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Introducéo

Rickettsia spp. sdo bactérias (cocobacilos), pertencentes a ordem Rickettsiales e da
familia Rickettsiaceae (RAOULT; ROUX, 1997). As riquétsias patogénicas constituem um
grupo de microrganismos com caracteristicas de bactérias gram-negativas, intracelulares
obrigatorias responsaveis por vérias doencas conhecidas como riquetsioses, que s&o
transmitidas ao homem por meio da picada de artropodes hematdfagos, tais como carrapato,
pulga e piolho. Relatos no Brasil indicam a presenca de uma nova cepa de riquétsia, a qual foi
denominada de R. parkeri (cepa Mata Atlantica), devido a sua similaridade filogenética com
R. parkeri. Esta nova cepa foi isolada a partir de amostra de pele do local da picada do
carrapato, de um paciente com uma doenca febril exantemaética em area de Mata Atlantica no
municipio de Peruibe, SP (SPOLIDORIO et al., 2010).

Esta patologia em cées parece ser assintomatica, porem 0s animais podem permanecer
como reservatorio, podendo transmitir ao homem através do carrapato. Associado a isso,
diversos estudos tém demonstrado a atuacdo do sistema colinérgico no controle do processo
inflamatorio através das agdes da acetilcolina na via colinérgica anti-inflamatoria. O sistema
colinérgico tem um papel fundamental em vérias func¢Ges vitais, como o aprendizado, a
memoria e a organizagdo cortical do movimento (MESULAM et al., 2002). A mecénica de
funcionamento, do sistema colinérgico se da por uma estreita relagdo entre a sua principal
molécula, a acetilcolina (ACh), com as colinesterases, acetilcolinesterase (AChE) e

butirilcolinesterase (BChE). Estas enzimas fazem a regulacdo das concentracOes da ACh, e
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esta acdo pode levar a diferentes situacOes fisioldgicas, dentre as quais a modulacdo de
processos inflamatorios (DAS, 2007). A via colinérgica anti-inflamatoria é mediada pela
ACh, cuja atuacdo se da por uma inibicdo a producdo de fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-1 (IL-1) e fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF). A ACh regula os
niveis da serotonina, dopamina e de outros neuropeptideos e, portanto, modula tanto a
resposta imune como a neurotransmissdo (KAWASHIMA,; FUJII, 2003).

Assim, buscando compreender sua patogenia e 0os minimos sinais da infeccdo por esta
bactéria em cées, este trabalho busca avaliar a atividade da acetilcolinesterase nos linfocitos

dos caes frente a infeccdo por R. parkeri.

Metodologia

Foram utilizados seis cdes sem raca definida (SRD), (machos e fémeas), provenientes
do canil da Universidade de Cruz Alta, localizado no Campus Universitario Ulysses
Guimarées. Os seis cdes foram divididos em dois grupos, controle e infectado. O grupo
controle foi composto por dois cdes sendo o primeiro (controle 1) apenas mantido sob as
mesmas condi¢des dos demais cdes utilizados no experimento, enquanto o segundo foi
infestado por carraptos da espécie Amblyomma ovale livres de patdgenos (controle 2). No
grupo infectado, quatro cdes foram infestados com carrapatos da espécie A. ovale infectados
com Rickettsia parkeri. Os cdes de ambos 0s grupos passaram por avalia¢do clinica diaria.
Também foram alimentados com racdo comercial de acordo com o peso individual e
receberam agua ad libitum.

A cada quatro dias os cdes foram submetidos a coleta de sangue e soro por punc¢ao
intravenosa, utilizando-se seringas hipodérmicas com agulhas 25 x 7mm, a fim de que as
técnicas descritas abaixo fossem realizadas. As coletas foram realizadas até 12 dias pos
inoculagéo (PI), sendo realizadas no dia zero (D0), dia quatro Pl (D4), dia 8 PI(D8) e dia doze
Pl (D12).

Cada céo infestado, teve seu dorso tricotomizado com tosquiadeira propria para
pelagem canina. Na &rea tricotomizada, uma camaras de pano de algoddo, com diametro de 10
cm, teve suas bordas coladas a pele canina com cola adesiva (Kamar heat detector adhesive,
marca Kamar, Steamboat Springs, Colorado, USA) propria para pele animal. Os cées foram
mantidos com colar elizabetano para impedir a retirada da cdmara e escape dos carrapatos,
somente no periodo de ingurgitamento dos ixodideos, sendo que, os colares foram removidos

no restante do periodo de acompanhamento dos caes.
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Amostras de soros coletadas no dia zero da infestacdo e das coletas posteriores foram
enviados ao Laboratério de Doengas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia - FMVZ da Universidade de Sdo Paulo — USP para realizacdo Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) frente ao antigeno de R. parkeri amostra At 24
(SILVEIRA et al., 2007), conforme técnica previamente descrita (HORTA et al. 2004, 2007).
Soros controles positivos e negativos empregados nas reagcdes serdo oriundos da soroteca do
estudo realizado por Ogrzewalska et al., (2012).

Os linfdcitos foram isolados do sangue coletado com EDTA por um gradiente de
densidade Ficol-Histopaque segundo método de Bdyum (1968). Apos o isolamento dos
linfocitos a atividade da AChE foi determinada de acordo com o método descrito por
ELLMAN et al. (1961) modificado por Fritzgerald na Costa (1993). A atividade da AChE nos

linfocitos foi expressa em AcSCh/h/mg de proteina.

Resultados e Discusséo

No periodo que antecedeu a inoculag@o e PI, nenhum sinal clinico foi observado nos
animais. Todos os animais inoculados tiveram sorologia positiva para R. parkeri. Nao foram
encontrados soro reagentes nos animais do grupo controle. A Figura 1 apresenta os resultados
parciais da atividade da AChE nos linfocitos, pode ser observado um aumento atividade
enzimatica, marcando uma acdo inflamatdria, reduzindo a ACh livre, para se ligar aos
linfocitos. Sabe-se que a acetilcolina € produzida dentro dos linfocitos (KAWASHIMA;
FUJII, 2003). De acordo com Kawashima e Fujii (2003), por ligacgdo de ACh aumenta
citotoxicidade de linfécitos, aumentar o seu teor de cGMP e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), e
modulam a sintese de DNA e proliferacdo celular, apoiando a idéia que o sistema colinérgico

esta envolvido linfocitica na regulagdo da fungdo imune.
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Figura 1: Atividade da acetilcolinesterase em linfocitos de cdes infectados experimentalmente com
Rickettsia parkeri. As coletas foram no dia zero (DO0), dia quatro (D4), dia 8 (D8) e dia doze (D12) pds infeccao.
Infectados n=4; Controle 1 - cdo controle, sem carrapato n=1; Controle 2 - infestado por carraptos da espécie
Amblyomma ovale livres de patégenos
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Com este trabalho demonstramos que a infeccdo altera a atividade da
acetilcolinesterase nos linfocitos dos animais infectados. Quando o processo inflamatorio é de
grau leve e localizado em 6&rgdos internos € dificil detectar e confirmar a presenca de
inflamacdo. Isso é verdade, especialmente quando ocorre inflamagdo sistémica leve. Assim,
devido ao carater zoon6tico da riquetsiose e as perdas econdmicas geradas por esta doenca,

novas pesquisas sao de fundamental importancia.
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