LARISSA ALMEIDA MARTINS

Efeitos da infeccao por Rickettsia rickettsii sobre o perfil
de expressao génica do carrapato vetor Amblyomma

cajennense

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Biologia da Relacdo
Patogeno-Hospedeiro do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias

Sao Paulo
2014



LARISSA ALMEIDA MARTINS

Efeitos da infeccdo por Rickettsia rickettsii sobre o perfil
de expresséao génica do carrapato vetor Amblyomma

cajennense

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo Biologia da Relacdo Patdgeno-
Hospedeiro do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo, para obtencao
do Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Biologia da Relacéo
Patogeno-Hospedeiro

Orientadora: Profa. Dra. Andréa Cristina Fogaca

Versao original

Sao Paulo
2014



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e Informac&o Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo

reprodu¢&o néo autorizada pelo autor

Martins, Larissa Almeida.

Efeitos da infec¢do por Rickettsia rickettsii sobre o perfil de
expressdo génica do carrapato vetor Amblyomma cajennense /
Larissa Almeida Martins. -- Sdo Paulo, 2014.

Orientador: Profa. Dra. Andréa Cristina Fogaca.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Departamento de Parasitologia. Area de
concentracao: Biologia da Relagdo Patégeno-Hospedeiro. Linha de
pesquisa: Biologia da interagao carrapato-riquétsia.

Verséo do titulo para o inglés: Effects of infection with Rickettsia
rickettsii on the gene expression profile of the tick vector Amblyomma
cajennense.

1. Transcriptoma 2. Hibridacdo subtrativa por supresséo (SSH)
3. RNA de interferéncia (RNAi) 4. Carrapato 5. Amblyomma
cajennense 6. Rickettsia rickettsii 1. Fogaca, Profa. Dra. Andréa
Cristina 1. Universidade de S&o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Programa de Pds-Graduagédo em Biologia daRelacao
Patdgeno-Hospedeiro ll. Titulo.

ICB/SBIB043/2014




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Larissa Almeida Martins.

Titulo da Dissertacgéo: Efeitos da infeccao por Rickettsia rickettsii sobre o perfil de
expressao génica do carrapato vetor Amblyomma
cajennense.

Orientador(a): Profa. Dra. Andréa Cristina Fogaca.

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagcdo de Mestrado,

em sessao publicarealizada a ............... T, Loviiiiiiiiiinn, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINALUIA. ...oiieeeeieiiiiet e e e e e e e e e et s e e e e e e e e aaeeeeeeeeeaeeranren
N[0} 1 0[PP
1] (U] [or= T TP P PP PPPPPPPPR

Examinador(a): ASSINATUIAL ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e s annes
[N [0] 1 1 PR UPP PP PUPPPPPPPIN
1S 11 (0 o= To 1S

Presidente: AASSINALUI A ... e et
N [0] 1 1 1SR
18IS 11 (0] o= To 1RSSR



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO _
[:] INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitria “Armando de Salles Ofiveira”
AV. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cep, 05508-900 S3o Paulo, SP - Brasil
.) Telefone :{55) (011) 3091.7733 - telefax : (55) (011)3091-8405
l e-mall: cop@ich.usp. hre

COMISSAO DF BTICA NO USD 136 ANIMAIS

Decl. CEUA-ICB/USP - 058/2011

DECLARACAO

Em adendo ao Certificado 128/11/CEUA, datado de 20.09.11 e
por solicitagdo da Profa. Dra. Andréa Cristina Fogaca, responsivel pela linha de
Pesquisa, autorizo a inclusdo da aluna Larissa Almeida Martins ao Projeto de Pesquisa
“Caracterizacao molecular das interagoes entre o carrapato-velor € o agente etiologico
da febre maculosa, Ricketisia rickettsii”, uma vez que se trata de utilizagio da mesma

espécie animal e de métodos experimentais similares ao referido certificado.

Sao Paulo, 15 de dezembro de 2011,

L_A_.L,Ma
Prof. Dr. Wothan Tavares de Lima

Coordenador da CEUA
ICB/USP




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Caracterizacao molecular das interagoes
entre o carrapato-vetor e o agente etiolégico da febre maculosa, Rickettsia
rickettsii”, protocolado sob o n“1423/2008, utilizando 12 (doze) cobaias, 06 (seis)
coelhos e 02 (dois) caes, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Bahia
Labruna, esta de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal da
Comissao de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo e foi aprovado na reunido do dia 18 de junho de 2008.

We certify that the Research “Molecular characterization of the interaction
between the tick vector and Rickettsia rickettsii, the etiological agent of Brazilian
spotted fever”, protocol. number 1423 /2008, utilizing 12 (twelve) cobaias, 06 (six)
habits and 02 (two) dogs, under the responsibility Prof. Dr. Marcelo Bahia
Labruna, agree with Ethical Principles in Animal Research adopted by Bioethic
Commission of the School of Veterinary Medicine and Animal Science of
University of Sdo Paulo and was approved in the meeting of day 06/18/08.

ju de 2008

xz dg-no Merusse

Co ' ao de Bioética
EMVZ/USP

Sao Paulo, 19

Av, Prof. Dr. Orfando Marques de Paiva, n87 Fone/Fax; +55 11 3032-2224 / 3091-7757
Cidade Univrsitiria “Armando de Salles Oliveira™ +33 11 3091-7671/7676
Sho Paula/SP — Brasil E-mail: fmvzddusp.be

05508-270 http:/iwww, fimvz.usp.br



Aos meus pais, pela compreenséo, carinho,

apoio incansavel e amor incondicional.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Andréa Cristina Fogaca, pela confianca
depositada em mim desde quando me conheceu durante a iniciacdo cientifica e pelo
convite de fazer parte de seu grupo de pesquisa no Mestrado. Agradeco, e muito, a
oportunidade e a confianga. Ainda mais, muito obrigada pela sua dedicagéo, por
todo o aprendizado, orientacdo e por me proporcionar todo o crescimento pessoal e
profissional. E, acima de tudo, pela sua amizade e a da “melhor amiga” Lorena.

A excelentissima amiga Dra. Maria Fernanda Bandeira de Melo Galletti por
ser essa pessoa mais que especial sempre pronta a ajudar. Faltam palavras para
agradecer toda a ajuda “d-i-v-i-n-a”, ensinamentos, carinho, preocupacgao, conselhos,
risadas e tudo mais... Obrigada pela compreensédo, tolerancia e paciéncia (obs.:
muita paciéncia).

A Ms. Camila Malossi, que trocou o “grupo Rick” por um salario digno, décimo
terceiro e férias! Muito obrigada por toda a ajuda, companheirismo além dos muitos
ensinamentos e licbes que com certeza levarei para toda a vida.

A todos a quem posso chamar de amigos do laborat6rio, cada um se tornou
mais do que especial para mim. Muito obrigada por tudo que me ensinaram e tudo o
que me ajudaram. As Doutoras Thais Bifano (mae da Mel) e Paula Pohl (ndo choral),
as Mestres Sandra Kalil (cadé a animacao?) e Janaina Peixoto (7belo), ao IC
Gustavo Zoppello (tipo assim...) e ao querido amigo que sempre ajudou para que
ndo nos faltasse nada dentro do laborat6rio Mario Balanco (rosa mosqueta sempre!)
e a Claudia Angeli. Assim como 0s amigos que seguiram suas carreiras, como 0
Prof. Dr. Rafael da Rosa (que pena!), obrigada pelos seus sabios conselhos e por
ser um exemplo de profissional e a Dra. Eliane Esteves. Obrigada pelo convivio
sempre repleto de muitas risadas agradeco todos os dias por poder contar com
vocés, além de ser eternamente grata por todo carinho.

