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RESUMO

Os carrapatos sdo ectoparasitas obrigatoriamente hematdfagos, que secretam atraves de
sua saliva componentes bioativos com acdo imunomoduladora. Alguns protozoarios
utilizam esses componentes da saliva como meio de transporte e protecéo para estabelecer
sua infecgdo. A Leishmnia major causadora da leishmaniose cutdnea é um importante
microrganismo que pode ser transmitido pela saliva. O objetivo deste estudo foi avaliar
a capacidade imunomoduladora da saliva de Amblyomma cajennense diante da infeccédo
por Leishmania major in vitro. Foram utilizados macré6fagos infectados com Leishmania
e posteriormente tratados com diferentes concentragdes de saliva, 10pg/ml; 5 pg/ml, 1
pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml. Também foi avaliado a capacidade fagocitica,
por meio da citometria de fluxo. A producdo de oxido nitrico foi realizada pela reacao
colorimétrica de Griess utilizando o sobrenadante coletado das culturas, e as citocinas IL-
12, TNF-a, IL-10 e a quimiocina MCP-1 foram analisadas através do método de CBA.
Foi observado um aumento da capacidade fagocitica pelos macrofagos tratados com as
menores concentracdes de saliva apds uma hora de infeccdo. Ao avaliar a producdo 6xido
nitrico, evidenciou-se um aumento significativo culturas tratadas com baixa concentracdo
de saliva. Em relacdo as citocinas, houve um aumento nas condicGes de infeccdo e ndo
infeccdo dos macrdfagos. Nas condicbes de ndo infeccdo houve aumento das citocinas
IL-12, TNF-a e IL-10 nas culturas que receberam as menores concentracdes de saliva. A
quimiocina MCP-1 apresentou uma diminuicdo dose dependente nas culturas que
receberam somente saliva. Em condicdes de infeccao foi observado o aumento de IL-12,
TNF-a, IL-10 e da quimicina MCP-1 nas culturas tratadas com saliva, em todas as
concentracdes. Desta forma podemos concluir que a saliva de Amblyomma cajennense
possui mecanismos especificos que conseguem modular células e moléculas do sistema
imunologico do hospedeiro incluindo macrofagos e as citocinas e quimiocinas produzidas

por eles.
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ABSTRACT

Ticks are ectoparasites obligatorily hematophagous, which secrete through their saliva
bioactive components with immunomodulatory action. Some protozoa use these
components of saliva as a means of transport and protection to establish their infection.
The Leishmnia major that causes cutaneous leishmaniasis is an important microorganism
that can be transmitted by saliva. The objective of this study was to evaluate the
immunomodulatory capacity of Amblyomma cajennense saliva in relation to Leishmania
major infection in vitro. Leishmania-infected macrophages were used and subsequently
treated with different concentrations of saliva 10pg/ml; 5 pg/ml, 1 pg/ml; 0,1 pg/mi; 0,01
pg/ml; 0,001 pug/ml. The phagocytic capacity was also assessed by flow cytometry. Nitric
oxide production was evaluated by the Griess colorimetric reaction through the
supernatant collected from the cultures, and the cytokines IL-12, TNF-a, IL-10 and the
chemilone MCP-1 were analyzed by the CBA method. An increase in phagocytic capacity
was observed by macrophages treated with the lowest concentrations of saliva after one
hour of infection. When evaluating nitric oxide production, a significant increase was
observed in cultures treated with low saliva concentration. In relation to the cytokines,
there was an increase in the infection conditions and no infection of the macrophages. In
the conditions of non-infection there was an increase in IL-12, TNF-a and IL-10 cytokines
in the cultures that received the lowest concentrations of saliva. MCP-1 chemokine
showed a dose-dependent decrease in cultures that received saliva alone. Under infection
conditions, the increase of IL-12, TNF-a, IL-10 and the chemistry MCP-1 in saliva treated
cultures at all concentrations was observed. In this way we can conclude that Amblyomma
cajennense saliva has specific mechanisms that can modulate cells and molecules of the
host immune system including macrophages and the cytokines and chemokines produced

by them.
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Capitulo 1: Revisao de literatura

1.1 Aspectos gerais sobre carrapatos e sua importancia na saude

Os carrapatos sdo artropodes, ectoparasitas obrigatoriamente hemat6fagos
(GUGLIELMONE et al., 2014). Pertencem a classe Arachnida, subclasse Acarina, e
ordem Ixodida (DANTAS-TORRES; ONOFRIO; BARROS-BATTEST]I, 2009). Foram
descritas cerca de 820 espécies que estdo divididas em trés grandes familias, sendo elas,
o0s Argasideos (carrapatos moles) abrange cerca de 195 espécies, 0s Ixodidae (carrapatos
duros) com cerca de 625 espécies e os Nuttalliellidae representado somente por uma
espécie presente no continente africano (FIVAZ; PETNEY; HORAK, 1992; VIEIRA et
al., 2002). No Brasil, foram descritas cerca de 64 espécies de carrapatos, sendo 44
Ixodidaes e 20 Argasides (DANTAS-TORRES; ONOFRIO; BARROS-BATTESTI,
2009; NAVA et al., 2010).

A familia Ixodidae compreende as espécies de carrapatos de maior importancia
médico-veterinaria no Brasil. Sendo eles os géneros Boophilus, Anocentor e
Rhipicephalus, que sdo os carrapatos principalmente encontrados em bovinos, equinos e
caes. O género Amblyomma, é um dos mais numerosos do Brasil, tendo consideravel
importancia na satde publica, ja que inclui espécies que parasitam humanos. Dentre elas,
destacam-se Amblyomma cajennense, Amblyomma aureolatum, Amblyomma cooperi e
Amblyomma sculptum que estdo incriminadas na manutengéo enzodtica e na transmissdo
da febre maculosa para humanos (CIPRANDI; HORN; TERMIGNONI, 2003;
GWAKISA et al., 2001)

A espécie A. cajennense foi descrita por Fabricius em 1787, tem origem na regido
neotropical, sua descricéo foi feita a partir de uma espécie coletada na Guiana Francesa
(BEATI et al., 2013; GUGLIELMONE et al., 2006). Os adultos no Brasil s&o conhecido
popularmente como: “carrapato estrela”, “roduleiro”, “reduleiro”; as ninfas:
“vermelhinho™; e as larvas: “micuim”(DARCI; ARZUA; BECHARA, 2006). A
distribuicdo do A. cajennense ocorre no sul dos Estados Unidos, Meéxico, América
Central, Caribe e na maioria dos paises da America do Sul, com excecdo do Chile e do
Uruguai (CUNHA et al., 2007). No Brasil, é encontrado com abundancia em todos 0s
estados das regides sudeste e centro oeste. O A. cajennense completa apenas uma geragéo

por ano no sudeste do Brasil, com os trés estagios parasitarios marcadamente distribuidos
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ao longo do ano. As larvas predominam nos meses de abril a julho, as ninfas predominam
de julho a outubro e os adultos predominam nos meses quentes e chuvosos, de outubro a
mar¢o (DARCI; ARZUA; BECHARA, 2006; LABRUNA et al., 2004; MARTINS et al.,
2016; NAVA et al., 2010; VIEIRA et al., 2002).

Mesmo em areas com abundancia de hospedeiros, 0 A. cajennense pode nao ser
estabelecido pelas condigbes ambientais da regido, que nao propiciem o clima favoravel
para as fases de vida livre do carrapato. Estas condigdes sdo dependentes principalmente
da latitude (baixas temperaturas ao sul do estado do Parana limitam o estabelecimento
deste carrapato) e do tipo de cobertura vegetal, que vai influenciar diretamente no
microclima do solo. Tanto a presenga como a abundéncia de populacdes de A. cajennense
estdo fortemente associadas a presenca de reas com media a densa cobertura vegetal, tais
como pastos com abundancia de vegetacdo, capoeiras e matas. A regido de Campinas é
um grande exemplo de um local propicio para o estabelecimento do carrapato, pois ha
presenca de mata ciliar e de capivaras (ESTRADA-PENA; GUGLIELMONE;
MANGOLD, 2004; ESTRADA et al., 2006; MARTINS et al., 2016).

O A. cajennense passa por quatro estagios de desenvolvimento no seu ciclo de
vida, sendo eles: ovo, larva, ninfa e adultos. Com excecdo dos ovos, todos os estagios
precisam parasitar um hospedeiro para dar sequéncia na sua evolugdo, sendo necessarios
trés hospedeiros para completar o ciclo de vida (trioxeno). As fémeas depois de
fecundadas e ingurgitadas (teledginas) desprendem-se do hospedeiro e caem solo, na
vegetacdo permanecem por cerca de 12 dias, depois inicia-se o periodo de oviposicao.
Neste periodo uma Unica fémea ovipde em torno de cinco mil ovos, ao longo de 25 dias,
finalizando com sua morte (OLIVER, 1989).

