Foram utilizados 30 g de tecido
central do lobo que foram utlizados para testar trés métodos de isolamento dos
hepatdcitos: um mecénico, um enzimatico sem perfusao e um mecanico/enzimatico.

O protocolo mecanico, adaptado de Kravchenko et al., (2002), consistiu na
moagem manual do fragmento de figado com o auxilio de uma tesoura seguida de
lavagem com 30mL de PBS 1X com penicilina e estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Foi feita a filtragdo das células utilizando dois cell strainers, um de 70 ym e
outro de 40 pum (Corning Inc., Corning, NY, EUA). Ap6s a filtracdo foi realizada
centrifugacéo a 50 x g seguida por duas lavagens em PBS 1X. Apés a segunda lavagem,
as células ressuspendidas em PBS 1X foram submetidas ao gradiente de Percoll 1,124
g/mL (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). O anel de hepatdcitos foi entdo lavado
em HBSS contendo SFB 10% e centrifugado & temperatura ambiente. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1mL de meio DMEM/F12
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com L-glutamina 1% (Lonza, Basileia,
Suica), antibidtico 1%, aminoacidos essenciais 1% (MEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), SFB 10% e insulina 0,1%.
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Padroniza¢ao do isolamento e cultivo de hepatdcitos

v v V.

Isolamento enzimatico Isolamento mecéanico Isolamento mecanico/enzimatico

Colagenase 0,2% Divulsao Divulsdo/Colagenase 0,2%

|

Plagueamento

N

Sem matriz extracelular Matriz de colageno Matriz de gelatina
e Monocamada e Monocamada
e Sanduiche e Sanduiche
\ J
|

Analise da viabilidade e morfologia celular além da qualidade do RNA

Incubagdo com diferentes estimulos

e Saliva de R. microplus

e Citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B, IL-6, TNFa)
e GW6471

Avaliacdo da expressdo génica
e Genes de fatores do complemento (C1, C3, C4, C5, MBL)
e Genes de proteinas de fase aguda (AGP, HP, SAA)

Figura 3. Organograma detalhando as atividades de isolamento, cultivo e avaliacdo da expresséo génica de
hepatécitos bovinos submetidos a diferentes estimulos moduladores da imunidade inata. C1: fator do
complemento 1; C3: fator do complemento 3; C4: fator do com complemento 4; C5: fator do complemento 5;
MBL: mannose-binding lectin; AGP: a7-acid glicoprotein; HP: Haptoglobin; SAA: serum amyloid A.
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Os protocolos enziméticos consistiram basicamente na digestdo do tecido, tanto
em fragmentos maiores (adaptado de ADAY et al. 2011) quanto previamente
divulsionados (adaptado de SPOTORNO et al. 2006), em solugcéo de colagenase Il 0,2%
(Worthington Industries, Columbus, OH, EUA) por 15 minutos a 37°C. Para a
determinacdo da concentracdo de uso da enzima foram realizados testes com trés
diluicbes distintas (0,1%, 0,2% e 0,4%) na qual foi escolhido a que apresentou maior
viabilidade de células isoladas e rendimento suficiente para desenvolvimento dos ensaios
propostos. Ambos os fragmentos, maiores e divulsionados, foram incubados com a
colagenase tipo Il 0,2% e a solucéo resultante da digestéo foi filtrada em membrana de
nylon de 70 pum (Corning Inc., Corning, NY, EUA) e adicionada a uma de Solugéo
Balanceada de Hanks (HBSS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 2 mM de acido etilenoglicol
tetra-acético (EGTA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a neutralizacdo da acdo da
enzima. Em seguida foi realizada uma centrifugacao para a obtengdo de um precipitado
contendo as células e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi entdo submetido a
trés lavagens com tampao fosfato salino 1X (PBS; Amresco, Cleveland, OH, EUA). Apos
a ultima lavagem as células foram centrifugadas por 50xg por 5 minutos e o sobrenadante
foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS 1X e esta soluc¢éo foi submetida
ao gradiente de Percoll (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) com densidade de
1,124 g/mL. O anel de hepatécitos foi entdo lavado em HBSS contendo SFB 10% e
centrifugado a temperatura ambiente. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 1mL de meio DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) suplementado com L-glutamina 1% (Lonza, Basileia, Suica), antibiotico 1%,
aminoacidos essenciais 1% (MEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), SFB 10% e

insulina 0,1%.

Ao final do isolamento com as trés metodologias (mecanica, enzimatica com
fragmentos grandes ou tecido divulsionado) foi avaliada a contagem e viabilidade celular
por contagem em Camara de Neubauer em microscopio invertido com utilizacdo de Azul

de Tripan (Casa da Quimica, Brasilia, Brasil) 0,5% em solucao salina 0,85%.

4.1.2. Cultivo de hepatdcitos

Para o cultivo dos hepatécitos foram utilizadas placas de 4 e 96 pocos. As placas
de cultura foram recobertas com dois materiais que simularam uma matriz extracelular: a
gelatina 2% m/v (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), ou o colageno tipo | (300 ug/mL; BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). As placas de 4 pocos foram cobertas com 120 L

de cada solucdo e as de 96 pocos com 55 UL nas configuracbes de mono e bicamada.
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Além dos dois materiais utilizados como matriz extracelular nas diferentes configuracoes,
também foi testado o cultivo em placas sem tratamento.

Para o preparo da solucdo de gelatina, foram dissolvidos 0,2 g de gelatina em po
em 10 mL de agua MilliQ estéril. Esta mistura foi autoclavada a 121°C e 15 psi por 30
minutos, apoés isso, a gelatina foi adicionada a placa e acondicionada sem tampa na
capela por duas horas para polimerizacdo. Para a cobertura com colageno tipo | foi
preparada uma solucdo na concentracdo de 300 pg/mL em tampéo fosfato salino
conforme recomendacdo do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). A
solugdo foi entdo adicionada a placa de cultivo e mantida tampada a temperatura
ambiente por 18 horas para polimerizacdo do colageno. No dia seguinte foram realizadas
duas lavagens com agua destilada e secagem por duas horas na capela de fluxo laminar.

Foram testadas duas configuragfes distintas para cada material usado como
matriz de suporte: uma em monocamada cobrindo somente o fundo da placa e outra em
sanduiche, que consistiu na presenga de uma camada abaixo e uma acima das células
em cultivo conforme protocolo descrito por Dunn et al. (1991). Basicamente, apés
contagem e calculo da viabilidade feito com azul de Tripan 0,5%, os hepatécitos bovinos
isolados foram transferidos para as placas de cultivo celular cobertas, ou ndo, com as
matrizes de suporte de gelatina e colageno. Foram transferidas 2,5 x 10° células por poco
cultivadas em meio de cultura DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com L-glutamina 1% (Lonza, Basileia, Suiga), antibiético 1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), MEM 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), SFB 10% e
insulina 0,1% (Lonza, Basileia, Suica). Na configuracdo de sanduiche das matrizes de
suporte celular, a segunda camada foi adicionada 24 horas ap6s o plaqueamento
conforme protocolo descrito por Dunn et al. (1991), onde foi retirado o meio de cultura e
adicionados 120 pL da solucao de gelatina 0,2% ou colageno Tipo | 300 pg/mL. Apés a
secagem por 2 horas o meio de cultura foi adicionado novamente. O cultivo dos
hepatdcitos foi mantido por 7 dias em estufa a 37 °C e 5% de CO, e umidade controlada,
sendo realizadas trocas do meio a cada 48 horas.

A andlise da morfologia e integridade celular e da qualidade do RNA extraido dos
hepatdcitos cultivados foram utilizadas para definicdo da melhor metodologia de cultivo
para parte experimental. Foi utilizada microscopia Otica para andlise da morfologia e
integridade celular. Foram observadas a integridade da membrana, presenca ou auséncia
de alongamentos citoplasmaticos e fragmentagédo nuclear baseadas em fotomicrografias
descritas por Aday et al. (2011), Zhang et al. (2011) e Spotorno et al. (2006). A
integridade do RNA foi analisada por eletroforese capilar microfluidica, utilizando o
equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) e 0 RNA
6000 Pico kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O valor da integridade foi
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determinado pelo software do proprio equipamento a partir do perfil obtido no
eletroferograma, e baseados na raz&o entre as densitometrias das bandas 28S e 18S do
RNA ribossémico. O RNA Integrity Number (RIN) é a medida da integridade do RNA e
varia de 1 a 10, onde 1 indica RNA muito degradado e 10 indica RNA integro
(SCHROEDER et al., 2006).