Ao Prof. Dr. Marcelo Labruna pela colaboragéo neste projeto, por nos ceder
espaco em seu biotério no VPS, sempre disposto a ajudar e auxiliar nos
experimentos in vivo. Assim como toda a sua equipe, sem 0s quais este trabalho
nao seria realizado. Essa equipe em que muito deles se tornaram bons amigos,

obrigada Jodo Soares, Francisco Borges Costa, Herbert Soares, Tatiana Ueno, aos



técnicos Marcos e Pedrinho e aos demais amigos do VPS Andréa Costa, Amalia
Barbieri, Jonas Moraes e a amiga Uruguaia Paula Lado.

Ao Dr. Adriano Pinter que colaborou inUmeras vezes com o andamento, nao
apenas neste projeto, mas sempre auxiliou o grupo no que fosse preciso, nos cedeu
espaco na SUCEN para a realizacao de alguns experimentos.

A Profa. Dra. Sirlei Daffre por toda a colaboracdo, confianca, por suas
colocacdes e auxilio durante o desenvolvimento deste projeto.

Ao Prof. Dr. Arthur Gruber e seu grupo pelas analises de bioinformatica.

Agradeco de forma especial a Profa. Dra. Tania Bijovsky por ter me permitido
descobrir meu encantamento pela pesquisa, que sem duvida surgiu enquanto estava
em seu laboratério. Ao sempre amigo Dr. André Cardoso que sempre me ensinou,
estimulou, apoiou e me deu o impulso para seguir em frente e que sem ele minha
iniciacdo cientifica ndo teria acontecido obrigada por tudo. Assim como o apoio do
grande amigo Alexandre Santos que me trouxe para esse mundo da pesquisa, sem
vocés acredito que eu ndo estaria onde estou hoje.

Outra pessoa que merece um agradecimento € o Dr. André Luis da Costa da
Silva, que sempre esteve pronto para ajudar em tudo que fosse preciso, desde
mosquitos até carrapatos, muito obrigada pelos conselhos de sempre.

A todos os grandes amigos que tive a oportunidade de encontrar durante
estes anos de ICB: Michele Barros, Albert Bressan, Ismael Sauter, Camilla Batista,
Priscila Thihara, Cristiana Trinconi, André Luiz de Oliveira, Carlos Felipe Filietaz,
Rafaella loshino, Danilo Carvalho, Ceres Maciel, Karina Costa, Fabio de Almeida,
Cintia Yamashita (IB), Adne Abbud Righi, Angela Guillen (SUCEN) e muitas outras
pessoas que sempre contribuiram e deixaram com certeza a vida mais alegre.

A todos os docentes e funcionarios do departamento pelo convivio e a
disposicdo em auxiliar sempre que preciso.

A Fundacdo de Apoio & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) e a

Capes pelo auxilio financeiro.



“O sucesso nasce do querer, da determinacéo e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo néao atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo
fara coisas admiraveis.”

José de Alencar



RESUMO

Martins LA. Efeitos da infecgdo por Rickettsia rickettsii sobre o perfil de expresséo
génica do carrapato vetor Amblyomma cajennense. [dissertacdo (Mestrado em
Biologia da Relacdo Patdogeno Hospedeiro)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

O agente etioldgico da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (RMSF),
conhecida no Brasil como Febre Maculosa Brasileira, € a bactéria Rickettsia
rickettsii. Essa bactéria € transmitida ao homem pela picada de diferentes espécies
de carrapatos ixodideos. No Brasil, os vetores sdo Amblyomma cajennense e A.
aureolatum. As taxas de prevaléncia de R. rickettsii nas populacfes de carrapatos
de areas endémicas para RMSF sdo baixas, em geral abaixo de 1%. Essa baixa
prevaléncia parece estar associada a menores taxas reprodutivas e de
sobrevivéncia de linhagens infectadas, sugerindo que R. rickettsii seja patogénica
também para os seus vetores. Infec¢des experimentais demonstraram que 80-100%
dos individuos de uma colbénia de A. aureolatum mantida em laboratério sdo
infectados por R. rickettsii, enquanto apenas 10-60% de A. cajennense adquirem a
bactéria. Esses dados indicam que as respostas dessas duas espécies de
carrapatos a infeccdo sejam diferentes, resultando em diferentes taxas de
prevaléncia da bactéria. Dessa maneira, a caracterizacdo molecular das interacfes
entre carrapatos do género Amblyomma e a bactéria R. rickettsii € importante,
podendo gerar informacdes ndo somente para o0 esclarecimento acerca dos
mecanismos de patogenicidade de R. rickettsii para os carrapatos, mas também
para um melhor entendimento dos mecanismos responsaveis pela aparente
restringéncia de A. cajennense a infeccdo. Assim, os objetivos do presente estudo
foram: (i) analisar os efeitos da infeccéo por R. rickettsii sobre o perfil de expresséao
génica de carrapatos A. cajennense por hibridacdo subtrativa por supressédo (SSH),
(i) validar os dados de SSH por reacdo em cadeia de polimerase quantitativa
precedida por transcricdo reversa (RT-qPCR) e (iii) caracterizar funcionalmente dois
genes com expressado induzida pela infeccdo por RNA de interferéncia (RNAI). Apos
a andlise bioinformatica dos dados de SSH, 44 sequéncias Unicas foram obtidas,
das quais 36 representam genes com expressao induzida e 8 genes com expressao
reprimida pela infeccdo. A inducdo dos genes codificadores da subunidade | da
citocromo c¢ oxidase (COX1), da subunidade IV da NADH desidrogenase, de uma
proteina com dominio de inibidor de serina-proteases Kunitz-type (papilina-
like),identificados por SSH, e de um peptideo antimicrobiano (hebraeina), foi
confirmada por RT-qPCR. O silenciamento génico da hebraeina e da papilina-like
nao teve nenhum efeito na aquisicdo de R. rickettsii pelo vetor, indicando que,
isoladamente, ndo sdo responsaveis pela protecdo de A. cajennense contra a
infeccdo. Os dados gerados pelo presente estudo abrem perspectivas para que
outros genes sejam avaliados quanto ao seu papel na aquisicdo de R. rickettsii, os
guais, no futuro, podem ser considerados como alvos para o desenvolvimento de
vacinas.

Palavras-chave: Transcriptoma. Hibridagdo subtrativa por supressao (SSH). RNA
de interferéncia (RNAI). Carrapato. Amblyomma cajennense. Rickettsia rickettsii.



ABSTRACT

Martins LA. Effects of infection with Rickettsia rickettsii on the gene expression profile
of the tick vector Amblyomma cajennense. [Masters thesis (Biology of Host-Pathogen
Interactions)]. S8o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao
Paulo; 2014.

The etiologic agent of the Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF), also known as
Brazilian Spotted Fever in Brazil, is the bacterium Rickettsia rickettsii. This rickettsia
is transmitted to humans by the bite of various tick species. In Brazil, Amblyomma
cajennense and A. aureolatum are known as vectors. The prevalence rates of R.
rickettsii infected ticks in RMSF endemic areas are low, oscillating around 1%. These
low prevalence rates seems to be associated with lower reproductive and survival
rates of infected ticks, suggesting that R. rickettsii is also pathogenic to its vectors.
Experimental infections with R. rickettsii have demonstrated that 80 to 100% of A.
aureolatum ticks from a laboratory colony acquire this bacterium, whereas only 10 to
60% of A. cajennense ticks become infected. These results indicate that the
responses of these two tick species against infection are different, resulting in
different prevalence rates of the bacterium. Therefore, the elucidation of the
interactions between ticks of the genera Amblyomma and the bacterium R. rickettsii
at a molecular level is important to provide information to better understand the
mechanisms of pathogenicity of R. rickettsii against ticks as well as for the elucidation
of the mechanisms responsible for the apparent refractoriness of A. cajennense
against infection. Therefore, the objectives of the current study were: (i) analyze the
effets of the infection with R. rickettsii on the gene expression of ticks A. cajennense
by suppression subtractive hybridization (SSH), (ii) validate SSH data by reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR), and (iii) functionally
characterize two genes induced by infection using RNA interference (RNAI). After
bioinformatics analysis of SSH data, 44 unigue sequences were obtained, among
which 36 represent genes with expression induced and 8 repressed genes by
infection. The induction of genes encoding subunit | of cytochrome c oxidase
(COX1), the NADH dehydrogenase subunit IV, a protein containing Kunitz-type
inhibitor domain (papilin-like), identified by SSH, and an antimicrobial peptide
(hebraein), was confirmed by RT-qgPCR. The effects of knockdown of hebraein and
papilin-like encoding genes had no effect on the acquisition of R. rickettsii by the
vector. Data of the current study may be used to evaluate the role of other genes in
acquisition of R. rickettsii, which, in the future, may be considered as target for
vaccine development.