Ap0s o periodo de incubacao (30 dias em media a temperatura de 25°C) ocorre a
eclosdo dos ovos e 0 nascimento das larvas (hexapodes). As larvas sobem e descem a
vegetacdo, conforme variagcdes ambientais, até o encontro do primeiro hospedeiro, onde
realizam o repasto de linfa, sangue ou tecidos dilacerados, por trés a seis dias; em seguida
desprendem-se do hospedeiro e buscam abrigo no solo onde, num periodo de 18 a 26 dias,
ocorre a ecdise transformando-se no estagio seguinte (ninfa). As ninfas (octopodes)
fixam-se em um novo hospedeiro e durante cinco a sete dias ingurgitam-se de sangue.
Assim como no estagio larval, as ninfas encontram abrigo no solo e sofrem nova ecdise
apos 23 a 25 dias, transformando-se nos carrapatos adultos que dentro de sete dias ja estdo
aptos para parasitar novos hospedeiros. (OLIVER, 1989; VIEIRA et al., 2002).
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Um aspecto bastante importante e que interfere diretamente no ciclo de vida dos
carrapatos é a disponibilidade de comida. Algumas espécies sO se alimentam em um
determinado hospedeiro, ja outras como é o caso do A. cajennense dispde de uma ampla
variedade de hospedeiros. Os adultos tém predilecdo por mamiferos como equinos,
bovinos, antas e capivaras, além de animais domesticos como bufalo, céo, gato, ovelha,
assim como mamiferos silvestres de médio porte, podem ser parasitados. H& também
registros de infestacdo em aves domesticas como perus e galinhas além de aves e animais
silvestres. Nas areas rurais da regido sudeste o animal mais afetado € o equino, por
conseguir albergar altas infestacGes, um Unico equino pode conter 50 mil larvas, 12 mil
ninfas e até 2 mil adultos sem que sua vida esteja em risco (LABRUNA et al., 2004, 2011)

Quanto maior a densidade populacional, maior disponibilidade de alimentos,
consequentemente maior o nimero de carrapatos. Embora o A. cajennense tenha uma
baixa especificidade para hospedeiros as variaveis como presenca de hospedeiro primario
(vertebrado, sem o qual, uma determinada populacdo de carrapato ndo é capaz de se
estabelecer numa determinada localidade) e condigdes ambientais devem ser
consideradas. O hospedeiro primario é o fator limitante para o estabelecimento de uma
determinada espécie de carrapato em uma nova regido. O A. cajennense tem como
hospedeiro primario equinos, antas e capivaras, sendo assim em uma area onde ja tem a
presenca estabelecida desse carrapato com certeza um de seus hospedeiros reside no local,
e a partir dai eles conseguem parasitar novos hospedeiros, sendo estes, 0s secundarios
(ESTRADA et al., 2006; LABRUNA et al., 2004; SANTOS et al., 2013; VIEIRA et al.,
2002)

InfestacBes por A. cajennense se tornaram um grande problema em varios paises
da América, Europa e Asia, devido a perdas econdmicas que vem trazendo com
depreciacdo do couro dos animais infestados, diminuigédo da producéo, disseminagao de
agentes patogénicos através do parasitismo (JONGEJAN; UILENBERG, 2004;
LABRUNA et al., 2011; MASSARD; FONSECA, 2004). No processo de alimentacdo,
0s carrapatos causam lesdo traumatica devido a dilaceracdo de células e tecidos,
espoliagdo direta em consequéncia da hematofagia, acdo toxica pela inoculagdo de
substancias de alto peso molecular presentes na saliva. Além disso a lesdo causada pela
picada do carrapato abre uma porta para infec¢do predispondo ao desenvolvimento de
miiases e abscessos. Durante o processo de alimentacdo, os carrapatos podem ainda

transmitir microrganismos patogénicos juntamente com a saliva. A saliva é considerada
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a rota primaria pela qual microrganismos sdo inoculados na corrente sanguinea dos
hospedeiros (JONGEJAN; UILENBERG, 2004; MASSARD; FONSECA, 2004).

Dentre os microrganismos patogénicos transmitidos pelo A. cajennense pode-se
citar a Rickettsia rickettsii, que é o agente causador da Febre maculosa no Brasil. Ha
transmissdo transovariana, permitindo que o mesmo fique infectado por toda sua vida e
também transmita o agente para geracOes futuras (Jongejan e Uilenberg, 2004; Soares et
al., 2012; Santos et al., 2013) Recentemente foi isolado um virus chamado Cacipaporé
no A. cajennense em Sao Paulo, sugerindo que o carrapato € seu potencial transmissor
(GARCIA et al., 2017). H& também registros de transmissdo de Theileria equi e Babesia
caballi, que sdo agentes etioldgicos da piroplasmose equina. (ALECRIM et al., 1983;
BARROS et al., 2015).

1.2 Aspectos sobre a interacdo parasito hospedeiro

A saliva do carrapato é o ponto chave para o sucesso de sua alimentacgdo, apresenta
proteinas com grande capacidade imunomoduladora. Muito tem-se estudado sobre a
interacdo parasita-hospedeiro (carrapato-vertebrado) e os mecanismos utilizados para que
os carrapatos consigam driblar o sistema imunolégico do hospedeiro, fixar-se e se
alimentar-se por dias. Quando a integridade da pele é perdida, 0s processos necessarios
para impedir a invasdo microbiana e restaurar a funcdo de barreira da pele sdo iniciados
imediatamente (SIMO et al., 2017). Células sentinelas pré-posicionadas, tais como
mastocitos, macrofagos e células dendriticas, eosindfilos e neutréfilos sdo ativadas por
componentes especificos liberados de células danificadas da pele ou expressos pelo
proprio carrapato. Mediadores soluveis liberados pelos macrofagos, como a bradicinina
e a histamina, causam coceira e dor. Células sentinelas liberam quimiotaxicos, incluindo
qguimiocinas e leucotrienos, que recrutam células imunoldgicas inatas, como 0s
neutrofilos e monacitos, para o local do dano, bem como citocinas pré-inflamatorias, por
exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina. (IL-1), que leva a ativagédo
de células imunes inatas locais e infiltrantes. As células dendriticas ativadas pelos
antigenos estranhos migram via linfaticos para linfonodos que drenam a pele, onde o
antigeno pode ser apresentado a linfdcitos T virgens, iniciando assim uma resposta imune
adaptativa que culmina na geracdo de anticorpos especificos para antigenos
(FRANCISCHETTI et al., 2010).
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Acredita-se que os mastocitos tenham papel crucial na regulacéo da infestacéo de
carrapatos como foi demostrado que em ragas zebuinas, resistentes a carrapatos, ha
grande quantidade de mastdcitos dérmicos. E importante associar o fato de que a liberagéo
de histamina pelos mastocitos produz prurido e desencadeia a mudanca de
comportamento do hospedeiro que pode desalojar o carrapato do local de alimentacao.
Por isso acredita-se na existéncia de lipocalinas presentes na saliva do carrapato que
sequestrem essa amina dos seus receptores (FILHO; BECHARA; TEODORO, 2006;
METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997).

Ja a maior parte da populacdo de eosindfilos € encontrada nos tecidos,
predominantemente nas superficies do corpo, que interagem com o ambiente externo. Em
sucessivas infestacdes por carrapatos observou-se um infiltrado inflamatério no local da
picada, mas ndo se pode ainda determinar o papel dele na resposta inflamatoria frente a
saliva (PARIZI; MASUDA; VAZ JUNIOR, 2007).

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigenos que iniciam a
resposta imune adaptativa a patdgenos invasores, fazendo a apresentacdo dos mesmos
para as células T virgens (Banchereau e Steinman, 1998). Estudos realizados sugerem
que os carrapatos possivelmente desenvolveram estratégias de sobrevivéncia que
diminuem as citocinas pré-inflamatérias produzidas pelas células dendriticas como IL-12
e aumentam as anti-inflamatérias como IL-10 através dos TLRs induzindo a producédo de
células dendriticas supressoras aumentando as chances de o carrapato permanecer fixado
no hospedeiro. Em contrapartida estudos sugerem que diminui¢do da resposta imune
gerada na presenca de saliva é causada pela inibicdo da diferenciacdo e maturacdo das
células dendriticas, impedindo a polarizacdo das células T virgens (CAVASSANI et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2010).

Os neutrdéfilos sdo células fagociticas altamente moveis que constituem a primeira
linha de defesa do sistema imune inato, elas englobam e degradam microrganismos e
produzem varias quimiocinas, bem como importantes citocinas pro-inflamatérias, além
disso influenciam o trafego celular precoce e a ativagdo durante 0S processos
fisiopatoldgicos (TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 2014). Tem -se visto que
a saliva de carrapato possui proteinas que causam uma imunossupressao de neutréfilos, o
que podem estar ligadas com a transmisséo de patdgenos ao hospedeiro (HIDANO et al.,
2014).
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A maioria dos macrofagos residentes nos tecidos é originaria da circulacao de
monacitos derivados da medula éssea. Os macréfagos sdo encontrados em diferentes
0rgdos e em resposta a estimulagdo inflamatoria e imunoldgica, monadcitos adicionais sdo
recrutados em maior niumero para o local, exibindo diferentes fenotipos dos macrofagos
originalmente residentes (TAYLOR et al., 2005). Os carrapatos usam macrofagos para
orquestrar uma resposta imune do hospedeiro modificada para criar um equilibrio
delicado de reagdes inflamatorias e imunes, polarizando a resposta em dire¢éo a via anti-
inflamatdria do TLR2 e ao perfil de citocinas (KRAMER et al., 2011).

1.3 Aspectos gerais sobre Leishmanioses e sua importancia na saude

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por parasitos protozoarios
do género Leishmania, é uma zoonose endémica em varios continentes como Asia,
América e Africa, compreendendo cerca de 98 paises. E considerada uma doenca tropical
negligenciada, causam formas clinicas graves que podem levar a deformidades,
incapacidades e mortes. Em 2017 20.792 dos 22.145 (94%) dos novos casos relatados
pela organizacdo mundial da saude ocorreram em sete paises, sendo eles, Brasil, Etiopia,
india Quenia, Somalia, Suddo e Suddo do Sul (Basano e Camargo, 2004; Alvar et al.,
2012; Who, 2017).