4.2. Avaliacdo da Modulacdo da Expressdo de Genes Relacionados com a
Imunidade Inata em Hepatécitos Bovinos

4.2.1. Coleta de saliva do carrapato R. microplus

Para a obtencdo da saliva do R. microplus foi realizado um procedimento de
salivacdo induzida, no qual foram utilizados carrapatos coletados de bovinos
artificialmente infestados com o parasito, criados no Campo Experimental José Henrique
Bruschi (CEJHB) da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, Minas Gerais. Toda
a parte experimental utilizando animais foi devidamente autorizada pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de Leite (protocolo N° 5578010817).

A infestagdo artificial foi realizada fixando-se seringas contendo cerca de 60.000
larvas por animal. Estas larvas se desenvolveram até a fase de teledgina/partendgena, as
guais foram retiradas do couro do animal com cuidado para ndo danificar a probdscide.
Para realizar o processo de salivagcdo, as fémeas do carrapato foram entdo fixadas na
lateral de uma estaca com fita dupla-face, com o aparelho bucal voltado para cima. Foi
aplicada uma solucéo de pilocarpina a 5%, que é um agonista de receptores adrenérgicos
0s quais, quando ativados, provocam a contracdo da glandula salivar e secrecdo da saliva
através da probdscide do parasito (KAUFMAN, 1978). ApGs aproximadamente duas horas
teve inicio a coleta da saliva, que foi acondicionada em microtubos em gelo. Ao final da
coleta a saliva foi armazenada em freezer a -20°C. Apés a obtencado de todo o volume de
saliva necessario para o experimento foi preparado um pool contendo todas as amostras.
Este pool foi centrifugado, o precipitado formado foi descartado e a saliva separada em
aliquotas. Foi realizada entdo analise quantitativa de proteinas presente na saliva, por
meio de espectrofotometria pelo método de Bradford (Biorad®, Hercules, CA, EUA)
conforme recomendacgdo do fabricante, e andlise qualitativa por eletroforese em gel
desnaturante de gradiente (8-15%; Biorad®, Hercules, CA, EUA).

4.2.2 Estimulacdo de hepatécitos bovinos in vitro

Uma vez definida a metodologia de cultivo primario dos hepatécitos bovinos, foram
coletados em abatedouro local os figados de animais com diferentes caracteristicas
raciais, porém sem um conhecimento prévio da composicdo genética de cada animal. Os

fragmentos de tecidos (30g por animal) foram submetidos aos protocolos de isolamento
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mecanico/enzimaticos e cultivados com o meio de cultura DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) suplementado com L-glutamina 1% (Lonza, Basileia, Sui¢a), antibidtico
1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), MEM 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
SFB 10% e insulina 0,1% (Lonza, Basileia, Suica), conforme descrito no item 4.1.1. Os
hepatécitos foram mantidos em cultivo por sete dias, em estufa a 37 °C e 5% de CO,
onde, nas Ultimas 48 horas, foram adicionados diferentes estimulos, conforme detalhado
na tabela 2.

Tabela 2. Estimulos experimentais utilizados no cultivo de hepatdcitos, incluindo sua funcao e
concentracdo utilizada para estudo do efeito da modulacdo da expressao de genes relacionados
com a resposta imune inata em bovinos resistentes e susceptiveis ao carrapato R. microplus

Estimulo Funcéo Concentracéo

Citocinas pro- inflamatoérias
(IL-1B, IL-6 e TNFa) 1X

Simulacéo de
inflamacéo sistémica

IL-1B 10 ng/mL
IL-6 10 ng/mL

TNFa 50 ng/mL

Citocinas pro inflamatorias
(IL-1B, IL-6 e TNFa) 2X

Simulacao de
inflamacéo sistémica

IL-1B8 20 ng/mL
IL-6 20 ng/mL

TNFa 100 ng/mL

Citocinas pro inflamatérias
(IL-1B, IL-6 e TNFa) 4X

Simulacéo de
inflamacéo sistémica

IL-1B 40 ng/mL
IL-6 40 ng/mL

TNFa 200 ng/mL

GW6471 Inibidor do receptor 10 uMm
PPARa

DMSO Veiculo do GW6471 10 pMm

Saliva de R. microplus Alvo experimental 1:100

Saliva de R. microplus Alvo experimental 1:1000

GW6471 + Saliva 1:100 Alvo experimental 10 uM + 1:100

GW6471 + Saliva 1:1000

Alvo experimental

10 uM + 1:1000
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Além do uso da saliva do carrapato R. microplus como estimulo no cultivo dos
hepatdcitos, foi utilizado um coquetel das citocinas pré-inflamatérias IL-1 (PeproTech,
Rocky Hill, NJ, EUA), IL-6 (ThermoFisher, Waltham, MA, EUA) e TNF-a (PeproTech,
Rocky Hill, NJ, EUA) para confirmar se os hepatdcitos estdo ativos e responsivos aos
estimulos, mantendo sua func@o imune in vitro. Este coquetel foi utilizado em trés
diferentes concentragcfes, conforme descrito na tabela 2. O GW-6471 é um inibidor
sintético especifico do receptor peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR)
que atua regulando varios genes de importancia para o metabolismo celular, entre eles os
genes das proteinas de fase aguda e do complemento em humanos e murinos (ZAMBON
et al., 2006; BELFORT et al., 2010; RAKHSHANDEHROO et al., 2012; MOGILENKO et
al., 2013), ndo havendo nada descrito para bovinos. Uma vez que este inibidor sintético é
diluido em dimetilsulféxido (DMSO), este foi utilizado como controle de ativacdo na

resposta induzida pelo ligante do receptor PPAR alpha.

4.2.3. Extracdo, qguantificacdo e andlise da integridade do RNA

Foram testadas duas metodologias para a extracdo do RNA total das células
cultivadas, uma utilizando coluna de separacdo, com o SV RNA Isolation System kit
(Promega, Madison, WI, EUA), e outra utilizando TRIzol (ThermoFisher, Waltham, MA,
EUA), ambos de acordo com as recomendagfes do fabricante. Resumidamente, a
metodologia com coluna baseou-se na retirada do meio de cultivo da placa e adicdo do
tampdo de lise fornecido pelo kit, passando as células por uma seringa com agulha,
seguida pela adicdo de etanol e inje¢do na coluna. Apés alguns passos de lavagem da
coluna e tratamento com a DNase 1, o RNA foi isolado e eluido em agua livre de
nucleases. A metodologia do TRIzol iniciou-se com a retirada do meio de cultivo da placa
e posterior adicdo deste reagente para a lise das células aderidas a placa. O lisado foi
entdo transferido para um tubo, onde foi adicionado cloroformio e submetido a
centrifugac@o para a separacdo em trés fases, das quais a fase aquosa contém o RNA.
Esta fase foi entdo transferida para um novo tubo, onde foram adicionados isopropanol e
glicogénio para precipitacdo do RNA. Apds uma nova centrifugacdo, o precipitado
contendo o RNA foi lavado com etanol e ressuspendido em agua livre de nucleases. ApGs
isso as amostras foram incubadas a 55°C para melhor solubilizacdo do material genético.

A quantidade e qualidade do RNA extraido das amostras de hepatdcitos foi
analisada previamente no espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (ThermoFisher, Waltham,
MA, EUA). Apo6s a quantificacdo, o RNA foi dividido em aliquotas e armazenado em
temperatura de -80°C até o momento da analise de integridade por eletroforese
microfluidica utilizando o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA) e o kit RNA 6000 Pico (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O
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valor da integridade foi determinado pelo software do préprio equipamento a partir do
eletroferograma baseado-se na razao entre as densitometrias das bandas 28S e 18S do
RNA ribossémico. O RIN é a medida da integridade do RNA e varia de 1 a 10, onde 1
indica RNA muito degradado e 10 indica RNA integro (SCHROEDER et al., 2006).

4.2.4. Sintese de cDNA e PCR em tempo real

As amostras de RNA obtidas a partir de hepatécitos bovinos cultivados in vitro
foram utilizadas como molde para a sintese da primeira fita de cDNA, utilizando o kit
ProtoScript® Il (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O volume de RNA utilizado variou de acordo com a sua
quantificagdo, sendo ajustado para conter 700ng por reacdo, em todas as amostras. A
sintese do cDNA envolveu dois passos: primeiro as amostras de RNA foram
desnaturadas junto ao oligodT fornecido pelo kit, para eliminar possiveis estruturas
secundarias desta molécula. Nesse passo, as amostras foram incubadas por 5 minutos a
65° C e transferidas imediatamente para o gelo. Na etapa seguinte, foi adicionado um
tampédo de reacdo e a enzima transcriptase reversa. Nesse passo, a incubacgédo foi
realizada a 42° C por uma hora para a sintese da primeira fita de cDNA e depois 80° C
por 5 minutos, para inativar a enzima. Ao final do processo de incubagédo as amostras
foram transferidas imediatamente para o gelo e armazenadas a -20° C.