Keywords: Transcriptome. Suppression subtractive hybridization (SSH). RNA
interference (RNAI). Tick. Amblyomma cajennense. Rickettsia rickettsii.
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1 INTRODUCAO

1.1Febre Maculosa: histérico, epidemiologia e etiopatogenia

O primeiro relato clinico da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky
Mountain Spotted Fever, RMSF) é do ano de 1899 em lIdaho, estado norte-
americano localizado na regido das Montanhas Rochosas. Nesse relato, Edward E.
Maxey descreveu a RMSF como uma doenca febril grave, caracterizada por um
periodo continuo de febre alta e pelo aparecimento de erup¢fes purplureas na pele
(Dantas-Torres, 2007; Parola et al., 2005). Anos mais tarde, carrapatos do género
Dermacentor foram incriminados como vetores da infeccdo. Em 1906, Howard Taylor
Ricketts, patologista americano, isolou a bactéria associada a moléstia, a qual foi
denominada Rickettsia rickettsii (Chen, Sexton, 2008). Nos anos seguintes, Howard
T. Ricketts, juntamente a outros pesquisadores, descreveram as bases clinicas e 0s
fatores epidemiolégicos da doenca (Chen, Sexton, 2008).

A partir da década de 1930, a doenca passou a ser identificada em diversos
paises de todo o continente americano (Dantas-Torres, 2007; Labruna, 2009). Casos
de RMSF ja foram reportados no Canada, Estados Unidos (Chapman et al., 2006),
México (Zavala-Castro et al., 2006), Costa Rica (Fuentes, 1979; Hun et al., 2008),
Panama (Estripeaut et al.,, 2007), Colébmbia (Hidalgo et al., 2007), Argentina
(Paddock et al., 2008; Ripoll et al., 1999) e Brasil (Angerami et al., 2006a, 2006b; de
Lemos et al., 2002; Galvéo et al., 2005). No Brasil, o primeiro caso da doenca foi
descrito em 1929 por José Toledo Piza no Estado de Sdo Paulo, que a denominou
de “Tifo Exantematico de S&o Paulo”. Mais tarde, a doenca também foi identificada
nos estados de Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro (Greca et al., 2008). Em 1933,
estudos indicaram a imunidade cruzada entre o agente etiologico do tifo de Sao
Paulo e da RMSF, concluindo-se que ambos correspondiam a mesma bactéria.
Assim, a doencga ficou conhecida no Brasil como Febre Maculosa Brasileira (FMB)
(Greca et al.,, 2008). Desde o final dos anos 80 até os dias de hoje, a FMB é
considerada uma doenca reemergente e em expansao, tendo sido incluida na Lista
Nacional de Doencas de Notificagdo Compulsdria do Ministério da Saude pela
Portaria GM/MS n° 1.943 de 18 de outubro de 2001.
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As maiores taxas de incidéncia da FMB concentram-se na regido sudeste
(Labruna, 2009; Szabé6 et al., 2013), justamente a mais populosa do pais. No
periodo de 1985 a 1997, 36 casos distribuidos em seis municipios do estado de Séo
Paulo foram confirmados laboratorialmente. De 1998 a 2011, o numero cresceu para
428 casos ao longo de 77 municipios do estado. A maior incidéncia foi ao longo do
ano de 2012, com 68 casos confirmados, dos quais 37 resultaram em mortes (54%
de taxa de mortalidade) (dados oficiais da Secretaria de Saude do Estado de Séo
Paulo - http://www.cve.saude.sp.gov.br). Em conjunto, esses dados destacam a FMB
como a doenga transmitida por vetores com a mais alta taxa de fatalidade no
sudeste do Brasil.

R. rickettsii € transmitida ao homem e a outros vertebrados por diferentes
espécies de carrapatos ixodideos. As espécies de carrapatos vetores variam de
acordo com a regido afetada pela doenca. Na América do Norte, 0s principais
vetores sdo Dermacentor variabilis e Dermacentor andersoni, mas a bactéria
também pode ser transmitida por Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma
americanum (Dantas-Torres et al., 2012; Flicek, 2007; Parola et al., 2005). No Brasil,
as espécies transmissoras da bactéria sdo Amblyomma aureolatum e Amblyomma
cajennense (Dantas-Torres, 2007; Dantas-Torres et al., 2012). Apés um periodo de
incubacdo de aproximadamente sete dias apOs a picada do carrapato infectado,
sintomas como mal-estar, calafrios, febre, cefaleia e mialgia podem ocorrer. As
petéquias ou maculas, que nomeiam a doenca, aparecem no estagio avancado e,
muitas vezes, sdo de dificil visualizacdo ou nem ocorrem. Por serem inespecificos,
os sintomas da FMB séao facilmente confundidos com os de viroses e de outras
infeccbes bacterianas, dificultando o diagndstico clinico (Chen, Sexton, 2008; Raoult,
Roux, 1997). Assim, o diagnéstico laboratorial € o mais indicado, mas, muitas vezes,
nao chega a realizado, sendo provavel que o numero de casos de FMB seja ainda
maior (Dantas-Torres, 2007). O exame laboratorial recomendado pela OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) é o teste sorolégico, onde anticorpos IgG reagem
com antigenos especificos de riguétsias em um teste de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) (Flicek, 2007). No entanto, esses anticorpos ndo sao detectaveis em menos
de 7 a 10 dias de infeccdo, o que limita o diagnostico precoce da doenca (Dantas-
Torres, 2007). A utilizacdo de PCR é limitada devido a baixa sensibilidade de

deteccdo de DNA de R. rickettsii em amostras sangue, pois o numero de riquétsias
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circulantes no sangue é geralmente baixo, ja que R. rickettsii possui um tropismo por
células endoteliais (Blanton, 2013). Dessa forma, essa técnica é utilizada apenas
para a deteccdo da bactéria em bidpsias de pele ou tecido de necropsia. Assim,
apesar de a infeccdo poder ser sanada com poucas doses de antibioticos orais, a
RMSF ainda causa significante morbidade e mortalidade, o que muitas vezes esta
relacionado ao seu diagnéstico tardio (Chen, Sexton, 2008; Dantas-Torres, 2007).

1.2Rickettsia rickettsii: 0 agente etiologico

O género Rickettsia (ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae) € composto
por um grupo de a-proteobactérias estritamente intracelulares que causam doencas
em humanos e em outros animais e que sdo transmitidas por vetores (Merhej,
Raoult, 2011). As espécies desse género estdo subdivididas em dois grupos
principais: o grupo tifo (typhus Group - TG) e o grupo febre maculosa (spotted fever
group - SFG). Rickettsia rickettsii pertence ao SFG juntamente com mais 19
espécies, dentre as quais € a mais patogénica (Chen, Sexton, 2008; Parola et al.,
2009).

R. rickettsii € um cocobacilo pleomdérfico Gram negativo, apresentando
tamanho reduzido (0,2-0,5 uym de diametro por 0,3-2,0 ym de comprimento).
Diferentemente de outros patdégenos intracelulares, essa bactéria vive livremente no
citoplasma ou no nucleo da célula hospedeira, ou seja, sem um vacuolo parasitéforo
ao seu redor (Chen, Sexton, 2008).