As Leishmanias pertencem ao reino Protista (Haeckel, 1866), classe
Kinetoplastea  (Honigberg,1963;  Emend.  Vickerman,  1976),  subclasse
Metakinetoplastina (Vickerman, 2004), ordem Trypanosomatida (Kent, 1880), familia
Trypanosomatidae (Doflein, 1901), subfamilia Leishmaniinae (Maslov E Lukes 2012) e
género Leishmania (Ross, 1903).

As leishmanioses foram divididas em dois subgéneros sendo o Viannia: L.
(Viannia) braziliensis; L. (V.) peruviana; L. (V.) guyanensis; L. (V.) panamensis; L. (V.)
lainsoni; L. (V.) shawi; L.(V.) colombiensis; L. (V.) naiffi; L. (V.) lindenbergi e o
Leishmania: L. (Leishmania) mexicana; L. (L.) pifanoi; L. (L.) amazonensis; L. (L.)
garnhami; L. (L.) venezuelensis; L. (L. ) major (AKHOUNDI et al., 2016).

As Leishmanias sdo parasitos heteroxenos, que se alojam nas células fagociticas
dos mamiferos e no trato intestinal dos flebotomineos, embora algumas espécies de
carrapatos tém sido relatadas como potencial vetor de Leishmania spp. A leishmaniose

no Brasil apresenta uma grande diversidade de padrfes epidemioldgicos, com isso pode-
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se encontrar uma gama de vetores envolvidos na transmissdo (AKHOUNDI et al., 2016;
DANTAS-TORRES et al., 2010). No Brasil as principais espécies mais comuns sao
Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (V) guyanensi, Leishmania (V) panamensis,
Leishmania (V) lainsoni, Leishmania (L) mexicana, Leishmania (L) amazonensis,
Leishmania (L) venezuelensis, Leishmania (L) chagasi (BOITE et al., 2014).

A Leishmania major é a principal causadora de leishmaniose cutdnea no velho
mundo e é transmitida principalmente pelo vetor Phlebotomus papatasi (AL-
JAWABREH et al., 2004). E um parasito digenético pois alterna entre um hospedeiro
humano e um inseto vetor. Fora do hospedeiro humano os parasitos passam por algumas
mudangas quando confinados ao intestino médio do vetor. O ciclo inicia-se quando o
flebotomineo fémea realiza seu repasto sanguineo e ingere macréfagos infectados com
amastigotas, durante a migracdo pelo seu trato digestorio ha mudancas de pH e
temperatura que levam ha alteraces morfoldgicas do parasito. Essas amastigotas se
transformam em promastigotas pro-ciclicos, que sdo formas com pouca motilidade, e
grande capacidade replicativa. Sdo envoltas por uma matriz peritréfica que as separa do
intestino. Cerca de 72h depois comeca a fase de desaceleracdo da replicacdo para iniciar
a fase de nectomonadas onde possuem um flagelo longo e grande motilidade, migram
para a valvula stomodeal e por fim se transformam em promastigotas metaciclicas e sdo
liberadas durante um novo repasto sanguineo do vetor para dentro do hospedeiro humano
ou animal e se aloja dentro de macrdfagos preferencialmente. (Alvar et al., 2012;
Dostalova e Volf, 2012).

A Leishmania spp é responsavel por uma das afeccBes dermatologicas mais
importantes, principalmente pela dificuldade de tratamento enfrentada. As manifestagdes
clinicas variam desde uma forma subclinica, a um amplo espectro de manifestacdes
envolvendo a pele e mucosas, com lesbes sujeitas a diferentes graus de severidade
(BALANA-FOUCE et al., 2007). O grau da lesdo varia de acordo com a espécie de
Leishmania spp, resposta imunoldgica do hospedeiro e o local da picada (AL-
JAWABREH et al., 2004).

1.4 Visao geral sobre a interagdo Leishmania-hospedeiro

Afim de formar um inoculo infectante o P. papatasi possui algumas proteinas

salivares importantes. Tais proteinas apresentam atividade farmacoldgica, como,
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vasodilatadora, antiplaquetaria, anti-homeostatica, imunossupressora e compostos que
auxiliam na exacerbacdo da infeccdo de L. major. Dentre as varias proteinas presentes na
saliva desse vetor podemos citar, aspirase- enzima que hidrolisa trifosfato de adenosina e
difosfato de adenosina em monofosfato de adenosina, 5' nucleotidase - enzima que
hidrolisa monofosfato de adenosina, formando adenosina, compostos com atividade
imunossupressoras, vasodilatadoras e antiplaquetaria, adenosina deaminase - converte
adenosina em inosina, composto esse com efeito anti-inflaméatorio . Além da saliva como
veiculo se faz necessario também a presenca de promastigotas metaciclicas infectantes
(WIKEL; AKSOY; DIMOPOULOS, 2017). Para que essas promastigotas metaciclicas
obtenham sucesso em sua infec¢do, utilizam as propriedades imunomoduladoras
presentes na saliva do P. papatasi sendo essas a diminui¢cdo da producdo de NO e
perdxido de hidrogénio pelos macréfagos, a apresentacdo de antigenos por macréfagos
infectados através do bloqueio da interacdo ocorrida entre células T e células
apresentadoras de antigenos inibe a modulacdo da resposta Th1l, aumentando a resposta
do padrdo Th2 com acentuada producédo de IL-4 por linfécitos em animais infectados e
ndo infectados (ROGERS et al.,, 2002; WANG; PRICE; DOI, 1985). Suprime o
desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), a proliferacédo
de linfocitos T e a expressdao de TNF-a por macréfagos e aumenta a liberagdo de 1L-10,
IL-6 e PGE2 (ROGERS et al., 2002).
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Resumo

Os carrapatos sao ectoparasitas obrigatoriamente hematdéfagos, que secretam atraves de
sua saliva componentes bioativos com acdo imunomoduladora. Alguns protozoarios
utilizam esses componentes da saliva como meio de transporte e protecéo para estabelecer
sua infecgdo. A Leishmnia major causadora da leishmaniose cutanea é um importante
microrganismo que pode ser transmitido pela saliva de vetores. O objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade imunomoduladora da saliva de Amblyomma cajennense diante da
infecgdo por Leishmania major in vitro. Foram utilizados macrofagos infectados com
Leishmania e posteriormente tratados com diferentes concentragdes de saliva, 10pg/ml;
5 pg/ml, 1pg/ml; 0,1ug/ml; 0,01pg/ml; 0,001pg/ml. Também foi avaliado a capacidade
fagocitica, por meio da citometria de fluxo. A producéo de 6xido nitrico foi avaliada pela
reagdo colorimétrica de Griess utilizando o sobrenadante coletado das culturas, e as
citocinas IL-12, TNF-a, IL-10 e a quimiocina MCP-1 foram analisadas através do metodo
de CBA. Foi observado um aumento da capacidade fagocitica pelos macroéfagos tratados
com as menores concentracdes de saliva apés uma hora de infeccdo. Ao avaliar a
producdo Oxido nitrico, evidenciou-se um aumento significativo culturas tratadas com
baixa concentracao de saliva. Em relagdo as citocinas, houve um aumento nas condi¢Ges
de infeccdo e ndo infeccdo dos macrofagos. Nas condi¢bes de ndo infeccdo houve
aumento das citocinas IL-12, TNF-a e IL-10 nas culturas que receberam as menores
concentragdes de saliva. A quimiocina MCP-1 apresentou uma diminui¢do dose
dependente nas culturas que receberam somente saliva. Em condigdes de infeccdo foi
observado o aumento de IL-12, TNF-a, IL-10 e da quimiocina MCP-1 nas culturas
tratadas com saliva, em todas as concentragdes. Desta forma conclui-se que a saliva de
Amblyomma cajennense possui mecanismos especificos que conseguem modular células
e moléculas do sistema imunolégico do hospedeiro incluindo macréfagos e as citocinas e
quimiocinas produzidas por eles.

Palavras Chaves: Carrapato; Imunomodulagdo; Citocinas; Quimiocinas

Principais achados
A saliva do A. cajennense em menores concentragcbes aumenta a capacidade

fagocitica dos macrofagos.
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A saliva do A. cajennense é capaz de aumentar a producdo de NO nas horas
iniciais pds infeccéo.
A saliva do A. cajennense é capaz de modular a producdo de citocinas

Introducéo

Os carrapatos sdo ectoparasitas obrigatoriamente hematéfagos (GUGLIELMONE
et al., 2014). Possuem imensa capacidade imunomoduladora através de sua saliva. O
A.cajennse faz parte de uma familia de carrapatos duros conhecidos como Ixodides,sdo
considerados uma das espécies com maior importancia na satde publica por infectar o
homem e transmitir Ricketsias, virus e bactérias (CIPRANDI; HORN; TERMIGNONI,
2003; GWAKISA et al., 2001). A espécie A. cajennense no Brasil é encontrado com
abundancia em todos os estados das regides sudeste e centro oeste, € um carrapato com
ciclo de vida trioxeno, ele possui uma ampla variedade de hospedeiros, facilitando assim
a sua alimentacdo. DispBe de proteinas em sua saliva com capacidade imunomoduladora
gue garantem que o sistema imunoldgico do hospedeiro ndo o ataque (DARCI; ARZUA;
BECHARA, 2006; LABRUNA et al., 2004; MARTINS et al., 2016; NAVA et al., 2010;
VIEIRA et al., 2002).