As reacdes de qPCR foram preparadas com o PowerUp SYBR Green Master Mix
(ThermoFisher, Waltham, MA, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Foram adicionados os primers dos genes de interesse e agua livre de nucleases em
placas 6pticas de 96 pocos. O 7500 Software v2.3 (ThermoFisher, Waltham, MA, EUA) foi
utilizado para analisar os dados obtidos pelo equipamento 7500 fast Real-Time PCR
Systems (ThermoFisher, Waltham, MA, EUA).

Para a escolha dos genes de interesse deste estudo foi considerado processo
inflamatorio local provocado pela picada do carrapato e inoculacdo da sua saliva no
hospedeiro bovino. Visto que a inflamagé&o provoca alteracdo na producdo de moléculas
da imunidade inata, como proteinas de fase aguda e do sistema complemento, que
também estdo associadas com respostas protetoras contra o carrapato em bovinos, e que
o figado € o principal 6rgdo produtor destas proteinas, foi verificada a expressdo dos
genes C1, C3, C4, C5, MBL, AGP, SAA e HP pelos hepatoécitos. As sequéncias dos
primers dos genes que codificam estas proteinas foram obtidas no banco de dados
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) e submetidas a andlise na plataforma Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) por alinhamento a sequéncias existentes no banco de
dados, a fim de se encontrar uma regiao exclusiva em bovinos, na sequéncia do mRNA.

Para a escolha dos primers, foi utilizado o software Primer Express (ThermoFisher,
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Massachusetts, EUA), que permite avaliar caracteristicas importantes para o
funcionamento destes na reacdo de PCR, como a razdo do contetdo de nucleotideos de
citosina e guanina proximos a 50%, bem como a auséncia ou baixa formacédo de
estruturas secundarias, como dimeros (ligacdo entre os primers de cada par) e formacgéo
de hairpins (ligagdo entre nucleotideos em um primer). As sequéncias dos primers
utilizados estdo descritas na Tabela 3. Todos os primers foram utilizados na concentragédo
de 100 nM com a temperatura de ligacdo de 60° C.
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Tabela 3. Sequéncias de primers utilizados para as reacdes de PCR em tempo real.

Gene Sequéncia dos primers (5’-3’)
: GGCCCGAGCGCATTGAT

: CCCTGACTCGTCCGTGAAGA

: GCTGCACGAGGCTAAAGACAT

: TTCGCAACTCTCTGTAGTGGTTTT

: GGCTCCAGCCATGTCGATT

: CCCATAGCAGCAGGTGTAGCA

: CAGACTCCAGGTGTCCATCGT

: GCTGACCTTTAGGCGTTTTCA

Proteina do complemento 1

Proteina do complemento 3

Proteina do complemento 4

Proteina do complemento 5

F
R
F
R
F
R
F
R
Lectina ligadora de manose Fr GCCTCTGATACCGLLTTCCT
R: GCCTAGCCTTCCTCCAGTTACA
Amiloide sérica A F: ACCTTTCCACGGGCATCAT
R: CCCTTGACCAGCTTCCTTGA
a1-glicoprotéina Acida F: GCTCTCTGGCAAGTGGTTTTATATT
R: GCCGCCTGGATTGCTCTA
Haptoglobina F: GTGGACCAGGTGCAGAGGAT
R: CGTGGCTCCCGAGATGAG
GAPDH F: GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA
R: CCCTCCACGATGCCAAAGT
RPLP 0 F: CAACCCTGAAGTGCTTGACAT
R: AGGCAGATGGATCAGCCA
F: GCCGACCTGTTGGATTACAT
HPRT R: ACATTCGAGGGGTCCTTTT
B-ACT F: AGCAAGCAGGAGTACGATGAGT

R: ATCCAACCGACTGCTGTCA

F: sequéncia forward do primer; R: Sequéncia reverse do primer; GAPDH: gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase; RPLPO: Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO; HPRT:
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; B-ACT: B-actin.

A andlise dos resultados de gPCR foi realizada por meio da avaliacdo das
variagcdes do cycle threshold (Ct), valor obtido pelo software do equipamento de acordo
com a intensidade de fluorescéncia emitida pelos componentes da reacdo, onde foi
gerado um grafico que indica a amplificagdo do material genético. O Ct € o ciclo no qual o
limiar da curva de amplificagdo é atingido (PFAFFL, 2004). Quanto maior for este valor
menor é a quantidade de RNA inicial e, consequentemente menor € a expressao do gene.
Essa analise foi feita para cada um dos genes de interesse de acordo com 0s primers
desenhados para a avaliagédo da eficiéncia dos primers na reacgéo.

As reacgfes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata para cada gene.
Para o célculo da eficiéncia das rea¢fes foi formado um pool com todas as amostras de
cDNA obtidas a partir do RNA proveniente dos hepatécitos bovinos cultivados in vitro
conforme padronizado previamente. Este pool foi feito juntando um volume de cada

amostra de modo que todas elas contivessem a mesma massa de RNA total, estimada
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pela quantificacdo por espectrofotometria. Para o calculo da eficiéncia da reacdo (E), no
gual foram testadas 5 diluicdes do pool, as amostras (in natura, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16) foram
utilizadas para a construcdo de uma curva padrédo baseada nos valores de Ct, de acordo

com a equacao:

E = 10(-1/inc|inagéo da reta)

Para o estudo da expressdo génica € necessaria a utilizacdo de genes de
referéncia (ou genes constitutivos) que sejam igualmente expressos em nas células
avaliadas mesmo na presenca de estimulos que perturbem o seu funcionamento. A
analise de estabilidade dos genes de referéncia (GAPDH, RPLPO, HPRT e B-ACT) foram
calculadas pelo software geNorm a partir de um valor (M), que é a variagdo média de
determinado gene em relagdo aos outros testados. Quanto menor o valor de M, mais
estavel é a expressdo do gene e confiavel seu uso como referencia em estudos utilizar
PCR em tempo real relativo (VANDESOMPELE et al., 2002).

4.2.5 Andlises estatisticas

Foram utilizados os métodos do AACt (fold change=2"“") e do ACt para analisar a
expressao génica relativa (LIVAK & SCHMITTGENT, 2001). Todos os testes estatisticos
utilizados foram realizados no software SAS (Statistical Analysis System Institute, Inc.,
Carolina do Norte, EUA), e basicamente consistem em testar igualdade entre médias da
variagdo de expressdo génica relativa das diferentes ragas e tratamentos considerados
neste experimento. Foi adotado P<0,05 para representar diferencas significativas nos

contrastes experimentais analisados.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento Celular

Para escolha da melhor metodologia de isolamento primario de hepatdcitos
bovinos foram avaliadas a viabilidade e a morfologia celular, bem como qualidade do
material genético (RNA) extraido de células isoladas por diferentes protocolos, mecéanicos
e enzimaticos, descritos obtidos na literatura. Inicialmente, para estabelecimento do
protocolo enzimatico, foi necessério verificar a concentracéo ideal de colagenase tipo Il
(Worthington Industries, Columbus, OH, EUA), utilizada para digerir o tecido hepatico, por
meio da contagem de células viadveis ao final da digestdo de fragmentos de peso
aproximado (5g), divulsionados ou ndo. Foram testadas trés diluicdes enziméaticas (0,1%,
0,2% e 0,4%) de acordo com a recomendagcdo do fabricante e dados de literatura
(SPOTORNO et al., 2006; ADAY et al.,, 2011). Os resultados demonstraram que a
incubacdo do fragmento de tecido previamente divulsionado aumentou em mais de trés
vezes a recuperagdo de células vidveis mesmo nas menores concentracdes de
colagenase (Figura 4). A digestdo do fragmento integro de tecido hepatico apresentou
maior eficiéncia no ndmero de células isoladas na diluicdo de 0,2% (3,94 x 10°
células/mL; Figura 4), no entanto continuou sendo menos eficiente que o tecido
divulsionado (13,30 x 10° células/mL; Figura 4). Apesar da divulsdo do tecido e
incubagdo com colagenase 0,4% ter apresentado o maior nimero de células viaveis, foi
padronizado o uso da colagenase 0,2% visando menor interferéncia enzimatica no cultivo
celular e possibilidade de comparacdo entre os dois protocolos enzimaticos utilizados
nesse trabalho.