R. rickettsii possui duas principais proteinas imunodominantes em sua
superficie, uma de 190 kDa (proteina da membrana externa A, OmpA) e outra de
135 kDa (proteina de membrana externa B, OmpB), sendo a OmpB a mais
abundante. Por apresentarem epitopos espécies-especificos, OmpA e OmpB
fornecem bases para a sorotipagem de riquétsias através de ensaios comparativos
por RIFI (Dantas-Torres, 2007; Parola et al., 2005).

No hospedeiro vertebrado, R. rickettsii infecta as células do endotélio e
paredes de vasos (Flicek, 2007), enquanto no vetor invertebrado, infecta todos os
tecidos (Burgdorfer, Brinton, 1975; Macaluso et al., 2001). Esse patdogeno também é
capaz de infectar diversos tipos de células em cultivo, tais como células Vero

(provenientes de rim de macaco verde africano), L929 (fibroblastos de
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camundongo), MRC5 (fibroblastos de pulmdo humano), além de células
embrionérias de carrapatos (Dantas-Torres, 2007).

1.3 Os carrapatos vetores

Os carrapatos sao atualmente considerados o segundo principal grupo de
artropodes vetores de doencas infecciosas para humanos em todo o mundo, sendo
superados apenas pelos mosquitos (Socolovschi et al., 2009). Isso se deve ao fato
de que todas as espécies de carrapatos conhecidas, cerca de 900, necessitam de
sangue para o seu desenvolvimento e reproducédo, parasitando diversas classes de
vertebrados em quase todas as regifes do mundo (Barker, Murrell, 2004).

De acordo com caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas, os carrapatos sao
classificados em duas principais familias: Argasidae e Ixodidae. Os argasideos,
conhecidos como “carrapatos moles”, apresentam fases parasitarias curtas,
alimentando-se de horas a poucos dias sobre o hospedeiro vertebrado. Geralmente
habitam ambientes restritos, tais como cavernas, tocas e ninhos, sendo que algumas
espécies estdo associadas a presenca de morcegos (Dantas-Torres et al., 2012;
Guglielmone et al., 2010; Labruna, Venzal, 2009). Diferentemente dos argasideos,
os ixodideos, conhecidos como “carrapatos duros”, alimentam-se por periodos mais
longos, podendo chegar até trés semanas de alimentacdo sobre seus hospedeiros.
Como consequéncia deste longo periodo de alimentacdo, uma grande diversidade
de patdégenos pode ser transmitida ao hospedeiro durante o repasto sanguineo
(Dantas-Torres et al., 2012; Kopacek et al., 2010).

O carrapato A. aureolatum, popularmente conhecido como “carrapato-
amarelo-do-cao”, é um carrapato ixodideo encontrado em alguns paises da América
do Sul, aléem da regido neotropical do Brasil. Essa espécie habita principalmente as
areas de Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste, onde as condi¢cbes de alta
umidade e temperaturas amenas predominam durante o ano todo (Pinter et al.,
2004). Importantemente, A. aureolatum foi incriminado como transmissor de R.
rickettsii na regido metropolitana de Sao Paulo (Parola et al., 2009; Pinter, Labruna,
2006). Ja o carrapato A. cajennense, alvo do presente estudo, é o principal vetor de
R. rickettsii ndo apenas no Brasil, mas em toda a América Latina (Estrada-Pefa et
al.,, 2004; Parola et al., 2005, 2009; Szabo et al.,, 2013). A. cajennense é
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popularmente conhecido como “carrapato-estrela” ou "carrapato-de-cavalo”. Por ser
um carrapato de tocaia, acumula-se aos montes nas pontas de galhos ou arbustos,
e aderem-se imediatamente aos animais e aos individuos que passam encostando-
se a essa vegetacdo (Rey, 2008). Além disso, € uma das espécies que mais
frequentemente infestam humanos e grandes populacdes estdo sempre presentes
em areas endémicas para RMSF (Greca et al., 2008; Sangioni et al., 2005). Assim
como a maioria dos carrapatos ixodideos, A. cajennense é um carrapato trioxeno, ou
seja, com excecdo dos ovos, os demais estadios (larval, de ninfa e adulto) precisam
encontrar um hospedeiro e alimentar-se de sangue, descendo ao solo apés cada
repasto sanguineo. No solo, realizam a ecdise para o estadio seguinte, dando
sequéncia ao ciclo de vida, que dura ao todo cerca de seis meses (Figura 1)
(Sanavria, Prata, 1996).

Fémea
ingurgitada

V=

Hospedeiro

"4

Hospedeiro \ , Solo
- ¥ «

Adulto

Figura 1. Ciclo de vida de Amblyomma cajennense. As larvas eclodem no solo e buscam seu
primeiro hospedeiro. Apds repasto sanguineo, as larvas ingurgitadas caem ao solo onde ocorre a
ecdise para o estadio de ninfa. Ao encontrarem um novo hospedeiro, as ninfas realizam repasto
sanguineo e caem novamente ao solo onde ocorre a Ultima muda, para o estadio adulto. Os adultos
(machos e fémeas) sobem no hospedeiro e, apés a cépula, a fémea inicia um periodo de alimentagao
rapida. Apds ingurgitamento completo, a fémea cai ao solo para realizar a postura dos ovos.

Fonte: Modificado de Aragéo e Fonseca, 1961.

De um modo geral, as larvas e as ninfas de A. cajennense apresentam menor
especificidade parasitaria, podendo alimentar-se do sangue de uma grande

diversidade de animais (aves e mamiferos) domeésticos ou selvagens. Na fase
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adulta, os principais hospedeiros sdo grandes mamiferos como equinos, antas e
capivaras (Greca et al., 2008; Horta et al., 2009; Labruna, 2009; Perez et al., 2008).
E importante salientar que R. rickettsii circula entre os hospedeiros e os carrapatos
independentemente da atuacdo do homem (Greca et al., 2008). Assim, o0 homem
atua como hospedeiro acidental neste ciclo, podendo ser atacado por todos os
estadios parasitarios do A. cajennense, geralmente por centenas de larvas, dezenas

de ninfas, e/ou alguns adultos (Labruna, 2009).

1.4 R.rickettsii e hospedeiros amplificadores

No Brasil, capivaras, gambas e cdes domésticos sdo apontados como
potenciais hospedeiros amplificadores de R. rickettsii (Labruna, 2009). Uma vez
infectados, esses animais mantém a bactéria em niveis altos em sua corrente
sanguinea por alguns dias ou semanas, garantindo que mais carrapatos sejam
infectados (Burgdorfer et al., 1988). Além disso, a alimentacdo sanguinea possibilita
uma elevacdo da densidade populacional dos carrapatos, uma vez que as fémeas
direcionam os nutrientes do sangue para a producao de ovos.

A reemergéncia dos casos de FMB no estado de Sdo Paulo foi associada ao
crescente numero de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris). J& foi demonstrado
que as capivaras sdo 0s hospedeiros preferenciais de A. cajennense em areas
endémicas para a FMB, enquanto em areas ndo endémicas, as populacdes de
carrapatos sao sustentadas por cavalos (Labruna et al., 2009). Além disso, foi
comprovado que as capivaras sao 0s principais reservatorios amplificadores de R.
rickettsii para A. cajennense (Souza et al., 2009).

Apesar da participacdo de hospedeiros amplificadores, as taxas de
prevaléncia de R. rickettsii nas populagbes naturais de carrapatos vetores sao
baixas, em geral em torno de 1% (Burgdorfer et al., 1988; Guedes et al., 2005;
Pinter, Labruna, 2006; Sangioni et al.,, 2005). Por exemplo, na costa leste dos
Estados Unidos, onde o carrapato D. variabilis é o vetor da bactéria, a prevaléncia
de carrapatos infectados nas zonas endémicas varia entre 0,05 e 1,3% (Burgdorfer
et al., 1988). No Brasil, ha relatos de 1,28% de prevaléncia em uma populacdo de A.

cajennense em Juiz de Fora, Minas Gerais (Guedes et al., 2005) e de 0,89% em
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uma populacdo de A. aureolatum em Mogi das Cruzes, Sdo Paulo (Pinter, Labruna,
2006).