As proteinas presentes em sua saliva sdo responsaveis pela permanéncia do
carrapato se alimentando por longos periodos de tempo, pois ela diminui a resposta das
células residentes como células dendriticas, impedindo a apresentacéo de antigenos para
os linfocitos T, diminui a producdo de citocinas por macrofagos como a IL-12 que é
responsavel pela ativacdo de novos macrdéfagos, TNF-o que auxilia no inicio da resposta
inflamatdria aguda, aumenta a IL-10 que € a principal citocina ligada ao perfil Th2 de
resposta, levando a regulacdo da resposta imunoldgica. Diminui ainda quimiocinas como
a MCP-1 que esta diretamente ligada com atracdo de macréfagos para o local de
alimentacdo. Sendo assim héa alguns protozoarios que utilizam a saliva dos carrapatos
como meio de transporte para conseguir estabelecer sua infeccdo no hospedeiro como é
0 caso da Leishmania (MATTOS et al., 2004).

As leishmanias sdo parasitos heterdxenos, que se alojam nas células fagociticas
dos mamiferos e no trato intestinal dos flebotomineos, embora algumas espécies de
carrapatos tém sido relatadas como potencial vetor de Leishmania spp. A leishmaniose

no Brasil apresenta uma grande diversidade de padrfes epidemioldgicos, com isso pode-
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se encontrar uma gama de vetores envolvidos na transmissdo (AKHOUNDI et al., 2016;
DANTAS-TORRES et al., 2010). As Leishmanias spp sdo responsaveis por uma das
afeccGes dermatoldgicas mais importantes, podendo levar a Leishmaniose visceral,
Leishmaniose mucocutdnea e Leishmaniose cutdnea. Dentre as causadoras da
leishmaniose cutanea estd a Leihmania major que esta classificada dentro do subgénero
Leishmania (AKHOUNDI et al., 2016). Esta tem como principal vetor o Phlebotomus
papatasi, que funciona como hospedeiro definitivo deste protozoario (AL-JAWABREH
et al., 2004). Através das mudancas da fase de amastigotas para promastigotas
metaciclicas que ocorrem dentro desse vetor a leishmania pode estabelecer sua infeccao
em um novo hospedeiro (Alvar et al.,, 2012; Dostadlovad e Volf, 2012). Para o
estabelecimento dessa infeccdo a L. major utiliza a saliva do P. papatasi como veiculo.
Essa saliva dispde de proteinas como a aspirase, 5 nucleotidase, vasodilatadoras,
antiplaquetaria, adenosina deaminase (WIKEL; AKSOY; DIMOPOULOS, 2017). Para
que essas promastigotas metaciclicas obtenham sucesso em sua infecgdo, utilizam as
propriedades imunomoduladoras presentes na saliva do P. papatasi sendo essas a
diminuicdo da producdo de NO e peroxido de hidrogénio pelos macréfagos, a
apresentacdo de antigenos por macréfagos infectados através do bloqueio da interacdo
ocorrida entre células T e células apresentadoras de antigenos inibe a modulacdo da
resposta Th1, aumentando a resposta do padrdo Th2 com acentuada producéo de IL-4 por
linfécitos em animais infectados e ndo infectados(ROGERS et al., 2002; WANG,; PRICE;
DOI, 1985). Suprime o desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia
(DTH), a proliferagdo de linfécitos T e a expressdo de TNF-a por macrofagos e aumenta
a liberacdo de IL-10, IL-6 e PGE2 (ROGERS et al., 2002).

Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar o poder imunomodulatério da saliva de

Amblyomma cajennense diante da infecc¢do por Leishmania major in vitro.

Materiais e Métodos

Cultura celular
Macréofagos RAW 264.7 imortalizados com o virus da leucemia murina de
Abelson, foram mantidas em garrafas de cultura celular de 25 ml, em meio RPMI

enriquecido a 10% com soro fetal bovino, em estufa de CO2 na temperatura de 37°C.
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As células foram distribuidas em placas de 96 pocos (TC-Platte 96 Well, Standard,
F) na densidade de 1,25x10° células por poco, em quintuplicata. Foi coletado o
sobrenadante para a realizacdo do Cytometric Beads Array (CBA), reacdo de Griess e

viabilidade.

Cultura de Parasitos

A Leishmania major cepa Fridlein foram mantidas em garrafas de cultura de 50
ml com meio Schneider enriquecido a 10% com soro fetal bovino, em estufa de CO2 na
temperatura de 37°C. Posteriormente foram marcadas com Carboxifluoresceina
Succinimidil Ester (CFSE) para visualizagio durante a citometria de fluxo.
Primeiramente as Leishmanias passaram por um ciclo de 3 lavagens e centrifugacéo para
a retirada do meio em que estavam e passadas para 0 meio RPMI-1640 incompleto (sem
soro fetal bovino), foram condicionadas a um novo ciclo de lavagens e apds
centrifugacéo, o pelet foi ressuspendido em 1ml de RPMI-1640 incompleto. Em seguida
foi adicionado 1pl de CFSE, homogeneizou-se e entdo foi incubado por 10 minutos a 37°
e posteriormente 5 minutos a 4°. Na sequéncia foi adicionado 10ml de meio completo e
repetiu-se o ciclo de lavagens. Posteriormente foi adicionado 5ml de meio M199

(EARLE) e os protozoarios foram plaqueados na densidade de 6x10° parasitos por poco.

Saliva de Carrapato

A saliva foi previamente obtida por meio coletas de A. cajennense na regido de
Uberaba - MG, em equinos por infestacdo natural. A retirada da saliva aconteceu pelo
estimulo de uma solucdo contendo 600 pl de dopamina e 400 ul de PBS 1x inoculados
cerca de 0,5 ml na cavidade celomética do carrapato, ap0s uma hora 0S mesmos
comecaram o processo de salivacdo. A saliva foi utilizada em seis concentragdes, sendo

10pg/ml; 5 pg/ml, 1 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/mi.

Tratamento
A cultura de macrofagos foi tratada com a saliva do carrapato A. cajennense em
trés condi¢cdes de tempo, sendo elas 4, 12 e 24 horas, nas concentragfes ja citadas

anteriormente.

CBA (Cytometric Beads Array)
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Para a quantificacdo das citocinas foi utilizado o CBA, onde as amostras e
citocinas recombinantes foram incubadas com microesferas de diferentes intensidades de
fluorescéncia conjugadas com anticorpos de captura especificos para cada citocina. Em
seguida, foram adicionados anticorpos conjugados com PE (Ficoeritrina) especificos para
cada citocina. ApOs incubacdo, as microesferas foram lavadas com as solucGes
correspondentes e analisadas num citometro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando
o software CellQuest (BD Biosciences). As microesferas especificas para cada citocina
foram separadas devido ao fato de terem emitido diferentes intensidades de fluorescéncia
a 660 nm e a quantidade de citocinas conjugadas com cada uma delas foi separada por
intensidade de fluorescéncia a 585 nm. Dados de amostras e dados sobre citocinas
recombinantes foram coletados e subsequentemente analisados usando o software FCAP
Array 2.0 (Soft Flow, Pécs, Hungria), e as concentracdes de citocinas foram determinadas

usando curvas padréo.

Reacdo de Griess

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reacdo colorimétrica de Griess
(GEISSMAN, 1969). Consiste na deteccdo de nitrito (NO2 -), resultante da oxidacdo do
NO nos sobrenadantes de cultura previamente coletados. Foi adicionado a uma placa de
ELISA de 96 pogos (TC-Platte 96 Well, Standard, F) 25ul do sobrenadante de cultura em
duplicata (diluido em RPMI suplementado com SFB 10%), seguido do mesmo volume
do reagente de Griess. Este é composto de sulfanilamida 1% diluida em H3PO4 2,5%
(solucdo A) e de NEED 0,1% (naftiletilenodiamino dihidrocloridrico 0,1%), também
diluido em solucdo de H3PO4 a 2,5% (solucédo B). Para a confec¢do de uma curva-padrao,
uma solucdo de nitrato de sodio na concentracao inicial de 200uM foi diluida de forma
seriadas (fator 2) em &gua destilada. Apds incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz, a
leitura no espectrofotdmetro (EnSpire) foi realizada a 570 nm. A absorbancia das
diferentes amostras foi comparada com a curva-padrao, e os resultados obtidos expressos
como a média da duplicata + erro padréo, utilizando-se Graphpad Prism (GraphPad
Software 7.0, La Jolla, CA, EUA).

Teste de Viabilidade
Para verificacdo da viabilidade celular frente ao tratamento com a saliva de

Amblyomma cajennense foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando resazurina



32

(Alamar Blue). Macrofagos raw foram distribuidos em placas de 96 pogos (TC-Platte 96
Well, Standard, F) na concentracdo de 1,25x10° células/pogo e incubadas em estufa de
CO: overnight. No dia seguinte foi adicionado a saliva nas dilui¢cdes de 10ug/ml; 5 pg/ml,
1 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml. Em seguida foi adicionado 4 pL de
resazurina por poco. A placa foi novamente incubada em estufa a 37°C e 5% CO- coberta
com papel aluminio, protegida da luz, e realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda a 594 nm em trinta minutos, um hora, uma

hora e trinta minutos e duas horas.