80
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= [nzimatico
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Enzimatico + divulséao
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0,1% 0,2% 0,4%

Numero de células vidveis (x 108 cel/mL)

Colagenase (%)

Figura 4. Estabelecimento da concentracao ideal de colagenase tipo Il para digestdo de tecido
hepatico bovino. Eixo X: Diferentes diluigbes de colagenase tipo Il (0,1%; 0,2%; 0,4%) utilizadas
para digestao de fragmentos de 5g de figado, previamente divulsionados (cinza) ou ndo (preto).
Eixo Y: NUmero absoluto de células viaveis x 10° contadas por exclusdo em Azul de Trypan na
camara de Neubauer.
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Uma vez estabelecida a concentracdo de colagenase a ser testada nos protocolos
enzimaticos de isolamento de hepatdcitos, foi comparado o rendimento e viabilidade
celular para estabelecimento da melhor metodologia a ser adotada para os testes de
imunomodulagdo, com base nas referéncias ja descritas (KRAVCHENKO et al., 2002;
SPOTORNO et al.,, 2006; ADAY et al., 2011). O isolamento mecanico de hepatdcitos
apresentou as menores contagens (2,18 x 10° + 0,19 células/mL; Figura 5A) e viabilidade
celular (17,96% =+ 4,54; Figura 5B) quando comparado as outras metodologias testadas.
No isolamento enzimatico, sem divulsdo prévia do tecido, foi observado um aumento na
contagem de células (3,94 x 10° + 0,44 células/mL; Figura 5A) e maior viabilidade celular
quando comparado a metodologia mecanica (82,18% =+ 4,40; P<0,05; Figura 5B). O
protocolo enzimético, com divulsdo prévia do tecido, apresentou o maior rendimento
celular (88,05 x 10° + 10,96 células/mL; P<0,05; Figura 5A) e viabilidade em comparacéo
aos outros protocolos testados (93,06% = 1,0; Figura 5B). De acordo com os resultados, a
divulsdo prévia do tecido e posterior digestdo com colagenase tipo Il 0,2% foi definida

como melhor metodologia dada a alta viabilidade e maior recuperacao celular.

A B
- m
2 1104 = 5 4004
(-] 3
= 1004 7 % ==
Z 90 o 907
2 X T 854
s 80 2T 801
® 704 o 8 751 *
> 15 2a 257
] a9 2
S 10 S .3
3 53 15 |
s § g "2
B = S s
g ° o o a 0
E & & & = & & &
2 ¢ B S R s
¥ (,}\ ox @ @Q x
o L
& »
& S
« &

Figura 5. Rendimento e viabilidade de células de figado bovino com diferentes
metodologias. A) niumero absoluto de células viaveis x 106 obtidas nos isolamentos
mecanico e enzimatico utilizando Colagenase Tipo Il 0,2% (com e sem divulsdo
prévia do tecido). B) viabilidade celular nos diferentes tipos de isolamento celular de
tecido hepatico. Fragmentos de 5g de figado foram utilizados para testar cada um dos
protocolos. A contagem de células viaveis foi feita por exclusdo em Azul de Trypan
0,5% na camara de Neubauer. O célculo da viabilidade foi realizado dividindo o
numero de células viaveis pelo nimero total de células contadas x 100. *P<0,05, teste
t de Student.
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5.2. Cultivo dos hepatécitos

Para simular uma matriz extracelular nas placas de cultivo foram utilizadas duas
solucBes distintas, o colageno 300 pg/ml e a gelatina a 2%, nas configuracbes de
monocamada, recobrindo a placa de cultivo, e bicamada “em sanduiche” com células
intercalantes. Também foi realizado o cultivo celular sem a adicdo de nenhuma solugao
de matriz de suporte como controle. A viabilidade foi calculada apés 7 dias de cultivo com
auxilio de uma solucdo de dissociacdo celular ndo enzimatica para soltar as células
aderidas. Foi observado que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos pela andlise de variancia (Figura 6). Uma vez que ndo houve diferenca na
viabilidade de hepatocitos cultivados nos diferentes revestimentos, optou-se utilizar a
gelatina devido ao custo mais baixo e disponibilidade no nosso laboratorio.

Viabilidade %
(células viaveis/total de células)
WHhNON®
[=R-N-N-N-N-]
%

Figura 6. Viabilidade de hepatécitos cultivados sobre diferentes revestimentos. Hepatécitos
foram isolados de tecido divulsionado de figado incubado com colagenase tipo Il 0,2% e
cultivados por 7 dias sobre diferentes matrizes de suporte (gelatina 0,2% e colageno 300ug/ml).
A viabilidade celular foi calculada por exclusdo em Azul de Trypan 0,5% na camara de Neubauer
dividindo-se o numero de células viaveis pelo nimero total de células contadas x 100. Nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos (P=0,3832 one-way Anova).

Em isolamentos primarios de hepatdcitos, com metodologia enzimatica, é
recomendado realizar uma etapa de estabilizacdo celular que consistiu em 7 dias de
cultivo em estufa, com temperatura e umidade controladas. Uma vez escolhida a gelatina
como matriz de suporte para o cultivo dos hepatdcitos isolados, foi verificado se haveria
diferengas morfolégicas quando colocadas por 5 dias em cultivo utilizando mono ou
bicamadas comparando com o0s pocos sem tratamento (Figura 7). Nos cultivos de
hepatdcitos, sem a presenca da matriz de suporte, foi observado que os complexos
celulares eram menos numerosos e havia predominancia de células com o formato
esférico (Figura 7A). As células cultivadas em monocamada apresentaram formacgao de
complexos celulares com um formato hexagonal tal qual esperado para hepatécitos
(Figura 7B). Ja na configuracdo de sanduiche, os hepatocitos apresentaram-se mais

isolados e com um formato mais esférico (Figura 7C).
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Figura 7. Cultivo primario de hepatocitos bovinos. Fotografias representativas de hepatécitos
bovinos cultivados por 5 dias em A: placa de cultivo celular sem revestimento; B: Monocamada de
gelatina 0,2%; e C: Sanduiche de gelatina 0,2%.



51

Além da analise morfolégica, também foi avaliada a integridade do RNA extraido
dessas células. Foram testadas duas metodologias para a extragdo do RNA total dos
hepatdcitos cultivados in vitro, sendo uma utilizando o SV RNA Isolation System kit
(Promega, Madison, WI, EUA), e outra utilizando TRIzol (ThermoFisher, Waltham, MA,
EUA), ambos de acordo com as recomendacdes do fabricante. A extracdo de RNA
realizada com o TRIzol apresentou concentragdes mais elevadas (203,73 + 79,66 ng/uL),
enquanto o kit comercial apresentou valores muito baixos de concentracdo (<10 ng/pL).
Sendo assim, foi entdo escolhida a metodologia do TRIzol para a extragdo do RNA nos
ensaios posteriores.

A integridade do RNA de hepatdcitos bovinos, cultivados sobre as diferentes
superficies (placa sem tratamento, mono e bicamada de gelatina), foi entdo avaliada com
base na razdo entre as densitometrias das bandas 18S e 28S do RNA ribossémico
(Figura 8). A utilizagéo da bicamada de gelatina como matriz de suporte celular resultou
em uma maior degradacdo do RNA (Figura 8A) e valor mais baixo de RIN (1,42 + 0,58,
P<0,05%) quando comparado com outros protocolos (Figura 8B). O cultivo de hepatdcitos
bovinos em monocamada de gelatina apresentou alta integridade do RNA e melhores
valores de RIN (8,69 + 0,82). Apesar do RNA estar bastante integro nas células cultivadas
em placa nao tratada, a morfologia desses hepatdcitos estava alterada nas andlises de
morfologia por microscopia (Figura 7). Nesse sentido, para avaliacdo da expresséo génica
nos diferentes estimulos imunomoduladores, foi padronizado o uso de hepatécitos
bovinos isolados por meio de divulsdo de fragmentos do lobo caudal do figado seguido
pela digestdo enzimatica com colagenase tipo Il 0,2% e cultivo em monocamada de
gelatina 0,2% por 7 dias em meio DMEM/F12 suplementado com L-glutamina 1% (Lonza,
Basileia, Suica), antibiético 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), MEM 1% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), SFB 10% e insulina 0,1% (Lonza, Basileia, Suica).
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Figura 8. Qualidade do material genético (RNA) extraido de hepatdcitos bovinos. A: Gel de
eletroforese microfluidica das amostras de RNA extraidos dos cultivos de hepatécitos bovinos
em monocamada de gelatina, sanduiche de gelatina e sem gelatina. As bandas mais escuras
indicadas pelas setas vermelhas representam a banda 18S e 28S do RNA ribossdmico. B:
Gréfico comparativo dos valores de RIN das amostras cultivadas em monocamada de gelatina,
sanduiche de gelatina e sem gelatina. *P < 0,05, one-way Anova.