Além disso, a FMB apresenta uma distribuicdo irregular ao longo do tempo
mesmo nas zonas endémicas, havendo periodos de anos consecutivos com relatos
de casos da doenca alternados por periodos de auséncia de casos. E provavel que
esse padrao irregular de distribuicdo da doenca seja decorrente do desaparecimento
da bactéria da populacdo do vetor em determinados periodos, o que é atestado pela
auséncia de animais sentinelas como, por exemplo, capivaras e cédes soro-reativos

para a bactéria (Cardoso et al., 2006).

1.5 R.rickettsii e carrapatos vetores

Apesar de infectar apenas células endoteliais do hospedeiro vertebrado, R.
rickettsii € capaz de infectar praticamente todos os tecidos dos seus carrapatos
vetores, inclusive os ovarios, transferindo bactérias para a geracdo subsequente
através dos ovos (transmissdo transovariana). Além disso, depois da primeira
infeccdo, ocorre a transferéncia de bactérias de um estéddio para o outro e o
carrapato permanece infectado por toda a vida (transmissdo transestadial). No
entanto, caso ndo ocorra reinfec¢édo, a bactéria tende a desaparecer apés algumas
geracdes (Greca et al., 2008; Labruna, 2009; Macaluso et al., 2001; Parola et al.,
2005). Além das transmissdes transovariana e transestadial, R. rickettsii pode ainda
ser transmitida horizontalmente durante a co-alimentacéo de individuos infectados e
nao infectados sobre o0 mesmo hospedeiro (transmissao interstadial) (Azad, Beard,
1998). Também ha indicios de que a transmissao de um macho infectado para uma
fémea ndo infectada ocorra gracas a presenca da bactéria nas espermatides,
caracterizando uma transmissao sexual (Hayes et al., 1980). Como os carrapatos
sdo capazes de manter-se infectados durante geracdes, também atuam como
reservatorios da bactéria, além de vetores (Burgdorfer et al., 1988; Labruna, 2009).

Apesar dos diferentes meios de transmissao e da participacédo de hospedeiros
amplificadores, baixas taxas de prevaléncia de R. rickettsii nas populagbes de
carrapatos sdo observadas, como mencionado anteriormente. A baixa prevaléncia
de carrapatos infectados, mesmo em regides endémicas, parece estar associada a

menores taxas reprodutivas e de sobrevivéncia de linhagens infectadas, havendo
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evidéncias laboratoriais de que R. rickettsii seja patogénica para seus vetores
(Burgdorfer et al., 1988; Labruna et al., 2008; Niebylski et al., 1999; Soares et al.,
2012).

Interessantemente, colonias de A. cajennense e A. aureolatum mantidas em
laboratorio apresentam diferencas quanto a susceptibilidade a R. rickettsii (Labruna
et al., 2008). Em infec¢des experimentais, 80-100% dos individuos de uma colbénia
de A. aureolatum mostraram-se susceptiveis a infeccdo, enquanto apenas 10-60%
dos individuos de uma colénia de A. cajennense se infectaram (Labruna et al.,
2008). Estes dados sugerem que as respostas dessas duas espécies de carrapatos
a infeccdo sejam diferentes, resultando em diferentes taxas de prevaléncia da
bactéria. Dessa maneira, a caracterizacdo molecular das interacbes entre 0s
carrapatos vetores e a bactéria R. rickettsii torna-se importante, podendo gerar
informacdes tanto para o esclarecimento dos mecanismos de patogenicidade de R.
rickettsii para carrapatos, quanto para um melhor entendimento dos mecanismos

responsaveis pela aparente restringéncia de A. cajennense a infeccgéo.

1.6 A aquisicdo e atransmissdo de riquétsias por carrapatos

Apés a aquisicdo inicial de alimento e chegada da refeicAo sanguinea
contendo riquétsias no lumen do intestino do carrapato vetor, estas invadem as
células epiteliais, onde sofrem um primeiro ciclo de replicacdo. Assim, o intestino
corresponde a primeira barreira encontrada para a aquisicao do patégeno (Nuttall,
Labuda, 2004). Esse processo é seguido pela invasdo da cavidade corporal
(hemocele), atingindo todos os tecidos através da hemolinfa. Posteriormente, ocorre
a invasdo e colonizacdo das glandulas salivares, onde uma segunda etapa de
replicacdo tem inicio, seguida pela transmissdo do patdégeno através da saliva
durante a alimentacdo sanguinea subsequente (Figura 2) (Futse et al., 2003; L6hr et
al., 2002; Parola et al., 2005; Santos et al., 2002;).

O intestino dos carrapatos é, provavelmente, o 6rgdo mais importante para a
sobrevivéncia e proliferacdo dos patdgenos, uma vez que muitos deles necessitam
persistir no mesmo até a muda e/ou a subsequente alimentacdo (HajduSek et al.,
2013; Sonenshine et al., 2005). Como realizam digestao intracelular, os patégenos

nao sofrem o ataque de enzimas digestivas no intestino dos carrapatos. Porém, ja foi
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demonstrada a presenca de peptideos antimicrobianos (PAM) resultantes da
digestdo da hemoglobina do hospedeiro no intestino (Belmonte et al., 2012; Fogaca
et al., 1999; Nakajima et al., 2002; Sonenshine et al., 2005). Além dos fragmentos de
hemoglobina, PAM como defensinas e lisozimas também foram identificados nos
intestinos de algumas espécies de carrapatos (Anderson, Magnarelli, 2008; Kopacek
et al., 1999; Nakajima et al., 2002; Sonenshine et al., 2002). Os dados genbémicos e
transcriptbmicos de algumas espécies também apontam a presenca de moléculas
relacionadas ao estresse oxidativo, as quais podem estar envolvidas no controle de
patégenos (HajduSek et al., 2013). Em conjunto, esses trabalhos sugerem que o

intestino do carrapato seja um ambiente hostil para microrganismos invasores.
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Figura 2. Interacdes entre patdgenos, carrapatos e o hospedeiro vertebrado. A aquisicdo de
patdgenos por carrapatos e sua transmissao para o hospedeiro vertebrado estdo intimamente ligadas
aos aspectos fisiologicos da alimentacdo sanguinea e da imunidade inata do carrapato. O sangue do
hospedeiro contendo patégenos € ingerido e chega ao intestino (MG) do carrapato. Enquanto a
hemoglobina e outras proteinas sdo absorvidas pelas células intestinais e digeridas intracelularmente
nas vesiculas digestivas (Sojka et al., 2013), os patdégenos precisam evadir ao ataque de respostas
imunes deflagradas pela infec¢do nesse tecido, colonizando-o. Via hemocele, os patdégenos chegam
aos tecidos periféricos. Porém, na hemocele, também precisam evadir ao ataque de respostas do
sistema imune inato. Alguns patégenos conseguem alcancar aos ovarios (OV) e coloniza-lo, podendo
ocorrer transmissao transovariana. O patdgeno também atinge as glandulas salivares (SG) e a saliva.
Nesse 6rgéo, o excedente de agua (H,O) do sangue adquirido é captado e devolvido ao hospedeiro
juntamente com a saliva, contendo o patdgeno. A saliva contém ainda uma grande variedade de
moléculas com funcdo anticoagulante, imunomoduladora e anti-inflamatoria, as quais tém como
func@o auxiliar o processo de alimentacdo dos carrapatos, mas que, em decorréncia de suas
propriedades, podem propiciar a aquisi¢do e a transmissao de patdgenos.