Citometria

Para analise de infectividade, macréfagos da linhagem Raw 264.7 as células foram
ressuspendidas e distribuidas em placas de cultura de 96 pocos na concentracdo de 1,25
x 108 células por pogo. Os parasitos da espécie Leishmania major cepa Fridlein foram
obtidas de cultura celular, e incubadas com tamp&o salino fosfato (PBS) acrescido de 1uM
de CFSE por 5 min como j& descrito anteriormente. Apds a marcacdo, os parasitos foram
adicionados a cultura de macrofagos Raw 264.7 na relacdo de 5:1 parasitos/células. Apés
uma, quatro e 24 horas as células foram coletadas e lavadas para remover 0s parasitos que
ndo invadiram as células e analisadas usando o FACSCalibur cytometer (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA). As analises foram feitas usando CellQuest 5.1
and FlowJo10 (TREESTAR, Ashland, OR, USA) software.

Anélise estatistica

Todas as variaveis foram testadas por distribuicdo normal e variancia. O teste de
Shapiro-Wilk e kolmogorov smirnov, foi utilizado para avaliar a normalidade de todas as
variaveis. Nos casos de distribuicdo ndo gaussiana de dados, foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon para andlise de variaveis pareadas. As compara¢Ges multiplas
como mais de uma familia de variaveis relativas as medianas de valores para mais de dois
grupos foram feitas usando o teste ndo paramétrico de oneway Anova seguido pelo teste
de Tukey. As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p <0,05
(5%). A analise estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism (GraphPad
Software 7.0, La Jolla, CA, EUA).
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Resultados

Anélise da viabilidade dos macrdéfagos tratados com a saliva de Amblyomma
cajennense
Foi observado que diferentes concentracGes da saliva do carrapato A. cajennense

ndo alteram a viabilidade celular nos diferentes tempos e concentracdes de saliva testados.

100 flashs : 50 flashs
600000~ .

x4 —o— Mpg+Saliva 10ug/mi
= / = Me+Saliva 5ug/ml
= 400000+ « D & -4 Me+Saliva lug/ml
g - .
§ R e v Mo+Saliva 0,1ug/ml
= \./ + Mo+Saliva 0,01ug/mi
'S 200000 N
§ g o Mo+Saliva 0,001ug/ml

: -8 Mo
0 T T T T

0,5 1 1,5 2 (horas)

Figura 1: Viabilidade celular. Para verificar se a saliva do A. cajennense era toxica para 0s macréfagos foi
realizado o0 ensaio de viabilidade utilizando a resazurina. O teste se deu através da leitura de absorbancia
em diferentes tempos, sendo eles 30 minutos; 1 hora; 1 hora e 30 minutos e 2 horas. N&o foi observada
diferenca signicativa.

Analise da fagocitose em macrdfagos tratados com a saliva Amblyomma
cajennense

Este estudo mostrou que a saliva do carrapato Amblyomma cajennense é capaz de
modular a atividade fagocitica dos macréfagos, aumentando significativamente a
porcentagem de fagocitose nas concentragdes 0,1 pg/ml (p<0,0162); 0,01 pg/ml
(p<0,0193); 0,001 pg/ml (p<0,02250) (Figura 2A). Ja apos 4 horas de infecg¢do ndo foram
observadas diferenca significativa entre as taxas de fagocitose em relacdo ao macréfago
ndo tratado com a saliva (Figura 2B). Apds 24 horas de infecgdo so foi possivel observar
aumento significativo na taxa de fagocitose na concentragdo de 0,001 pg/ml (p<0,0029)
(Figura 2C).
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Figura 2 - Porcentagem média de desvio padrdo de fagocitose nos macrofagos infectados em diferentes
tempos. A saliva do A. cajennense foi capaz de modular a atividade fagocitica dos macrofagos, aumentado
a porcentagem de fagocitose. Houve modulacdo positiva da capacidade fagocitica dos macréfagos, na
primeira hora pés infec¢do (figura 2a), nas concentragdes de 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml. Apds 4
horas de infeccéo (figura 2b) ndo foi observada diferenca significativa. Apds 24 horas de infeccéo (figura
2¢) foi possivel observar diferenga apenas na concentra¢do de 1pg/ml em relagdo ao macrofago néo tratado
com a saliva. Os dados foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov. Como apresentaram normalidade,
as médias de fagocitose de cada concentracdo de saliva foram comparadas com a cultura infectada pelo

teste oneway anova, e aplicado o pos teste correspondente utilizando-se um intervalo de confianca de 95%.



35

Tabela 1: Taxa média (%) e desvio padrdo de fagocitose em culturas de macréfagos infectados com
Leishmania major tratados com diferentes concentraces de saliva de A. cajennense. Os dados foram
submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov. Como nao apresentaram normalidade, as médias de fagocitose
de cada concentracdo de saliva foram comparadas com a cultura infectada pelo teste oneway anova,

utilizando-se um intervalo de confianca de 95%.

Tempos
de Mo+Leish  10p/mL 5u/mL 1 p/mL 0,1 p/mL 0,01 w/mL 0,001 wW/mL
avaliacao

lhoras  3,94+0,383* 4,49+0,767** 6,00£0,478%* 6,05+1,124*" 6,87+1,877%A 6,81+2,06**  6,93+1,017%

4horas 10,690,968 10,39+2,417%8 11,06+1,699%® 1,63+13,688 12,21+2,184% 1116+0,79228 13,53+2,927%

24 horas 55,3+2,695%C 48,78+2,923% 48,66+1,374%C 46,08+4,361%C 51,38+2,868%C 49,14+2,624%C 56,42+5,0943C

Médias seguidas por letras minasculas diferentes nas linhas difere, entre si (p<0,05)

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes nas colunas difere, entre si (p<0,05)

Andlise da producéo de oxido nitrico em macrdfagos tratados com a saliva
Amblyomma cajennense

Apds uma hora de infeccdo foi observado aumento significativo na producéo de
NO nas concentracfes de 0,01 pg/mL (p<0,0159); 0,001 pg/mL (p<0,0159) (figura 3B),
as quatro horas nas concentragdes 0,1 pg/ml (p<0,0159); 0,01 pg/ml (0,0397); 0,001
pg/ml (0,0159) (figura 3C) e as 24 horas nas concentracdes de 1 pg/ml (p<0,0397); 0,1
pg/ml (p<0,0079); 0,001 pg/ml (p<0,0079) (figura 3D). Foi possivel observar que a saliva
do carrapato é capaz de aumentar a producdo de NO nas primeiras horas pés infec¢éo.
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Figura 3: Foi possivel observar que a saliva do carrapato é capaz de aumentar a producdo de NO nas
primeiras horas pds infeccdo. Em 1 hora (figura 3B) aumentou a producao nas concentragdes de 0,01 pg/ml;
0,001, em 4 horas (figura 3C) 0,1 pg/ml; 0,01 pl/ml; 0,001 pl/ml e em 24 horas nas concentracdes de 1
pg/ml; 0,1 pug/ml; 0,001 pg/ml (figura 3D). O aumento da producéo de NO pelos macréfagos infectados e
tratados é expressiva principalmente nas menores concentragdes. Os dados foram submetidos ao teste
Mann-Whitney U. Como néo apresentaram normalidade, as medianas de NO de cada concentracdo de saliva
foram comparadas com a cultura infectada pelo teste oneway anova, utilizando-se um intervalo de
confianca de 95%.

Tabela 2: Mediana (minimo - maximo) (uUM) da producdo de NO em culturas de macréfagos infectados

com leishmania e tratados com diferentes concentragdes de saliva de Amblyomma cajennense em 1, 4 e 24

horas.
Tempos
. 0,1 0,01
de Mo+Leish  10pg/mL  5pg/mL 1 pg/mL 0,001 pg/m
L pg/mL pg/mL
avaliacao
0(0- 4,57(0,35- 5,18(0,95-
1 horas 0(0-0,95)2 0(0-0)? 0(0-0,35)2  0(0-2,76)?
2,16)? 6,391° 8,20)°
1,52(0,89- 0(0- 0(0- 4,66(3,40- 4,03(1,52- 7,18(4,03-
4 horas 0(0-3,40)2
1,52)2 4,66)2 13,48)2 12,85)b 13,48)b 16)°
4,72(3,77- 3,77(2,35- 4,24(3,3- 5,67(4,72- 11,36(9,94- 5,67(4,24- 8,04(7,56-
24 horas

4,73)? 8,51)* 8,04)? 10,89)° 27,97) 11,84) 15,16)°

Medianas seguidas por letras minGsculas diferentes nas linhas difere, entre si (p<0,05)
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Analise da producao de citocinas em macrofagos tratados com saliva de

Amblyomma cajennense

Foi observado que a saliva era capaz de modular positivamente a producéo de IL-
12 na concentracdo de 0,1pg/ml (p<0,0317), TNF-o nas concentragdes de 5Sug/ml
(p<0,0397); 1pg/ml (p<0,0286) e a IL-10 na concentragao de 5ug/ml (p<0,0317) (Figura
4).

Observou-se também que nas concentracdes de 5 pg/ml (p<0,0397) e 1ug/mi
(p<0,0286) a saliva promove reducdo significativa na producdo de TNF-o, além de
reduzir a producdo de IL-10 na concentracdo de 5ug/ml (p<0,0317). No que diz respeito
a quimiocina MCP-1, foi observado uma modulagdo negativa, dose dependente, ou seja,
qguanto maior a concentracdo da saliva, menor a producdo de MCP-1, 10 pg/ml
(p<0,0159); 5 pg/ml (p<0,0159); 1 pg/ml (p<0,0159); 0,1 pg/ml (p<0,0079); 0,01 pg/mi
(p<0,0317) .