5.3. Estimulacdo de hepatocitos in vitro para avaliacdo da expressao de moléculas
relacionadas com a imunidade inata em bovinos

Uma vez definida a metodologia de cultivo priméario dos hepatécitos bovinos, foram
coletados figados de bovinos de um grupo heterogéneo, sem uma informacao precisa da
raca de cada animal avaliado, porém todos do sexo masculino. Como estimulo, foi
utilizado um coquetel das citocinas pro-inflamatoérias IL-1, IL-6 e TNF-a para mimetizar
uma inflamacéo sistémica e verificar se 0s hepatdcitos estdo ativos e responsivos
imunologicamente. Este coquetel foi utilizado em trés diferentes concentragdes, conforme
descrito na Tabela 2. Como estimulos imunomoduladores experimentais, foram utilizados
o0 GW-6471, que é um inibidor sintético especifico do receptor PPARaq, ligado ao controle
da producéo de complemento em modelo humanos (RAKHSHANDEHROO et al., 2012;
MOGILENKO et al., 2013), a saliva do carrapato R. microplus em duas diluicdes, coletada
e quantificada conforme item 4.2.1 do material e métodos (Anexo 1) e a associacdo entre

estes para cada raca bovina avaliada.
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Para verificar se todos os estimulos utilizados no cultivo celular gerariam um RNA
integro para a realizagcdo dos ensaios de gPCR, todas as amostras foram quantificadas e
submetidas a andlise de integridade. A Tabela 4 contém a média + desvio padrao da
concentragcdo de RNA obtida, bem como as razdes 260/280 e 260/230, que indicam a
pureza das amostras, e também o valor de RIN. Todas as amostras de RNA
apresentaram excelente integridade para os ensaios de qPCR de acordo com os

parametros analisados.

Tabela 4. Quantificacéo e integridade do RNA extraido de hepatdcitos bovinos cultivados in vitro
apos desafio com diversos estimulos imunomoduladores.

Tratamento ng/ul 260/280 260/230 RIN
(média+ DP) (média+DP) (média+DP) (média+ DP)
Sem estimulo 190,71 +53,73 1,76 +0,06 0,49 +0,13 8,90+ 0,19
Citocinas 1X 244,00 + 84,51 1,81 +0,10 0,72+0,34 9,00 £ 0,65
Citocinas 2X 327,40+ 201,95 1,75 +0,10 0,54 £ 0,22 8,68 £ 0,84
Citocinas 4X 299,17 + 163,29 1,78 +0,10 0,66 £ 0,23 9,14 £ 0,45
GW 6471 283,18+85,61 1,85 +0,11 0,82 +0,34 8,61 + 0,57
DMSO 329,19 +157,80 1,81 +0,14 0,82 £ 0,52 9,31+0,31
Saliva 1:100 272,88 +59,50 1,84 £0,07 0,75+0,18 8,88 £ 0,47
Saliva 1:1000 359,61 +297,16 1,81 +0,10 0,68 £ 0,22 9,25+ 0,36
GW 6471 + Saliva 1:100 299,09 + 158,31 1,78 +0,11 0,67 £ 0,31 8,65 £ 0,50
GW 6471 + Saliva 1:1000 351,69 + 185,05 1,75 +0,12 0,60+ 0,18 8,87 + 0,25

5.6. Ensaios de qPCR

5.6.1. Eficiéncia dos primers

Para avaliar o efeito imunomodulador da saliva do carrapato sobre os hepatécitos
cultivados com os estimulos descritos no item 4.2, foram realizadas reacfes de qPCR,
onde, para cada tratamento, foi avaliada a expressdo dos genes dos fatores do
complemento (C1, C3, C4, C5 e MBL) e de proteinas de fase aguda (AGP, SAA e HP).
Primeiramente, foi realizada uma bateria de reacdes para verificar a eficiéncia dos primers
utilizando um pool de cDNA obtido a partir da reacdo em transcriptase reversa de
guantidades semelhantes de RNA de todas as amostras experimentais. O calculo da
eficiéncia demonstrou que a amplificacdo dos genes que codificam o C4 e a haptoglobina
estavam fora da variacdo tolerada para o ensaio (100+10%; ROGERS-BROADWAY &
KARTERIS, 2015; Tabela 5), contudo ndo foram testadas diferentes concentracdes
destes primers, 0 que poderia ajustar estes valores tornando-os mais proximos do
aceitavel. A escolha dos genes de referéncia para calculo da expressao relativa dos alvos
foi baseada na analise de estabilidade calculada com o software geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002). O valor de estabilidade M deve ser inferior a 0,15, sendo
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gque guanto mais baixo for este valor, maior a estabilidade do gene endbgeno. Os genes
que se apresentaram mais estaveis foram o HPRT (M=0,067) e o GAPDH (M=0,072), os
genes B-ACT (M=0,105) e RPLPO (M=0,097) foram os menos estaveis e descartados do

ensaio.

Tabela 5. Eficiéncia dos primers utilizados nos ensaios de PCR em tempo real. A eficiéncia foi
calculada com base na inclinacdo da reta resultante dos valores de Ct obtidos em cinco diluicBes
do pool de amostras de RNA feito com todos os estimulos experimentais (E = 10(-1/inclinagéo da
reta)).

Gene Eficiéncia (%)
Proteina do complemento 1 103,07
Proteina do complemento 3 94,99
Proteina do complemento 4 57,19
Proteina do complemento 5 94,18
Lectina ligadora de manose 98,77
Amiloide sérica A 92,19
al-glicoproteina acida 101,76
Haptoglobina 214,46
GAPDH 93,26
RPLPO 99,68
HPRT 96,91
B-ACT 90,22

GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase; RPLPO: Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit
PO; HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; B-ACT: B-actin.

Apesar de alguns genes como C5, AGP, MBL terem apresentado valor dentro
deste intervalo (Tabela 5), foi observada amplificacdo tardia (valores de Ct: C5 = 34,63 +
0,95; AGP = 35,78 + 1,16; MBL = 36,30 + 1,31). Devido a amplificagédo tardia destes
genes experimentais foi realizada uma reacdo de PCR em tempo real com o RNA
proveniente de amostras de tecido fresco, extraido com a mesma metodologia, para
verificar a eficiéncia dos primers e expressdo basal em material ex vivo. Os valores de Ct
resultantes desta corrida foram mais baixos (C5 = 21,77 £ 1,04; AGP = 22,51 +1,16; MBL
= 18,16), o que significa que estes genes estavam sendo expressos in vivo e, apos
isolamento e cultivo de hepatdcitos, por algum motivo, eles ndo estdo sendo detectaveis.
Como a quantidade de material genético extraido previamente nos ensaios ndo permitiu o
uso de concentracdes maiores de cDNA na reacdo de PCR em tempo real, esses alvos

nado foram analisados frente aos diferentes estimulos experimentais.
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5.6.2. Ensaios expressao génica por qPCR para avaliacdo da expressao de Cl1, C3 e
SAA em hepatdcitos bovinos cultivados in vitro

A expressao dos genes Cl, C3 e SAA, Unicos que apresentaram eficiéncia
aceitavel nos testes (Tabela 5), foi avaliada para cada um dos tratamentos experimentais
(descritos no item 4.2.). Foi realizada uma analise de expressdo génica com base nos
valores de ACt, que é a diferenca entre os valores de Ct do gene alvo e a média
geométrica dos valores de Ct dos genes de referéncia, para verificar se as células
estavam respondendo ao controle positivo (citocinas 1X, 2X e 4X). Todas as analises
estatisticas podem ser visualizadas no anexo 2. O gene SAA apresentou diferenca
significativa entre o controle positivo nas trés concentracdes utilizadas (citocinas 1X, 2X e
4X) e o controle negativo (P<0,0001; procedimento GLIMMIX; Tabela 6 e anexo 2). Ja o
gene C1 apresentou diferencga significativa (P<0,05; procedimento GLIMMIX; Tabela 6 e
anexo 2) entre o controle negativo e o controle positivo nas duas concentragbes mais
altas (citocinas 2X e 4X). O gene C3 ndo apresentou diferenca significativa entre os

controles positivos e negativo.
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Tabela 6. Expressdo génica (ACt médio + desvio padrdo) de SAA, C1 e C3 em hepatécitos
bovinos estimulados com as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a.

