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Resumo: A infestagdo por carrapatos traz varios prejuizos a pecuaria brasileira. Dessa
forma, objetivou desenvolver nanossistemas imunomoduladores através de nanoparticulas
lipossomais para reprogramagao metabdlica de células especificas do sistema imune
bovino combater infestacéo por carrapatos. Para isso, foi feita a extracédo de fosfolipidios de
macréfagos. Durante o cultivo celular dos macrofagos ocorreram sucessivas contaminagoes
das células ndo sendo possivel ter uma eficiente extracao de fosfolipidios. Mais estudos
precisam ser realizados para amplificacdo da obtencdo dos fosfolipidios e criagdo de
nanossistemas para imunizagcao de uma quantidade maior de animais.
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Cell culture and collection of phospholipids for the composition ofimmunomodulatory
nanosystems

Abstract: The infestation by ticks brings several to Brazilian livestock. Thus, the objective
was to develop immunomodulatory nanosystems through nanoparticles for metabolic
reprogramming of specific cells of the bovine immune system combater infestation by ticks.
For this, phospholipids were received from macrophages. During the cultivation of cellular
macrophages, successive contamination of cells is not possible efficiently with phospholipids.
More needs to be done to amplify the amount of phospholipid studies to create nanosystems
for immunization of a larger number of animals.
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Introducgao

A pecuaria € uma importante atividade econdmica para o Brasil que enfrenta um grande
problema com a infestacéo por ectoparasitas, principalmente pelo carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, que traz grandes prejuizos econdmicos a cadeia produtiva. A soma
dos prejuizos anuais tem sido estimada em bilhdes de dolares (ANDREOTTI et al., , 2019).
A principal forma de combate aos carrapatos € pelo uso de acaricidas, que muitas vezes
nao é eficiente e pode gerar o aparecimento de cepas resistentes do parasita. Além disso,
pode ocorrer o descarte indiscriminado da solucao residual de carrapaticida no ambiente,
resultando na intoxicagéo dos animais e humanos e a contaminagéo de solos e aguas (PAZ
et al., 2021). Assim, é preciso alternativas mais eficazes, sustentaveis e nao poluentes para
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o combate a esse parasita, tais como vacinas, agentes imunomoduladores especificos e
marcadores para resisténcia.

Sabendo que os bovinos apresentam resposta imune especifica contra carrapatos e que os
animais Bos indicus sdo mais resistentes que os Bos taurus (JONSSON et al., 2014), uma
alternativa viavel seria modular a resposta imune, de forma a torna-la mais eficaz em animais
taurinos, através da imunomodulagéo direta utilizando estratégias de nanobiotecnologia a
partir de nanoparticulas lipossomais.

Lipossomas s&o caracterizados como vesiculas esféricas constituidas por fosfolipidios que
se associam em bicamadas formando no centro uma cavidade aquosa. Por esse formato
tem potencial de carrear substancias hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas, protegendo os
compostos encapsulados contra uma variedade de ameacas que podem levar a liberacao
imediata ou degradagéo. Por possuirem uma escala nanométrica, se apresentam em forma
de nanoparticulas. Dessa forma, essas nanoparticulas lipossomais podem funcionar como
um “delivery” de bioativos com direcionamento ativo na célula alvo (GAYOSO & MORENO,
2016).

Baseado nessas informagdes, a Embrapa Gado de Leite vem desenvolvendo nanossistemas
imunomoduladores que foram concebidos com direcionamento ativo para alvos celulares
especificos. Esta ferramenta encontra-se em processo de patenteamento junto a Secretaria
de Inovagao e Negdcios - SIN (SEI 21179.004094/2020-86- processo sigiloso). A linha de
pesquisa passa pelo pressuposto de que reprogramacao metabdlica de células especificas
do sistema imune bovino pode melhorar a resposta imune de memoria e resultar numa
resisténcia artificial induzida de longo prazo ao carrapato. Para desenvolvimento da
formulagdo, uma das etapas consiste na obtencao de fosfolipidios de membrana celular de
macrofago murino (linhagem JJ774, ATCC). Uma vez atingida a escala, os nanossistemas
serao testados em bovinos taurinos para verificar sua eficacia no controle da infestagéo
pelo carrapato através da contagem de teledginas em animais inoculados.