A analise da modulacdo da producdo de citocinas por macrofagos tratados com
saliva e infectados com Leishmania major in vitro, mostrou que a saliva promove o
aumento da producdo de IL-12 nas concentracdes de 10 pg/ml (p<0,0286); 5 pg/ml
(p<0,0159); 1 pug/ml (p<0,0286); 0,1 ug/ml (0,0286); 0,01 pug/ml (p<0,0159); 0,001 pg/ml
(p<0,0286), TNF-a nas concentracdes de 10 pug/ml (p<0,0159); 5 ug/ml (p<0,0079); 0,01
pg/ml (p<0,0317); 0,001 pg/ml (p<0,0159) e IL-10 na concentracdo de 0,1pg/ml
(p<0,0159). No que diz respeito a MCP-1, a saliva na maior concertracdo 10 pg/ml
(p<0,0079) diminuiu a expressao de dessa quimiocina, enquanto nas concetracdes de 1
pg/ml (p<0,0476) e 0,01 pg/ml (p<0,0238) tem efeito positivo em sua producdo apos a

infeccdo.
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Figura 4 - Producdo de citocinas por macréfagos tratados com saliva de A. cajennense e macrofagos tratados e
infectados. Dosagem de IL-12, TNF-a, IL-10 e MCP-1 comparada com a producéo basal de macrdfagos tratados e néo
infectados, respectivamente figura 3 A, B, C e D. Dosagem de IL-12 (A) onde houve significancia na concentragdo de
0,1 pg/ml, TNF-a (B) nas concentragdes de 5 pg/ml; 1pg/ml, IL-10 (C) 5 pg/ml e MCP-1 nas concentragdes de 10
pg/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml. Foi comparada com a produgdo basal de macréfagos infectados com
L. major na figura 3 E, F, G e H, onde foi avaliada a produc&o de IL-12 tendo significativa produgéo nas concentragdes
de 10 pg/ml; 5 pg/ml; 1 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml, TNF-a nas concentragdes de 10 pg/ml; 5 pg/ml;
0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml, IL-10 na concentragdo de 0,1 pug/ml e a quimiocina MCP-1 nas concentragdes de 1 pg/ml;
0,01 pg/ml. Os dados foram submetidos ao teste Mann-Whitney U. Como néo apresentaram normalidade, as medianas
de cada citocina/quimiocinina de cada concentracéo de saliva foram comparadas com a cultura de macréfago infectada
ou ndo pelo teste oneway anova, utilizando-se um confianca de 95%.
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Tabela 3: Mediana (minimo-maximo) (pg/mL) de citicinas em culturas de macrdfagos infectados com L.
major tratados com diferentes concentracdes de saliva de A. cajennense. Os dados foram submetidos ao
teste Mann-Whitney U. Como ndo apresentaram normalidade, as médias de cada citocina/quimiocinina de
cada concentracdo de saliva foram comparadas com a cultura de macréfago infectada ou néo pelo teste
oneway anova, utilizando-se um confianga de 95%.

Citocinas/ Mo/ 1 0,1 0,01
. ] ~10pg/mL  5pg/mL 0,001 pg
Infeccéo Mo+leshimania pg/mL pg/mL pg/mL
48? 129° 1152 1652
IL-12 1072 922 822
(21- (138- (99- (112-
Mo (60-142) (48-127)  (57-95)
99) 219) 256) 189)
257° 193° 169° 207° 242° 353°
IL-12/ 652
o (161- (138- (161-  (153-  (105-  (317-
Mo+leshimania (37-92)
344) 367) 185) 344) 328) 453)
9392 775° 420° 2178*  984° 20652
TNF-a 8952
(852- (512- (342-  (735-  (815-  (1183-
Mo (895-1183)
1464) 895) 735) 3136) 2264) 2352)
3635° 3250° 1320* 2018* 2645°  5792°
TNF-o/ 936°
o (1657- (1945-  (1127- (505-  (1286- (3847-
Mo-+leshimania (852-1462)
6563) 6373) 3365) 6563) 3482) 8768)
428 752 612 1082
IL-10 572 512 26°
(34- (44- (18-  (63,99-
Mo (42-63) (29-93) (21-44)
134) 90) 69) 132)
1222 1088 181° 1082 1178
IL-10/ 832 1112
o (60- (77- (142- (38- (26-
Mo-+leshimania (56-94) (34-156)
232) 163) 312) 153) 187)
669° 734° 895° 910° 965° 10322
MCP-1 a
1123 (644- (710-  (873-  (784-  (941-  (957-
Mo (973-1142)
716) 851) 957) 957) 1041)  1104)
859° 11622 1212> 1086* 1331°  1287°
MCP-1 11332
o (817- (1133-  (1192-  (949-  (1254- (1123-
Mo+leshimania (1077-1276)
1024) 1265) 1501) 1343) 1390) 1426)

Medianas seguidas por letras mindsculas diferentes nas linhas difere, entre si (p<0,05)

Discussao

O carrapato A. cajennense € um artropode hematdfago que possui baixa

especificidade de hospedeiros e permanece fixado nos mesmos por um longo periodo de

tempo. Ele dispbe de uma extraordinaria gama de proteinas presentes em sua saliva com
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capacidade de modular o microambiente de sua alimentacdo, incluindo as células
residentes como os macrofagos, e as moléculas liberadas por eles sendo, quimiocinas e
citocinas. Isso permite que o A. cajennense consiga evadir dos mecanismos de defesa do
hospedeiro favorecendo a infestagéo e a transmissdo de patogenos (FRANCISCHETTI et
al., 2009). A L. major é um dos protozoarios causadores da leishmaniose cutanea, € um
parasito intracelular obrigatério, principalmente de macréfagos. E transmitida
preferencialmente pelo Flebotomo papatasi, porém tem-se observado essa transmissao
por carrapatos de forma mecanica, ingestdo ou vetorial. A Leishmania pode utilizar da
capacidade imunomoduladora da saliva do carrapato para estabelecer sua infec¢do no
hospedeiro. Esse estudo mostrou que a saliva de A. cajennense é capaz de modular a
capacidade fagocitica dos macréfagos, que séo células importantes para a resposta imune
inata e adaptativa. Mostrou-se também que a saliva modula a producéo de citocinas chave
da resposta imunoldgica em condicdes de infeccdo e ndo infeccdo. Interfere na producéo
de quimiocinas que participam da migracdo de macréfagos, e também na producdo de
oxido nitrico.

A capacidade imunomoduladora da saliva do A. cajennense ndo esta relacionada
com a toxicidade, uma que nao foi observada reducdo da viabilidade do macréfago em
nenhuma das concentracdes testadas (Figura 1). Resultado semelhante foi observado por
Carvalho-costa et al. (2015) ao estudar o efeito diferentes diluicdes de saliva de A.
cajennense em células dendriticas. Portanto acredita-se que a saliva ndo sendo toxica para
as células residentes impede uma resposta imune local no momento da picada, permitindo
assim a alimentacédo do carrapato por longos periodos de tempos.

Foi monstrado que a saliva do A. cajennense aumenta a fagocitose das L. major
pelos macréfagos nas menores concentragdes, 0,1ug/ml; 0,01 pg/ml; 0,001 pg/ml em 1
hora e em 24 horas na concentragdo de 0,001 pg/ml (Figura 2). Em um estudo feito por
(KRAMER et al., 2011) com saliva de Dermacentor variabili, apresentou reducdo da
fagocitose de particulas de zymosan nas maiores dilui¢fes utilizadas em seu trabalho,
sendo 1 pl/ml e 2 pl/ml, mas ndo na sua menor diluigéo de 0,5 pl/ml. Em outro trabalho
realizado por (KOTAL et al, 2015a) onde foi avaliado a fagocitose
de espiroquetas de Borrelia afzelii, foi demonstrado que a fagocitose é parcialmente
inibida pelo estrato de glandula salivar de Ixodide ricinus em diferentes concentragdes.
Porem em um estudo feito in vivo com glandula salivar de Phebotomo papatasi, houve

um aumento da migrag&o de células como macrdfagos e neutrofilos, levando ao aumento
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da fagocitose (THIAKAKI et al., 2005). E provavel que tanto a internaliza¢io quanto os
mecanismos de morte de fagdcitos sejam afetados pela saliva de carrapato, o que resulta
em maiores taxas de sobrevivéncia do patégeno no local de alimentagdo. Quando o
carrapato fixa em seu hospedeiro para realizar sua alimentacéo injeta grande quantidade
de saliva para conseguir modular o microambiente imunologico no local da picada. Com
isso h& grande migracdo de células, como macrofagos e intensa fagocitose, até que as
proteinas da saliva consigam diminuir essa resposta. E provavel que a maior fagocitose
apresentada no estudo em questdo seja pela concentracdo de saliva utilizada, e a
quantidade de proteinas presente que variam de uma espécie para outra.