Gene Tratamento  ACt Médio + DP
Sem estimulo 2,71+1,81
saa  Citocinas 1X 1,62 + 1,622
Citocinas 2X -1,21+ 1,68
Citocinas 4X -1,29 + 2,48"
Sem estimulo 535+ 1,74
c1 Citocinas 1X 4,58 + 1,44
Citocinas 2X 4,48 + 1,41°
Citocinas 4X 3,99 +1,63°
Sem estimulo 3,10 £ 0,95
c3 Citocinas 1X 2,99+ 1,09
Citocinas 2X 3,10+ 1,08
Citocinas 4X 2,70+112

A letra A indica diferenca estatistica significativa (P<0,0001, procedimento GLIMMIX) e a letra B
diferenca significativa (P<0,05, procedimento GLIMMIX) entre o controle negativo (sem estimulo)
e 0s controles positivos (citocinas 1X, 2X, 4X) dentro de cada gene analisado.

Apés a confirmacgdo de que as células estavam responsivas ao controle positivo foi
realizada a andlise da expressao relativa dos trés genes para todos os estimulos
experimentais (Figura 9) pelo método do AACt, que € a diferenga entre o valor de Ct da
amostra e o valor de Ct do calibrador (amostra sem estimulo). Os valores relativos de
expressdo (fold change) foram obtidos utilizando a férmula 24", Primeiramente, foram
feitas comparacfes da expressao génica entre os diferentes estimulos, com o objetivo de
averiguar a interferéncia da saliva e do receptor PPARa sobre a resposta de hepatocitos.
Foi observada diferenca significativa de expressdo do gene SAA entre os controles
positivos (citocinas 1X, 2X e 4X) e os demais tratamentos, contudo ndo foi observada
nenhuma diferenga nos tratamentos entre si (P<0,05, Método Tukey-Kramer; Figura 9).

Os genes C1 e C3 nédo apresentaram diferenca significativa de expresséo entre os
controles positivos e os demais tratamentos (Figuras 10 e 11, respectivamente e Anexo
2).
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Figura 9. Valor relativo da expressédo do gene que codifica a proteina de fase aguda SAA por
hepatécitos bovinos. Os hepatdcitos bovinos foram tratados, apés 5 dias de cultivo, por 48 horas
com a associacao das citocinas IL-18 + IL-6 + TNFa em 3 concentragdes; saliva 1:100; saliva
1:1000; inibidor sintético do PPAR, GW-6471 e o seu veiculo DMSO, bem como a associagdo
deste com as duas concentragfes de saliva. * P<0,05 Teste de Tukey-Kramer.
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Figura 10. Valor relativo da expressdo do gene que codifica o fator do complemento C1 por
hepatécitos bovinos. Os hepatdcitos bovinos foram tratados, apés 5 dias de cultivo, por 48 horas
com a associacao das citocinas IL-1B + IL-6 + TNFa em 3 concentragfes; saliva 1:100; saliva
1:1000; inibidor sintético do PPAR, GW-6471 e o seu veiculo DMSO, bem como a associacao
deste com as duas concentra¢des de saliva. * P<0,05 Teste de Tukey-Kramer
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Figura 11. Valor relativo da expressao do gene que codifica o fator do complemento C3 por
hepatdcitos bovinos. Os hepatécitos bovinos foram tratados, apés 5 dias de cultivo, por 48 horas
com a associacao das citocinas IL-18 + IL-6 + TNFa em 3 concentragées; saliva 1:100; saliva
1:1000; inibidor sintético do PPAR, GW-6471 e o seu veiculo DMSO, bem como a associagdo
deste com as duas concentragfes de saliva.
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6. DISCUSSAO

Sistemas de cultura de hepatdcitos, in vitro, representam uma importante
ferramenta para o estudo das diversas funcbes desempenhadas pelo figado, como o
metabolismo, a biotransformacéo de drogas e o armazenamento de diferentes moléculas
(SHULL et al., 1987). Estes sistemas sdo capazes, por exemplo, de reduzir o uso de
animais para a experimentacdo de novos farmacos. Embora seja realizado ha muito
tempo, no estudo do metabolismo do figado, o cultivo de hepatécitos ainda pode
representar um grande desafio a diversos pesquisadores na area de imunologia. Ja foram
estabelecidas metodologias de isolamento e cultivo primario de hepatdcitos humanos e
murinos, bem como linhagens imortalizadas destas espécies para o estudo metabdlico do
figado, porém, para bovinos ainda ndo ha linhagens de células comerciais nem uma
metodologia de isolamento e cultivo bem estabelecida que seja capaz de representar a
atividade dos hepatdcitos semelhante aos estudos in vivo (PANDA et al., 2015). Com este
desafio, este trabalho teve como um dos objetivos testar metodologias de isolamento de
hepatdcitos bovinos para o estudo da expressao de genes relacionados a imunidade inata
no figado.

Por ndo haver ainda uma metodologia padronizada para o isolamento de
hepatdcitos bovinos, foram realizados testes a fim de obter resultados de viabilidade e
rendimento celular, necessarios para 0s ensaios propostos, atentando conjuntamente,
para a qualidade do RNA. Diversos autores demostraram que o isolamento celular
utilizando a enzima colagenase é o mais indicado para o cultivo primario de hepatécitos
(FRY, et al.,1976; BERRY & FRIEND,1969; SEGLEN, 1976; DUNN, et al., 1989). Nossos
resultados indicaram que a metodologia que utilizou apenas a incubagédo de fragmentos
do tecido hepatico com colagenase, geraram células com boa taxa de viabilidade, porém
um numero baixo de células. Segundo SPOTORNO et al. (2006), a incubagéo do tecido
fragmentado em solucdo de colagenase pode ser uma boa alternativa para o isolamento
de hepatécitos sem a perda de suas caracteristicas fenotipicas. Adaptacbes a este
protocolo foram realizadas e resultaram em um isolamento com alta viabilidade (93,06% *
1,0), que proporcionou um cultivo de hepatdcitos dos quais obteve-se a integridade do
RNA (RIN = 8,69 + 0,82), necessaria para a realizacdo de ensaios de PCR em tempo real
para o estudo de expresséo génica.

Diversos autores relataram que, para a manutencdo das func6es metabdlicas dos
hepatécitos em cultivo celular, os mesmos necessitam da presen¢ca de uma matriz
extracelular (DUNN, et al., 1989; SWIFT et al., 2011; DE BRUYN et al., 2013). A ruptura
da arquitetura tecidual normal, que ocorre durante o isolamento dos hepatdécitos, pode

destruir as jungBes entre os hepatoécitos e resultar em uma perda da polaridade celular
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normal, fazendo com que os hepatdcitos em cultura percam suas funcdes (ELAUT, et al.,
2006). Existem na literatura inUmeros relatos da utilizacdo do colageno com esta funcgdo,
sendo que alguns autores utilizaram outros materiais como Matrigel®, colageno, gelatina
Ou quitosana, para esta finalidade (ADAY et al., 2011).

A metodologia mais utilizada em cultivos com a presenca de matriz extracelular é
a de cultivo de hepatdcitos entre duas camadas de colageno, conhecida como cultura de
hepatdcitos em sanduiche (SCH, do inglés sandwich-cultured hepatocytes) que, segundo
de BRUYN et al. (2013), constitui uma ferramenta Unica que permite a exploracdo e
previsao, in vitro, dos mecanismos basicos realizados pelos hepatécitos, in vivo, como a
hepatotoxicidade induzida por drogas. Alguns autores destacam que hepatécitos
humanos cultivados em monocamada de matriz extracelular podem sofrer
desdiferenciacéo e perder suas fungdes nas primeiras 24 horas de cultivo, principalmente
por uma queda na atividade de enzimas citocromo P-450 (CYP-450) e na secrecao de
albumina, consideradas marcadores de atividade hepatica (DUNN, et al., 1989;
SCHYSCHKA, et al.,, 2013; ZEIGERER, et al., 2017). Além disso, o cultivo em
monocamada de substrato pode induzir alteragdo do citoesqueleto para uma morfologia
celular mais achatada. Essa mudanca na morfologia celular pode alterar as interages
entre as células e a matriz, resultando perda de vias de sinalizagdo necessarias para a
fungc&@o normal dos hepatdcitos (GODOY, et al., 2013). Entretanto, o estudo realizado por
ADAY et al. (2011) utilizando diferentes materiais, como colageno, gelatina e quitosana,
nas duas configura¢des, monocamada e sanduiche, em que foram avaliadas a viabilidade
e a atividade celular dos hepatdcitos em cultivo primario, mostrou similaridade entre a
monocamada de colageno e gelatina, sendo estes os tratamentos que apresentaram
maior viabilidade celular e atividade mitocondrial.