Fonte: adaptado de Hajdusek et al., 2013
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Em carrapatos, assim como em insetos e outros artrépodes, a hemocele é
preenchida por um fluido, conhecido como hemolinfa, que banha todos os 6rgdos. A
hemolinfa consiste em plasma (liquido rico em proteinas) e hemdcitos (células
circulantes) e ambos desempenham um papel importante na defesa imune do
artropode (Sonenshine, 1991; Sonenshine, Hynes, 2008). Diversos estudos
demonstraram a capacidade dos hemdcitos de fagocitar materiais exdgenos e
microrganismos (Buresova et al., 2006; Inoue et al.,, 2001; Loosova et al., 2001;
Pereira et al.,, 2001). Além disso, demonstrou-se que a fagocitose esta associada
com a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Pereira et al., 2001).
Moléculas do sistema complemento-like (Buresova et al., 2011, 2009) e PAM (Ceraul
et al., 2003; Fogaca et al., 2004, 2006) também ja foram identificados na hemolinfa
(Gudderra et al., 2002; Kopacek et al., 2010; Sonenshine, Hynes, 2008).

As glandulas salivares, por sua vez, possuem um papel fundamental durante
0 repasto sanguineo dos carrapatos, auxiliando no balango hidrico e secretando
uma grande variedade de moléculas farmacologicamente ativas na saliva, as quais
auxiliam a aquisicdo de sangue. Como essas moléculas inibem a hemostasia e as
respostas imunoldgicas do hospedeiro, podem facilitar a transmissao de patdégenos
(Nuttall, 2009; Valenzuela, 2004). Dessa forma, cada um desses Orgdos e/ou
compartimentos pode desempenhar um papel decisivo na competéncia vetorial do

carrapato para um determinado patdgeno (Hajdusek et al., 2013; Ueti et al., 2007).

1.7 Anélises transcricionais

Durante a infeccdo, os patégenos promovem a modulacdo (inducdo ou
repressdo) da expressao de genes de seus hospedeiros e vetores. Essa modulagéo
génica pode tanto levar ao controle do patdgeno como pode favorecer o mesmo, que
manipula a maquinaria da célula hospedeira em beneficio proprio. Dessa maneira,
conhecer 0s genes que sdo expressos diferencialmente, assim como determinar 0s
seus niveis de expressado, pode auxiliar a identificacdo das fungbes envolvidas nos
processos de defesa ou de colonizacdo do vetor ou ainda da transmissdo do
patogeno para o hospedeiro vertebrado (Carpi et al., 2011; Valenzuela, 2004).

Existem diversas metodologias para a identificacdo da expresséo diferencial

de genes, como por exemplo: a analise de bibliotecas de ESTs (Expressed
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Sequence Tags) (Boguski et al., 1994), Analise Serial da Expressdo Génica (Serial
Analysis of Gene Expression — SAGE) (Velculescu et al., 1995), microarranjos
(microarrays) de cDNA ou de oligonucleotideos (Kreil et al., 2006), Hibridacao
Subtrativa por Supressao (Supressive Subtractive Hybridization - SSH) (Diatchenko
et al., 1996) e, mais recentemente, o sequenciamento de Ultima geracdo (RNAseq)
(Mutz et al.,, 2013). A utilizacdo dessas técnicas tem contribuido para a andlise
global dos transcritos, o entendimento da expressao diferencial e a caracterizagcao
da transcricdo em células ou tecido especificos frente a diferentes condi¢cdes (Wang
et al., 2009).

A metodologia de SSH ainda € uma técnica muito utilizada, sendo baseada
em reacdes em cadeia da polimerase (PCR) que combina normalizacdo e subtracao
em um unico procedimento. Enquanto a etapa de normalizacdo equaliza a
abundéncia de cDNA dentro da populacdo alvo, o passo de subtracdo exclui as
sequéncias comuns entre as duas populacfes (condicdo controle versus condicéo
teste). Em um sistema modelo, essa técnica permitiu o enriquecimento de
sequéncias raras em mais de 1000 vezes e com apenas uma rodada de hibridizacao
subtrativa (Diatchenko et al., 1996).

Alguns trabalhos foram previamente realizados para determinar os efeitos da
infeccdo por bactérias do género Rickettsia sobre o perfil de expressédo génica de
carrapatos (Ceraul et al., 2007; Macaluso et al., 2003, 2006; Mulenga et al., 2003).
Utilizando o método de hibridacdo subtrativa por supressdo (SSH), genes
diferencialmente expressos em D. variabilis infectados com R. montanensis foram
identificados (Mulenga et al., 2003). Onze genes diferencialmente expressos
codificavam proteinas com similaridade com proteinas associadas a resposta imune
do carrapato, a adesado ou recepcao de moléculas e a resposta ao estresse. O gene
codificador da glutationa S-transferase (GST), que é relacionado ao estresse
oxidativo, esta entre os genes com expresséao induzida pela infec¢do. A inducdo do
gene codificador dessa enzima também foi observada apds a alimentagédo
sanguinea de carrapatos (Dreher-Lesnick et al., 2006), sugerindo uma correlacado
entre a alimentacdo e a resposta contra a infeccdo. Ceraul e colaboradores (2007)
descreveram a modulacdo da expressédo génica do PAM defensina em diferentes
tecidos do carrapato D. variabilis infectado também com R. montanensis. Nesta

mesma espécie de carrapato, um inibidor de serina-proteases Kunitz-type também
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foi estudado, mostrando que este peptideo apresenta uma atividade bacteriostatica
contra R. montanensis (Ceraul et al., 2008). No entanto, os resultados desses
estudos sao de dificil transposicdo para os efeitos da R. rickettsii sobre seus vetores,
ja que a R. montanensis ndo é patogénica para 0s carrapatos, tampouco para
humanos e outros animais (Macaluso et al., 2002).

1.8 Analises funcionais

Uma vez determinados os efeitos da infeccdo sobre o perfil de expressao
génica do carrapato vetor, a elucidagéo da funcéo desses genes nos processos de
colonizacdo pela bactéria ou transmissdo para o hospedeiro vertebrado é
fundamental (Mello, Conte, 2004). Dentre os métodos disponiveis, o RNA de
interferéncia (RNAIi) é um dos mais utilizados, inclusive em carrapatos (Aljamali et
al., 2002; de la Fuente et al., 2005, 2007a, b; Kocan et al., 2008, 2009, 2011; Nijhof
et al., 2007). A utilizacdo da técnica de RNAI in vivo permite elucidar mecanismos
fisiolégicos de genes especificos e propiciam a descoberta rapida de alvos para
vacinas contra carrapatos. Esta estratégia pode fornecer ainda insights sobre o
significado evolutivo e biolégico de pontos que sao cruciais para a invasao e
colonizacdo do vetor pelo patégeno e sua transmisséo para o hospedeiro vertebrado
(Aung et al., 2011).

Em Rhipicephalus haemaphysaloides, a rhipilin-1, uma proteina de glandula
salivar com atividade anticoagulante e um dominio Kunitz-type, foi silenciada. Como
efeito, foi observado o prolongamento do tempo necessario para a fixacao a pele do
hospedeiro e a taxa de ingurgitamento diminuiu significantemente (Gao et al., 2011).
Apesar de alterar a aderéncia e o ingurgitamento dos carrapatos, a alimentacao
sanguinea nao foi comprometida, possivelmente em decorréncia da presenca de
outras proteinas na saliva que suprem a sua auséncia. Também foi demonstrado
qgue o silenciamento de um inibidor Kunitz-type ocasiona um aumento da infec¢éo
por R. montanensis no intestino do carrapato D. variabilis (Ceraul et al., 2011). Ja o
silenciamento do PAM varisina (uma defensina) provocou uma reducao da infeccéo
com A. marginale em D. variabilis, ao contrario do esperado (Kocan et al., 2008).
Similarmente, o silenciamento da ferritina em uma linhagem de células de carrapatos

I. scapularis (IDE8) mantida em cultura também diminuiu a infec¢éo, indicando que
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estas proteinas sejam importantes para a invasdo e estabelecimento de A.
marginale em carrapatos (de la Fuente et al., 2007a).