Em relagdo ao NO, foi observado um aumento principalmente nas menores

concentracdes em diferentes tempos de dosagem. Foi realizado um trabalho com saliva
de Rhipicephalus sanguineus onde utilizaram a concentracao de 10 pg/ml; 20 pg/ml e 50
pg/ml e isso inibiu significativamente a producéo de NO pelos macrofagos em efeito dose
dependente (FERREIRA,; SILVA, 1998). Outro estudo com saliva de Ixodide scapularis
mostrou a diminuicdo do oxido nitrico produzido pelos macrofagos (KRAUSE et al.,
2009).
Sabe-se que carrapatos apresentam expressoes de proteinas em concentracdes diferentes
dependendo do seu estagio de alimentacdo, sendo assim os valores elevados de NO
podem corresponder com proteinas diferentes que tenham sido expressas nas menores
concentracdes. Como ja discutido anteriormente houve um aumento da fagocitose nas
menores concentracdes do tratamento com saliva, sendo compativel com a elevacdo dos
niveis de NO, uma das principais substancias microbicidas produzidas pelos macrofagos
para eliminar microrganismos intracelulares, principalmente Leishmanias, sendo assim
supde-se que ha uma maior polarizacdo para um perfil Thl de resposta imunologica.

As citocinas sdo moléculas de suma importancia no sistema imunoldgico, atraves
das mesmas 0 organismo consegue orquestrar sua resposta imunoldgica e realizar a
polarizagdo do perfil imunoldgico. Pensando nisso no presente trabalho foi observada a
modulacéo de algumas citocinas com a saliva per se (Figura 4). Em trabalhos realizados
por (CARVALHO-COSTA et al., 2015) e (OLIVEIRA et al., 2010) foi visto a mesma
modulacdo somente da saliva em diferentes concentragdes em células dendriticas.

A citocina IL-12 é produzida por macrofagos ativados, levando a uma polarizagédo
do perfil imunolégico Thl. Ha estudos indicando que a saliva de carrapatos inibe a

producdo de IL-12, como observado em estudos realizados com macrdfagos murinos e
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saliva de Ixodide scapularis (KOTAL et al., 2015b) e R. sanguineus (FERREIRA;
SILVA, 1998). No presente trabalho foi visto que na concentragéo de 0,01pg/ml a um
aumento significativo em relagéo as demais, porem nas concentra¢des de 0,01pg/ml e
0,001pg/ml apesar de ndo apresentarem significancia, tendem a aumentar, enquanto as
maiores concentracdes, 10 pg/ml, 5 pg/ml e 1 pg/ml estdo sendo expressas em menores
quantidades que a producéo basal. O que se leva a pensar que nas menores concentragoes
de saliva, proteinas que antes eram menos expressadas, passam a exercer sua funcédo
devido a uma menor competicdo entre as proteinas salivares (Figura 4 A).

A citocina TNF-a ¢ um importante mediador de resposta inflamatdria aguda que
estimula a atividade microbicida dos macrofagos e o recrutamento dos mesmos. Foi
observado uma diminuicdo dessa citocina no presente estudo nas concentragcdes de
5ug/ml e 1ug/ml (Figura 4B). Em estudos realizados com saliva de diferentes carrapatos
e flebotomineos observou-se a diminuicdo dessa citocina. Em um estudo realizado com
saliva de R.sanguineus na diluigdo de 1:20 em culturas de células dendriticas, observou-
se a diminuicdo significativa das expressdes dessa citocina (OLIVEIRA et al., 2011).
Pensando na alimentacdo do A. cajennense, a diminuicdo dessa citocina e bastante
importante para que ndo tenha resposta imunolégica efetiva no local e ele consiga realizar
sua alimentacdo completa.

A citocina IL-10 esta relacionada com o perfil de resposta Th2, onde ndo ha
resposta imune aguda ou inflamacdo. Foi observado diminuicdo dessa citocina na
concentracdo de 5ug/ml e uma tendéncia ao aumento nas outras concentracdes (Figura
4C). De acordo com estudos realizados em espécies de flebotomineos P. papatasi a saliva
atua principalmente em células dendriticas e induz a producdo de IL-10 por um
mecanismo dependente da PGE .. Em outro estudo feito com saliva de Dermatocentor
variabilis estimulou a produgdo de IL-10 em células semelhantes a macrofagos
(KRAMER et al., 2011). E caracteristico do A. cajennense a polarizag&o para o perfil Th2
da resposta imune, por isso acredita-se que a tendéncia ao aumento da IL-10 na saliva per
se seja uma forma de evasdo do sistema imunologico, presente principalmente nessa
espécie

A MCP-1 esta relacionada diretamente com a quimioatracdo de macréfagos para
o sitio de infeccdo. Nesse estudo percebeu-se uma modulagdo negativa, dose dependente,
ou seja, quanto maior a concentragéo da saliva, menor a producéo (Figura 4 D). Em outro

estudo com glandula salivar de Lutzomia longipalpis, foram observados resultados



43

similares, onde camundongos C57BL/6 tratados com glandula salivar de L. longipalpis
tiveram menor expressdo de MCP1, podendo estar relacionado com producéo prévia de
quimiocinas e, funcionar como um mecanismo regulador (TEIXEIRA et al., 2005). H&
ainda na literatura, estudos que contradizem os resultados encontrado no presente
trabalho, tal como, o estudo onde demonstraram que a saliva de I. ricinus culmina com o
aumento da quimiocina MCP-1(KOTAL et al., 2015a). Acredita-se que esse &€ um
mecanismo de defesa utilizado pelo A. cajennense através de componentes de sua saliva,
afim de evitar a quimioatracdo de macrofagos para o local e a consequente resposta
inflamatdria, levando a interrupcdo da sua alimentacdo (FRANCISCHETTI et al., 2010).
Quanto menos macrofagos chegarem no local de alimentacdo do carrapato, mais tempo
de alimentacéo ele possui.

No ensaio realizado com os macrofagos infectados com L. major e tratados com
diferentes concentracdes de saliva, observou-se o aumento de todas as citocinas e
quimiocina citadas (Figura 4). Nas citocinas IL-12 e TNF-a foi visto um aumento das
mesmas em todas as concentragdes utilizadas. Embora mostrado por (KOTAL et al.,
2015a)), (FERREIRA; SILVA, 1998; OLIVEIRA et al., 2011) que a saliva diminui essas
citocinas e tendem a uma mudanca do perfil Thl para o Th2. Contudo levando em
consideracdo estudos realizados com saliva de Phlebotomus papatasi onde a saliva do
mesmo se mostrou protetora em casos de infec¢do de L. amazonensis in vivo (THIAKAKI
et al., 2005). Pode-se pensar que as proteinas salivares do carrapato ao entrarem em
contato com as proteinas presentes na membrana da L. major levaram a uma polarizacdo
do perfil Thl aumentando as citocinas e a consequente producdo da quimiocina MCP-1
para atrair mais macrdfagos para o local onde a L. major se encontra. Esses resultados
foram monstrados mais intensamente quando a citocina IL-10 apresentou-se significante
somente na concentracdo de 0,1ug/ml, mostrando que o perfil predominante é pro
inflamatério (Figura 4).

Com isso conclui-se que a saliva do A. cajennense possui capacidade
imunomoduladora o que provavelmente favorece o parasitismo de varios tipos de
hospedeiros; que algumas proteinas em menores concentra¢des podem produzir um efeito
maior pela diminuicdo de competicdo; que a saliva de A.cajennense pode ter uma
implicagéo protetora em infecgdes com L.major in vitro; e que a saliva de A.cajennense

consegue modular biologia de macréfagos infectados com L.major.
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Submission of a manuscript implies that it has been approved in its final form by all the
named authors, that it reports on unpublished work and that it has not been published or
submitted for publication, in whole or in part, elsewhere. It is the responsibility of the
corresponding author to ensure that these conditions are fulfilled. Authors of articles
published in the journal assign copyright to Cambridge University Press (with certain
rights reserved), and a copyright assignment form must be completed on acceptance of
the paper. On acceptance the corresponding author will be asked to supply a final
version of the manuscript. Once a proof has been returned only minor changes will be
allowed. Authors should be aware that large numbers of changes may lead to the paper
being returned to reviewers for approval, delaying publication, in addition to incurring
costs associated with making the changes.

Manuscript Format

Please note that failure to follow the Instructions for Authors will almost certainly result
in the manuscript being returned to the author for correct formatting before it is sent out
to the referees and hence there will be an unavoidable delay in the processing of your
manuscript.

The manuscript should be organized as follows:

TITLE PAGE. The title page should contain (i) a concise and informative full title, (ii)
the initials and name(s) of the authors and family names, (iii) the full postal address(es)
of the institution(s) where the work was carried out, (iv) a short informative running
title and (v) the name and address, telephone and fax numbers, and E-mail address of
the corresponding author. Footnotes containing other addresses may be included.
Nothing else should appear on the title page.

SUMMARY. This should not be more than about 150-200 words and its purpose is to
summarize the main aims, results and conclusions in such a way that they could be
understood by any interested reader and not only experts in the subject, and could be
used by an abstracting journal. References to published or unpublished work and
unnecessary abbreviations should be avoided. Appended to the Summary should be 3-
10 relevant key words, suitable for indexing. Nothing else should appear on the
Summary page.

KEY FINDINGS (only necessary for original articles not special issue articles). Distil
the key results and/or conclusions of the study into 3 to 5 short bullet points of less than
90 characters each. These key points will give the editor and referees an immediate
overview of the paper and an insight into the importance of your findings.

INTRODUCTION. This should be as short as possible, normally not more than 2-3
paragraphs, and should simply serve to introduce the reader to the purpose and
significance of the work described. It should neither be a mini-review nor should it be
so bland as to be uninformative. When making general statements, reference should be
made to recent reviews, and specific references should be cited only if they are
particularly relevant.
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MATERIALS AND METHODS. Sufficient information for the reader to be able to
repeat the work must be given, but techniques described in detail in other publications
need not be repeated, provided that an adequate reference is cited. Major modifications
to methods should be clearly described. The numbers of experiments, replicates, etc.
and any statistical tests used should be stated.