Os testes que foram realizados nesse trabalho com gelatina e colageno, ambos
utilizados no sistema de sanduiche e também em camada Unica, ndo apresentaram
diferenca quanto a viabilidade celular ao fim do cultivo. Analises morfolégicas dos
hepatdcitos bem como a viabilidade celular e a integridade do RNA foram os parametros
utilizados para a escolha da conformagdo em monocamada de gelatina para os cultivos
do ensaio. Os hepatécitos cultivados na configuracdo de sanduiche ndo apresentaram
formacdo de complexos celulares conforme descrito em literatura. Além disso, o baixo
valor de RIN extraido das células cultivadas na gelatina em formato de bicamada
sanduiche (RIN=1,42 + 0,58) ndo permitiria a realizagdo dos ensaios de analise de
expressao génica.

Sabe-se que a enzima colagenase altera a capacidade oxidativa de hepatdcitos
apoés 6 horas em cultivo (TIRMENSTEIN et al., 2000) sendo necessario alguns dias para

que essas células se estabilizem novamente. Sendo assim, definida a metodologia de
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isolamento e cultivo dos hepatécitos, foram iniciados 0s ensaios experimentais, nos quais
os hepatdcitos foram cultivados por 5 dias para estabilizacdo das células e desafiados por
48h com os estimulos experimentais. Apés o cultivo foi realizada a extragdo do RNA para
0 estudo da expressao génica, onde todas as amostras apresentaram a concentracéo de
RNA necesséria para a realizacdo da sintese de cDNA para os ensaios de qPCR (295,69
ng/uL = 159,74), bem como altos valores de integridade (RIN=8,92 + 0,53).0s testes de
eficiéncia foram realizados com um pool de cDNA contendo todas as amostras
experimentais de forma equimolar. Dos oito primers selecionados (C1, C3, C4, C5, MBL,
AGP, SAA e HP), dois ndo funcionaram nas condi¢fes testadas (C4 e HP), apresentando
eficiéncia fora dos padrdes necessarios para a realizagdo do ensaio apesar da curva de
melting ter apresentado pico Unico. Nesse sentido, seriam necessarios novos ensaios
para ajuste de eficiéncia de ambos os primers, que serdo alvo de experimentos futuros
dado a baixa disponibilidade de RNA para realizacéo desse ensaio. Os genes C5, AGP e
MBL apresentaram valores de eficiéncia dentro da normalidade, no entanto, foi observada
uma amplificacdo muito tardia, com valores de Ct > 33 (Figura 9). Ensaios com amostras
de RNA de tecido fresco, extraidas com a mesma metodologia, demonstraram que o C5,
AGP e MBL estavam sendo expressos in vivo e, apo6s isolamento e cultivo de hepatdcitos,
por algum motivo, a expressao desses genes nao foi detectavel. Neste caso pode-se
sugerir que estes genes tenham perdido sua funcdo nos cultivos in vitro. Porém néo é
possivel generalizar a perda de funcao celular para todos os genes, visto que o0 gene SAA
continuou sendo expresso frente aos estimulos de controle positivo nos cultivos.

Segundo de Bruyn e colaboradores (2013), hepatdcitos em cultivo in vitro,
apresentam perda de fungdo metabdlica entre 75-95%. N&o existem relatos acerca da
funcdo imunol6gica, mas os dados de comparacdo do tecido hepético e hepatdcitos
bovinos cultivados in vitro sugerem perda de funcao imundlogica frente a diminuicdo da
expressao relativa de C5, AGP e MBL. Uma vez que para estabelecimento das condicbes
de reacdo em tempo real foram utilizados pools com quantidade equimolar de todas as
amostras de RNA, deverdo ser feitos ensaios posteriores para verificar se esse fenébmeno
equivale realmente a uma perda de fung¢do dos hepatdcitos derivado do cultivo in vitro, ou
a oscilacdo na producdo das moléculas analisadas frente aos diferentes estimulos
testados. Para tal seria necessaria avaliagdo dos niveis de expressdo e producdo de
moléculas relacionadas com a imunidade inata sem estimulos especificos com tecido
hepatico, que serd alvo de experimentos futuros dado a baixa disponibilidade de RNA
para realizagdo desse ensaio.

Avaliando a expressao dos genes C1, C3 e SAA, que demonstraram amplificacéo
com eficiéncia aceitavel nas condi¢fes testadas em cultivo de hepatécitos bovinos, foi

possivel verificar que o0 SAA e o C1 apresentaram aumento significativo de expresséo
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frente ao estimulo com citocinas pro-inflamatérias (controle positivo do ensaio) em ambos
0s grupos de animais testados. De acordo com GODSON et al. (1995), as citocinas pré
inflamatoérias IL-1, IL-6 e TNF-a regulam a produgdo de proteinas de fase aguda em
bovinos, no entanto a IL-1 e IL-6 atuam regulando diferentes PFAs quando analisadas
separadamente. De acordo com Zhou et al. (2016) a SAA é uma importante PFA que
pode ter sua concentracdo sérica aumentada em até mais de 1.000 vezes acima da sua
concentracdo basal em uma inflamagédo aguda em humanos, e € altamente dependente
de IL-1, IL-6 e TNF-a, que ativam a sinalizacdo via STAT3, NF- kB. Apesar de nossos
resultados apontarem o aumento da expressao da SAA e C1 pelos hepatdcitos quando
estimulados pelas citocinas pré-inflamatorias, 0 mesmo comportamento nao foi observado
para o fator do complemento C3, que tem sua expressao regulada pelas mesmas vias
gue a SAA em humanos (ZHOU, et al., 2016) Em um estudo realizado com linhagem de
hepatdcitos humanos foi observado um efeito sinérgico da combinagéo de IL-18 com IL-6
na secrecao de C3 (ANDREWS et al., 2003), corroborando os resultados de FALUS et al.
(1990) que descreveram um efeito semelhante de IL-1B3 e IL-6 combinadas na secrecao
de C3 pela linhagem de hepat6citos humanos HepG2.

Segundo MORGAN e GASQUE (1997) hepatdcitos humanos in vitro sdo capazes
de sintetizar Clr e Cls, mas nao produzem Clq e, portanto, ndo podem montar a
macromolécula C1 completa. Estes autores sugerem que o aumento dos niveis séricos de
C1 em humanos seja ocasionado com a sintese extra-hepatica das moléculas C1q por
fibroblastos, células epiteliais e por monécitos/macréfagos. Em seres humanos Clq
possui outras funcBes além da tradicional ativagdo do complemento, como durante a
gestacado, por exemplo, onde atua no remodelamento da decidua materna. Este fator do
complemento exerce atividade também sobre o desenvolvimento embrionario, em
processos da cascata de coagulacao e em atividades de sinapse neurolégica (LUBBERS,
et al., 2017), e ainda ndo é claro o processo de sintese de C1 pelos hepatécitos. Nao ha
na literatura relatos sobre a expressdo de C1 pelos hepatécitos bovinos, contudo a
diferenca na expressao deste gene (Tabela 6 e Anexo 2) sugere que ha producado deste
fator do complemento pelo figado de bovinos. Estudos de microarranjo realizados por
Carvalho et al. (2014) demostraram que o fator do complemento C1q tem sua expressao
aumentada em bovinos infestados pelo carrapato R. microplus, portanto a expressao do
gene C1 observada em nosso ensaio sugere que € possivel que em bovinos esta proteina
seja produzida pelos hepatécitos.

A auséncia de modulacdo da expressdo do fator do complemento C3 analisado
nesse trabalho frente aos estimulos com o coquetel de citocinas (controle positivo) sugere
que as vias moduladoras dessa resposta em bovinos talvez sejam distintas do que é

observado em humanos e murinos para o gene C3 (MOGILENKO et al., 2013). Em
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conjunto, os dados obtidos nesse trabalho sugerem que os hepat6citos isolados estéo
respondendo aos estimulos pro-inflamatérios, no entanto sdo necessérias melhorias nas
metodologias para verificar se a auséncia de alteracdo na expressdo de C3 estaria
relacionada com varia¢cdes observadas nas vias de sinalizagdo celular que existem entre
as espécies monogastricas e ruminantes, ou se poderiam estar ocorrendo frente a uma
desestabilizacdo dos hepatdcitos nas condi¢cdes de cultivo in vitro desenvolvidas nesse
trabalho.