Também foi relatado que o silenciamento da GST, da V-ATPase, da
selenoproteina M e da subolesina apresentou efeitos nas coldnias de A. marginale,
promovendo mudanga no padrdo das formas densas e reticuladas das colonias,
podendo afetar sua multiplicacdo no intestino e/ou glandulas salivares do carrapato
D. variabilis (Kocan et al., 2009). Recentemente, a subolesina foi apontada como um
novo candidato a antigeno protetor contra carrapatos (Almazan et al., 2003; de la
Fuente et al., 2011). Ensaios de vacinacdo com subolesina recombinante e seu
ortélogo em insetos, a akirina, demonstrou-se efetiva no controle das infestacdes por
artropodes vetores de diversas espécies de carrapatos argasideos e ixodideos,
assim como em mosquitos, flebotomineos, acaros e piolhos. Os efeitos causados
por essa vacinacao foi a reducdo do numero de individuos da populacédo, do peso,
da massa de ovos postos, da fertilidade e/ou da muda. Além disso, o silenciamento
também reduziu a infeccdo de carrapatos da espécie Ixodes scapulares por
patbgenos, como Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma marginale, Babesia

bigemina e Borrelia burgdorferi (de la Fuente et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

Com base nos dados da literatura acima apresentados, o objetivo geral desta
dissertacao foi avaliar os efeitos da infecgéo por Rickettsia rickettsii sobre o perfil de
expressdo génica do carrapato Amblyomma cajennense e caracterizar
funcionalmente os genes modulados por esta infeccdo. Para tanto, os seguintes
objetivos especificos foram propostos:

1. Determinar os efeitos da infeccdo por R. rickettsii sobre o perfil de
expressdo génica de carrapatos A. cajennense por hibridacdo subtrativa por
supresséao (SSH);

2. Validar os dados de modulacdo da expressdo génica obtida por SSH
utilizando reacdo em cadeia da polimerase quantitativa precedida por transcricao
reversa (RT-gPCR);

3. Silenciar a expressdo de dois genes induzidos pela técnica de RNAI e

avaliar os efeitos do silenciamento sobre a aquisi¢éo de R. rickettsii.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Rickettsia rickettsii

A cepa Taiacu de R. rickettsii, que foi utilizada neste trabalho, € proveniente
de um espécime de carrapato A. aureolatum coletado no municipio de Mogi das
Cruzes, Sao Paulo. As bactérias foram amplificadas pela inoculacdo do
homogeneizado desse espécime de carrapato em cobaias (Cavia porcellus), as
quais foram sacrificadas durante o pico febril da infeccdo, sendo seus 6rgdos
armazenados a -80 °C para posteriores infec¢cdes experimentais (Pinter e Labruna,
2006).

3.2 Amblyomma cajennense

A colbnia de carrapatos A. cajennense, proveniente da regidao de
Pirassununga-SP, foi mantida nas dependéncias do laboratério do Prof. Dr. Marcelo
Bahia Labruna (Departamento de Saude Preventiva, FMVZ-USP). Durante as fases
de vida parasitaria, os carrapatos (estadios larval, de ninfa e adulto) foram
alimentados em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Durante as fases ndo parasitarias,
os carrapatos foram mantidos em incubadoras BOD com temperatura de 25 °C e
umidade relativa de 85% (Pinter et al., 2002).

3.3 Infeccéo experimental de carrapatos

Para a obtencdo de carrapatos infectados por R. rickettsii, coelhos foram
inoculados intraperitonealmente com um homogeneizado de figado e baco de uma
cobaia previamente sacrificada durante o pico febril da infeccdo com a cepa Taiagu
(secéo 3.1). A temperatura dos coelhos foi aferida diariamente e, no primeiro dia do
pico febril, as larvas foram depositadas em camaras de algoddo previamente
afixadas no dorso tricotomizado destes animais. Coelhos que nao receberam o
in6culo foram utilizados como hospedeiros para a alimentacdo de carrapatos nao
infectados (controle). As larvas ingurgitadas, desprendidas naturalmente do

hospedeiro, foram transferidas para incubadoras BOD (se¢do 3.2) para que
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realizassem a ecdise para o estagio de ninfa. Apds 40 dias, as ninfas de A.
cajennense foram alimentadas em coelhos infectados ou nédo infectados (controle)
até o seu completo ingurgitamento e desprendimento natural do hospedeiro. Apés a
queda, as ninfas foram transferidas para incubadoras BOD para a ecdise para o
estagio adulto, onde permaneceram por 60 dias. Os adultos também foram
alimentados em coelhos infectados ou nao infectados, mas foram retirados
manualmente da pele do hospedeiro apos 3 dias.

Os coelhos foram monitorados clinicamente para a infecgao por R. rickettsii
durante todo o periodo de alimentacdo dos carrapatos. Para tal, a temperatura ret al
dos animais foi aferida diariamente. Além disso, a avaliacdo soroldgica foi realizada
nos sobreviventes 21 dias apos a infestacdo com os carrapatos infectados para a
averiguacdo de soro-conversao (Labruna et al., 2007). A avaliacdo sorolbgica
também foi realizada nos coelhos infestados com carrapatos nao infectados para
atestar que as mesmas apresentavam-se livres de infeccdo. Os procedimentos para
a experimentacdo com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia e do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

3.4 Disseccéo de glandulas salivares e intestinos

Os carrapatos adultos foram lavados em etanol 70% e tampéao salino fosfato
PBS (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4) estéril
para a desinfeccao da cuticula. Em seguida, foram transferidos individualmente para
uma base de parafina e imersos em PBS estéril. Com a regido dorsal voltada para
cima, quatro cortes na cuticula (nas regiées anterior, posterior e nas duas laterais)
foram cuidadosamente realizadas com o auxilio de uma lamina de bisturi sob lupa
estereoscopica binocular (Leica, Alemanha; modelo EZ-4). Utilizando uma pinga, foi
possivel remover a carapaca dorsal e separar as glandulas salivares e o intestino.
Os 6rgaos foram lavados em PBS estéril, transferidos individualmente para tubos de
polipropileno contendo 50 puL de RNAlater (Life Technologies, EUA) e armazenados

a -20 °C ateé a utilizacdo para a extracdo de acidos nucleicos.
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3.5 Extracéo de acidos nucleicos

Os intestinos e as glandulas salivares foram homogeneizados em RNAlater
com o auxilio de um pistilo. Os homogeneizados foram individualmente submetidos
ao isolamento simultaneo de DNA gendmico (DNAg) e de RNA total utilizando-se o
InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH, Alemanha) e/ou o Kit
NucleoSpin® TriPrep (Macherey-Nagel, EUA), conforme as especificacdes dos
fabricantes. Ao final do procedimento, as concentracdes de DNAg e de RNA de cada
amostra foram determinadas em um espectrofotdmetro (Thermo Scientific, EUA,
modelo NanoDrop-1000). As amostras de DNAg e de RNA foram armazenadas a -

20 °C e a -80 °C, respectivamente, até a sua utilizacdo nos experimentos.

3.6 Determinacédo dos niveis de infeccdo por R. rickettsii por PCR quantitativa
(qPCR)

O numero de bactérias nas glandulas salivares ou intestino foi determinado
através de reacdo em cadeia de polimerase quantitativa (qQPCR) com sonda TagMan
especifica para um fragmento de 147 pb do gene de copia Unica gltA (codificador da
citrato sintase) de Rickettsia spp. (Galletti et al., 2013; Labruna et al., 2004). Para
cada reacgdo, foram utilizados 2 pL de amostra (DNAg), 7,7 pL de Maxima
Probe/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 8 pmols dos oligonucleotideos
CS-5 (5"-GAG AGA AAA TTA TAT CCA AAT GTT GAT-3") e CS-6 (5- AGG GTC
TTC GTG CAT TTC TT-3"), e 0,5 pmol da sonda interna fluorogénica CS-5-6 (5 - 56
FAM - CAT TGT GCC ATC CAG CCT ACG GT - BHQ 1 - 3"), sendo o volume de 16
ML completado com agua livre de nucleases. Em um termociclador StepOnePlus™ e
com o auxilio do software StepOne v2.3 (Life Technologies), realizou-se um
programa com 10 min iniciais a 95 °C seguidos de 45 ciclos de 15sa95°C, 15sa
55°C e 30 s a 72 °C. O numero de copias de R. rickettsii por intestino ou par de
glandulas salivares foi determinado de acordo com uma curva padrdo obtida pela
amplificacéo de diferentes diluicbes de um fragmento do gene gltA de R. rickettsii
(1,4x10" a 1,4x10° copias) ligado a um plasmideo. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata. O DNA gendmico extraido das amostras ndo infectadas

também foram analisados para que a auséncia de infecgédo fosse confirmada.