The full binomial name should be given for all organisms, except those such as mice,
rats and rabbits, commonly used in laboratories and domesticated animals such as cows,
dogs and cats. Generic names should be given in full when first mentioned and
subsequently if any confusion is likely to arise. If reference is made to an uncommon
taxon the authority for the taxon and date should be stated. Abbreviations such as An.
(for Anopheles) should be avoided unless absolutely essential, for example when
referring to two or more generic names beginning with the same letter. Authors should
follow International Rules for Nomenclature and, if new names are introduced, the
International Code for Zoological Nomenclature. All strains and sources of hosts and
parasites should be stated.

Abbreviations should be used sparingly and unambiguously. SI units should be used
wherever appropriate and other standard statistical, chemical, biochemical and
molecular abbreviations may also be used. In case of any doubt, authors are advised to
spell out the term in full, followed by the abbreviation in parenthesis, when it is first
used.

RESULTS. These should be confined to a factual account of the actual results obtained.
Where necessary results should be analysed using an appropriate statistical test.
Discussion and reference to other work should be left to the Discussion.

Tables. Each table, headed by a self-explanatory title, must be double spaced on a
separate page and numbered consecutively. Rules, particularly vertical ones, should be
avoided. Each table should be referred to consecutively as Table 1 etc in the text. The
use of bold and italic text should be avoided unless absolutely necessary.

Figures. These may be line drawings or photographs and all should be referred to
consecutively in the text as Fig. 1 etc. Component parts of figures should be labelled A,
B, C etc. Legends for figures should be self-explanatory and must not contain details of
results.

Line drawings should not be larger than twice the final size and in no circumstances
should exceed 170 x 250 mm. Line drawings should be as simple as possible, lines
should be bold enough to stand reduction to about 0.25-0.35 mm. Preferred symbols are
open and filled circles, squares and triangles, and these should be used consistently.
Lettering should be kept to a minimum and should be self-explanatory and
unambiguous and of sufficiently high quality and size to be clearly visible after
reduction to final size.

Photographs should be the same size as they will appear in the journal and should be
selected to fit neatly into one column (80 mm) or two columns (166 mm). Photographs
should be labelled and numbered as for line drawings. For microscopical preparations,
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scale bars with appropriate units (e.g. S0um) must be provided; statements of
magnification are not acceptable.

Colour figures may be accepted provided that they are of a very high quality and
scientifically necessary. The final decision for use of colour will be at the discretion of
the Editors. Charges of £350 per page may apply. If colour figures are accepted, but are
not deemed to be necessary for the print version, or funds are not available, we are able
to publish articles in colour for the online version of the journal. In these instances two
versions of the figures should be submitted (i.e., one set in colour and one set in black
and white), ensuring that the figure legends provided are able to accurately describe the
qualities of both.

DISCUSSION. The results (including further reference to figures and tables) should
neither be repeated in detail nor should new information be introduced. Speculation is
encouraged but should not go beyond reasonable and testable hypotheses. The
Discussion should not attempt to be a mini-review.

ACKNOWLEDGEMENTS. You may acknowledge individuals or organisations that
provided advice, support (non-financial). Formal financial support and funding should
be listed in the following section.

FINANCIAL SUPPORT. Please provide details of the sources of financial support for
all authors, including grant numbers. For example, “ This work was supported by the
Medical research Council (grant number XXXXXXX)”. Multiple grant numbers should
be separated by a comma and space, and where research was funded by more than one
agency the different agencies should be separated by a semi-colon, with “and before the
final funder. Grants held by different authors should be identified as belonging to
individual authors by the authors’ initials. For example, “This work was supported by
the Wellcome Trust (A.B., grant numbers XXXX, YYYY), (C.D., grant number ZZZZ);
the Natural Environment Research Council (E.F., grant number FFFF); and the National
Institutes of Health (A.B., grant number GGGG), (E.F., grant number HHHH). Where
no specific funding has been provided for research, please provide the following
statement “This research received no specific grant from any funding agency,
commercial or not-for-profit sectors.”

REFERENCES. It is essential that the appropriate reference format for Parasitology is
adhered to precisely.

(i) References in the text.

References should be kept to an essential minimum. Only references to published work
or work actually 'in Press’ are permitted. Reference to unpublished work is acceptable
but only as either 'unpublished results' or 'personal communication' and under no
circumstances should references to unpublished work, work in preparation or un-
refereed abstracts be included in the Reference List.

Lists of text references should be arranged in ascending date order and then
alphabetically, please note the first line of references is no longer indented. e.g.:



54

Brown and Green, 1961; Black, 1995, 2011; Brown, 1995; Brown et al. 2001, 2002a,b,
2010

For papers with more than two authors et al. should be used. Brown, A. et al. (1992a)

When authors are not directly referred to the reference should be in parentheses as
follows:

All currently known COI sequences of G. salaris from rainbow trout (Hansen et al.
2003; Meinila et al. 2004) are haplotype F.

(ii) List of References

References, which must be double spaced and listed alphabetically, should begin on a
separate page following the Discussion and Acknowledgements. The accuracy and
appropriateness of the references are solely the responsibility of the author and are not
checked in the editorial office.

The format required by this journal is given below and, if in any doubt, authors should
refer to a recent copy of the journal. Please note that the names of all authors should be
given in bold font and that the journal name should be italicized and given in full, not
abbreviated. Where known, the article Digital Object Identifier (doi) should be included,
at the end of the entry (see example below).

Journal References

Higgs, S., Snow, K. and Gould, E. A. (2003). The potential for West Nile virus to
establish outside of its natural range: a consideration of potential mosquito vectors in
the United Kingdom. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene 98, 82-87. doi: 10.1016/S00359203(03)00004-X.

Books
Smyth, J. D. (1994). Introduction to Animal Parasitology, 3rd Edn. Cambridge
University Press, Cambridge, UK.

Chapters in Books

Grenfell, B. T., Dietz, K. and Roberts, M. G. (1995). Modelling the immuno-
epidemiology of macroparasites in naturally-fluctuating host populations. In Ecology of
Infectious Diseases in Natural Populations (ed. Grenfell, B. T. and Dobson, A. P.), pp.
362-383. Cambridge University Press, Cambridge, UK.

WHO publications
World Health Organization (1995). Onchocerciasis and its Control. WHO Technical
Report Series No. 852. World Health Organization, Geneva, Switzerland.

When referencing Parasitology Supplements

Jenkins, D. J. and MacPherson, C. N. L. (2003). Transmission ecology of Echinococcus
in wild-life in Australia and Africa. Parasitology 127 (Suppl.), S63-S72. doi:
10.1017/S0031182003003871.
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REVIEWS AND SPECIAL ISSUES: The headings* for papers should be as follows:
Title page as described above

Summary (and key words)

Introduction

Additional headings and sub-headings as appropriate to each paper

Discussion

Conclusions/Future directions

Acknowledgements

Financial support

References

*Headings (not in bold) are formatted as follows: primary - UPPER CASE; secondary
sub-heading - lower case italics on separate line; tertiary sub-heading - lower case italics
running on

ETHICAL AND REGULATORY GUIDELINES: policy on animal (vertebrates and
higher invertebrates) use:

The authors must demonstrate the experimental procedures employed conform to the
accepted principles of animal welfare in experimental science. The principles defined
and explained in the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals
used for Experimental and Other

Scientific Purposes and its appendix and/or the National Research Council Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals should be followed. A statement acknowledging
conformation to these standards and that the authors have involved the minimum
number of animals to produce statistically reproducible results must be included in the
covering letter to the Editor-in-Chief as well as in the ‘Materials and Methods’ section
of the manuscript. If experimental methodology raises particular ethical or welfare
concerns then the Editor will take additional guidance from Animals (Scientific
Procedures) Act 1986, when making decisions. The Editor’s decision with regard to
ethics will be final.

On Acceptance

On acceptance to the journal the final version of the manuscript containing the
following should be submitted: Title Page, Summary, Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References, Tables, Figure legends.

In particular, each table should occupy a separate page.

Please ensure that your figures are submitted separately at final publication size (one
column, 80mm) or two-column (166 mm) and are in the recommended file formats.
Following these guidelines will result in high quality images being reproduced in both
the print and the online versions of the journal. Please do not submit the final versions
of figures in MS WORD, .jpeg or Powerpoint (.ppt) format.

Line artwork
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Format: .tif or .eps

Colour mode: black and white (also known as 1-bit)
Resolution: 1000 dpi

Combination artwork (line/tone)

Format: .tif or .eps

Colour mode: greyscale (also known as 8-bit)
Resolution: 600 dpi

Black and white halftone artwork

Format: .tif

Colour mode: greyscale (also known as 8-bit)
Resolution: 300 dpi

Colour halftone artwork

Format: .tif

Colour mode: CMYK colour

Resolution: 300 dpi

For further information, please refer to the Cambridge Journals Artwork Guide, which
can be found online at http://journals.cambridge.org/artworkguide.

Proofs

Page proofs will be forwarded as PDF files by E-mail to the corresponding author. It is
the responsibility of the author to ensure that no errors are present. Only essential
corrections should be made and authors will be charged for excessive alterations at the
proof stage. If corrections are deemed to be substantial the paper will be rejected and the
author asked to resubmit their work for peer review.
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