O bloqueio da atividade do sistema complemento € uma atividade importante da
saliva de carrapatos ixodideos (SCHROEDER et al.,, 2006), além de realizar esta
atividade, a saliva de artropodes hematofagos contém uma variedade de moléculas com
propriedades imunomodulatérias, que tem como finalidade subverter o sistema imune de
seu hospedeiro e garantir o sucesso em sua alimenta¢do. Bovinos resistentes ao R.
microplus apresentam maior producdo de PFAs e fatores do complemento quando
comparados aos susceptiveis, esta diferenca de resposta contra o0 parasito pode estar
associada ao metabolismo de lipideos, que favorece a sinalizagédo celular por vias pro-
inflamatérias e se apresentou prejudicada em animais suscetiveis (CARVALHO, et al.,
2014). Segundo Carvalho et al. (2008) a SAA é uma proteina de fase aguda que tem seus
niveis séricos aumentados em resposta a infestagdo por R. microplus em animais
resistentes, mas nao nos susceptiveis. Como os resultados obtidos neste trabalho foram
provenientes de uma populacdo heterogénea néo é possivel afirmar precisamente o efeito
da raca quanto a producdo in vitro desta proteina de fase aguda

Em busca de um melhor entendimento da acdo da saliva do carrapato na
expressao de genes relacionados a imunidade inata pelos hepatdcitos, foi realizada uma
coleta de saliva para ser utilizada como estimulo no cultivo de hepatdcitos. Tanto a saliva
guanto o inibidor do PPARa, bem como a associacdo destas substancias nado diferiram
entre si na modulagédo da expressdo dos genes avaliados, somente quando comparados
ao controle positivo foi observada diferenca na expressao génica, sendo assim, nao foi
possivel identificar o efeito imunomodulador destas substancias nos hepatécitos bovinos.
Isto sugere que o processo inflamatoério provocado pela picada do carrapato possui maior
efeito na regulacdo dos genes relacionados a imunidade inata durante a infestacao.
Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de perda de funcdo e alteragbes nas
vias de sinalizagdo dos hepatoécitos in vitro. Sabe-se que, em camundongos, 0s
ativadores sintéticos do PPARa regulam negativamente as proteinas de fase aguda
(CORTON et al.,1998). Nesse sentido, maiores investigacdes devem ser feitas para
avaliar a participacdo do PPARa na resposta de fase aguda ja que nesse estudo foi
utilizado somente uma concentracdo do GW-6471 para prospectar efeito sinérgico ou

antagbnico ao da saliva do R. microplus. Serdo necessarios mais estudos em relagdo ao
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cultivo de hepatécitos bovinos devido as diferencas fisiologicas com mamiferos
monogastricos, como humanos e camundongos, principalmente em relacdo ao
aproveitamento de lipideos como fonte energética que apresenta uma alta atividade
reguladora da resposta imune em vertebrados.

7. CONCLUSOES

Foi estabelecido um protocolo de isolamento e cultivo primario de hepatécitos
bovinos que apresentou bons valores de integridade de RNA (>8,0), necessarios para a
realizacdo de estudos da expressdo génica pela técnica de qPCR. Para melhor
compreensdo do efeito imunomodulador da saliva do carrapato sobre a expresséo de
genes ligados & imunidade inata pelos hepatdcitos bovinos, in vitro, devem ser realizados

cultivos que sejam mais bem caracterizados quanto as fun¢des imunomoduladoras.
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ANEXO 1. Quantificagcdo de proteinas e gel de poliacrilamida da saliva do
carrapato R. microplus

A quantificacdo das proteinas presente na saliva do carrapato R. microplus foi
realizada pelo método de Bradford, conforme recomendagdes do fabricante,
apresentando uma quantidade média de 1254 pg/mL. A avaliagdo do perfil proteico
eletroforético da saliva por gel desnaturante de poliacrilamida revelou a integridade das

proteinas frente a auséncia de bandas indicativas de degradacédo abaixo de 20kDA.
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Figura suplementar 1: Analise da saliva do carrapato R. microplus, in natura, em gel de de
gradiente de poliacrilamida (Amershan ECL, gel 8-16%). MW: Marcador molecular.

ANEXO 2. Testes estatisticos:

1. Contrastes dos controles positivos com o controle negativo:
Procedimento GLIMMIX

ACt gene C1
Ajuste estimado para multiplicidade: Simulado
Contraste Estimativa | Erro padrdo | GL tvalor |Pr> |t| |P ajustado
Citocinas 1X vs sem estimulo 0,8120 0,3568 61 2,28 0,0264 0,0689
Citocinas 2X vs sem estimulo 0,9367 0,3568 61 2,63 0,0109 0,0301
Citocinas 4X vs sem estimulo 1,0393 0,3737 61,03 2,80 0,0068 0,0181




ACt gene C3
Ajuste estimado para multiplicidade: Simulado
Contraste Estimativa | Erro padrdo |GL tvalor | Pr> |t]| | P ajustado
Citocinas 1X vs sem estimulo 0,1738 0,3285 (62,01 0,53| 0,5987 0,9107
Citocinas 2X vs sem estimulo 0,05194 0,3285(62,01 0,16| 0,8749 0,9975
Citocinas 4X vs sem estimulo 0,1105 0,3413 (62,04 0,32| 0,7471 0,9762
ACt gene SAA
Ajuste estimado para multiplicidade: Simulado
Contraste Estimativa | Erro padrdo |GL |tvalor |Pr> |t| |P ajustado
Citocinas 1X vs sem estimulo 3,9652 0,4042 63 9,81|<0,0001 [<0,0001
Citocinas 2X vs sem estimulo 3,9555 0,4042 63 9,79 < 0,0001 |[<0,0001
Citocinas 4X vs sem estimulo 4,2269 0,4042 63 10,46 | < 0,0001 |<0,0001

GL: graus de liberdade; Pr: probabilidade
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2. Contrastes entre todos os tratamentos
Procedimento GLIMMIX

22t gene C1

Estimativas de parametro de covariancia

Param cov Estimativa | Erro padrao

Animal (raga) 3,4198

2,0472

Residuo 3,2641

0,6289

Testes tipo Il de efeitos fixados

Efeito GL num | GLden | Valor F

Pr>F

Tratamento 8| 53,92 1,44

0,2024

Agrupamento Tukey-Kramer para média dos
minimos quadrados dos tratamentos

(Alpha=0,05)

Média dos minimos quadrados com a mesma
letra nao se diferem significativamente

Tratamento Estimativa
Citocinas 4X 3,7581 | A
A
Citocinas 2X 2,8766 | A
A
Citocinas 1X 2,6062 | A
A
GW6471 + SALIVA 1:100 2,5435 | A
A
GW6471 + SALIVA 1:1000 2,5139 (A
A
GW6471 2,2925 (A
A
DMSO 1,7755 | A
A
Saliva 1:100 1,2873 |A
A
Saliva 1:1000 1.2808 A 1,2808 | A
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-AACt
2

gene C3

Estimativas de parametro de covariancia

Param cov Estimativa | Erro padrao
Animal (raga) 0,0222 0,02799
Residuo 0,2611 0,04976

Testes tipo Il de efeitos fixados

Efeito

GLnum | GLden | Valor F

Pr>F

Tratamento

8

55,2 0,88

0,5379

Agrupamento Tukey-Kramer para média dos

minimos quadrados dos tratamentos
(Alpha=0,05)

Média dos minimos quadrados com a mesma

letra nao se diferem significativamente

Tratamento Estimativa
Saliva 1:100 1,6239 | A
A
Citocinas 1X 1,3283 |A
A
Citocinas 4X 1,2925 | A
A
SALIVA 1:1000 1,2692 | A
A
DMSO 1,24 | A
A
GW6471 + Saliva 1:100 1,1878 | A
A
Citocinas 2X 1,1405 | A
A
GW6471 + Saliva 1:1000 1,1055 | A
A
GW6471 1,0365 | A

GL: graus de liberdade; num: numerador; den: denominador
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2% gene SAA

Estimativas de parametro de covariancia

Param cov Estimativa | Erro padrao
Animal (raga) 4,8274 5,7699
Residuo 51,9517 9,818
Testes tipo Il de efeitos fixados
Efeito GLnum | GLden | ValorF | Pr>F
Tratamento 8 56 14,53 | < 0,0001
Agrupamento Tukey-Kramer para média dos
minimos quadrados dos tratamentos
(Alpha=0,05)
Média dos minimos quadrados com a mesma
letra nao se diferem significativamente
Tratamento Estimativa
Citocinas 4X 24,6372 | A
A
Citocinas 1X 19,4572 | A
A
Citocinas 2X 18,097 | A
SALIVA 1:100 2,2541 |B
B
SALIVA 1:1000 1,8007 | B
B
DMSO 1,537|B
B
GW6471 + Saliva 1:1000 1,3984 | B
B
GW6471 1,3831|B
B
GW®6471 + Saliva 1:100 1,3515|B
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