Material e Métodos
1. Cultivo celular
1.2. Cultivo e amplificagao do numero de células

Para o cultivo das células foi utilizado meio DMEM suplementado com soro fetal bovino
a 10%, 10um de L-glutamina e antibidtico e antimicético, todos da marca Sigma® (San
Luis, Estados Unidos). As células descongeladas foram ressuspendidas com auxilio de
uma pipeta estéril e depois transferidas para uma garrafa de cultivo celular com tampa de
filtro (SPL®, Thermos scientific). As células foram incubadas em uma estufa (37°C; 5% de
CO2) para proliferagdo. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias de acordo com a
atividade metabdlica das células, medida pela cor amarelada indicativa de pH acido (figura
2). Quando as células atingiram uma confluéncia maior que 85% procedeu-se a extragao
de fosfolipidios.
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Figura 1. Cultivo de células JJ774 (ATCC®; linhagem de macréfagos murinos). Figura representativa da coloragéo
de meio em garrafa consumido pelos macréfagos: 1A — garrafa com meio amarelado (pH acido) consumido pelas
células; 1B e C — garrafa com meio em diferentes tons de rosa claro (indicativo de pH neutro) apos 1 e 2 dias de cultivo
celular, respectivamente; 1D e E - Fotomicrografia representativa (aumento de x40) de macrofagos JJ774 apresentando
confluéncia entorno de 55% (D) e 85% (E), respectivamente.

1.3. Extragao de fosfolipidios

Para extracdo de fosfolipidios, os macrofagos JJ774 foram descolados da garrafa por
choque térmico a frio, feito em freezer. Basicamente, a garrafa foi resfriada até o meio
ficar no ponto leitoso de congelamento seguido de batidas veementes na lateral para
o descolamento das células. Procedeu-se a lavagem da garrafa com 20 ml de tampao
PBS, agitando por 30 segundos. As células descoladas foram transferidas para um tubo
falcon, seguido de centrifugagcdo a 300g por 10 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas novamente em tampao
PBS para lavagem seguida de centrifugagao (300g/10min). Para extracao dos fosfolipidios,
as células lavadas foram lisadas em 1,25 ml de agua ultrapura tipo |, seguido de 1,25 ml
de cloroférmio (Merck, Darmstadt - Alemanha) para solubilizagao do material hidrofébico,
de 2,4ml de metanol (Merck, Darmstadt - Alemanha) para solubilizar o material hidrofilico. A
adicao desses componentes foi repetida e, entre cada adig¢ao, foi feita a solubilizagéo, por
5 minutos, em de agitagdo no vortex. Apos todo esse processo foi feita uma centrifugagao
a 1000g por 5 minutos para separacéao de fases. A fase mais translucida onde estavam os
fosfolipidios, depositada ao fundo, foi removida com auxilio de uma pipeta. Os fosfolipidios
foram armazenados no freezer -20°C em pote de vidro estéril devidamente vedado. Todo
material extraido foi enviado para Embrapa CENARGEN para obtencao dos nanossistemas
por extrusao.
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Figura 2. Representagédo esquematica da etapa final da extragéo dos fosfolipidios. Observa-se que os fosfolipidios ficam
depositados no fundo do tubo. Fonte: BORGES, 2020.

Resultados e Discussao

Durante o cultivo celular ocorreram sucessivas contaminag¢des das garrafas dentro da
estufa. Foram feitas diversas tentativas para identificar de onde sugiram as contaminacgoes,
porém sem sucesso, podendo ter ocorrido durante o congelamento das partidas celulares
utilizadas, da estufa de CO2, usada de forma compartilhada, ou da manipulagdo na hora
da troca do meio. Sendo assim, novos ensaios serao feitos para tentar identificar a fonte
de contaminacéao e tentar amplificar a obtencao de células no futuro visando a extragao
eficiente de fosfolipides para que se consiga sintetizar os nanossistemas para testes em
animais.

Conclusoes
A amplificagcdo de células para obtencdo dos fosfolipidios e posterior sintese de

nanossistemas imunomoduladores, apesar de ja estar bem padronizada, falhou por motivo
de contaminacgao recorrente e a fonte deve ser descoberta em investigagao futura.
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