35

3.7Construcéo de bibliotecas subtrativas de cDNA

O RNA total das glandulas salivares de nove fémeas adultas, apresentando
entre 1x10* e 3x10* células de R. rickettsii por glandula salivar, foi reunido para a
obtencdo de uma amostra pool infectada, denominada Acl. O RNA total de oito
fémeas adultas ndo infectadas também foi reunido para constituir a amostra pool
controle, nomeada AcC. As amostras foram encaminhadas para uma facility
especializada (Evrogen JCS - Moscou, Russia) para a construcdo das bibliotecas de

cDNA através procedimento sumarizado a seguir.
3.7.1 Sintese de cDNA e digestdo com endonuclease Rsa |

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos SMART I
A (5"-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGCrGrGrG-3’) e CDS (5-AAG
CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA-d(T)30-3") e 0,5 pg de RNA total como molde.
Um uL da amostra de cDNA diluida 5x (v/v) foi utilizada como molde para a PCR de
amplificacdo com o oligonucleotideo SMART Il PCR (5"-AAG CAG TGG TAT CAA
CGC AGA GT-3"). As amostras resultantes foram submetidas a digestdo com Rsal.

3.7.2Hibridacé&o subtrativa por supresséao

A hibridacdo subtrativa por supressao foi realizada nas duas dire¢cbes (Acl
versus AcC e AcC versus Acl), utilizando-se o método descrito por (Diatchenko et
al., 1999, 1996). Para cada direcdo, duas popula¢des tester foram construidas pela

ligacdo de dois diferentes adaptadores de supresséo (Tabela 1).

Tabela 1. Adaptadores de supresséo utilizados na constru¢cdo das populacdes tester das
bibliotecas subtrativas de cDNA.

5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3
3-GGCCCGTCCA-5
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'
3'-GCCGGCTCCA-5'

Adaptador 1

Adaptador 2R

Cada populacdo tester foi misturada com um excesso da populagdo driver

(quantidade 30 vezes maior que a da populagcdo tester), que nao apresenta
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adaptadores. Subsequentemente, a mistura foi submetida a uma desnaturagao
seguida de renaturacdo. Apds essa primeira hibridacdo, as duas populacdes tester
foram misturadas e repetiu-se o procedimento de hibridacdo. O cDNA subtraido foi
submetido a uma PCR primaria com o oligonucleotideo PCR Primer 1 (5°- CTA ATA
CGA CTC ACT ATA GGG C -3%). As amostras resultantes foram submetidas a uma
Nested PCR com os oligonucleotideos Nested Primer 1 (5- TCG AGC GGC CGC
CCG GGC AGG T -3") e Nested Primer 2R (5"- AGC GTG GTC GCG GCC GAG GT
-3"). As amostras resultantes da Nested PCR foram utilizadas para a construcéo das

bibliotecas AcC e Acl especificas.

3.7.3Construcéao das bibliotecas AcC e Acl-especificas

ApoOs a purificagdo do cDNA das amostras obtidas pela Nested PCR descrita
na secao anterior, 40 ng foram utilizados para a clonagem no vetor pAL16/17. O
produto resultante do procedimento de ligacao foi utilizado para a transformacéo de

Escherichia coli.

3.7.4 Andlise das bibliotecas de cDNA para a identificacdo de clones
especificos de cada biblioteca

3.7.4.1 Varredura diferencial

Dentre as colbnias de E. coli que ndo apresentaram a expressao da B-
galactosidase (de coloracdo branca), noventa e seis clones das bibliotecas AcC-
especifica e 480 clones das bibliotecas Acl-especifica foram selecionados
aleatoriamente, transferidos para poc¢os de placas de 96 pocos e utilizados para a
varredura diferencial. Cada clone foi cultivado em 140 pL de meio Luria-Bertani (LB)
contendo ampicilina (concentracéo final de 75 pg/mL) por 10 h a 37 °C. Aliquotas de
1 pL foram submetidas a uma PCR com os oligonucleotideos T7 (5'-TAA TAC GAC
TCA CTA TAG GG-3') e SP6 (5'-ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA-3'). Dois uL do
produto da PCR foram aplicados em membranas de nylon (utilizando-se a mesma
disposicéo dos clones nas placas de 96 pocos) e hibridados com sondas Acl e AcC-

especificas marcadas radioativamente com P-32. As sondas especificas foram
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produzidas submetendo-se as amostras resultantes da PCR priméaria, descrita na
secdo 3.7.2, a uma Nested PCR com os oligonucleotideos curtos Nested Primer 1S
(5-GCC GCC CGG GCA GGT-3") e Nested Primer 2R S (5"-GGT CGC GGC CGA
GGT-3"). Os produtos desta Nested PCR foram purificados e utilizados para a
marcagao com P-32.

Ao restante da cultura bacteriana adicionou-se glicerol (concentracao final de

20%) e as placas foram armazenadas a -70 °C.

3.7.4.2 Northern Blot virtual

Os cDNAs AcC e Acl ndo subtraidos, obtidos conforme descrito na secao
3.7.1, foram separados por eletroforese em gel de agarose e transferidos para
membranas Hybond-N. As membranas foram hibridadas com sondas especificas
marcadas com P-32, preparadas a partir de clones diferencialmente expressos

identificados pela varredura diferencial e selecionados aleatoriamente.

3.8Sequenciamento

Preparacdes dos plasmideos de todos os clones identificados como
especificos das bibliotecas AcC e Acl foram submetidos ao sequenciamento pela
contratacdo dos servicos da Fundacdo de Apoio a Pesquisa, Ensino e Extensao
(FUNEP) da UNESP (Jaboticabal-SP). As duas fitas complementares dos
plasmideos foram amplificadas com os oligonucleotideos pAL16/17 dir (5'-CCA GGG
TTT TCC CAG TCA CGA-3") ou pAL 16/17 rev (5'-CAC AGG AAA CAG CTA TGA
CCA-3') e o ABI PRISM® BigDye™ Primer v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, EUA). O sequenciamento foi realizado em um equipamento
ABI 3100 (Applied Biosystems).

3.9Anotacéo das bibliotecas subtrativas de cDNA
Os cromatogramas obtidos pelo sequenciamento foram submetidos ao

pipeline de processamento de pré-anotacdo no sistema EGene (Durham et al.,
2005). Este pipeline consistiu na avaliagdo da qualidade, no mascaramento dos
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oligonucleotideos e do vetor, na filtracdo de leituras de baixa qualidade, no
aparamento de sequéncias de baixa qualidade nas extremidades de leitura, na
filtracdo de tamanho e na filtracdo de potenciais contaminantes (sequéncias
ribossdmicas, bacterianas, de cobaias, de coelhos, de cdes e humanas). Em
seguida, as sequéncias processadas e aceitas pelo pipeline foram montadas pela
utilizacdo do programa CAP3 (Huang, Madan, 1999) (versdo 12/21/07) com
parametros default.

As sequéncias montadas foram, entdo, submetidas a um pipeline de anotagao
automatica no sistema EGene2 (versdo em desenvolvimento por Alan M. Durham e
Arthur Gruber). Este pipeline consistiu na busca de fases abertas de leitura (ORFs),
na traducdo conceitual, na busca de repeticdes seriadas com o Tandem repeats
finder (Benson, 1999), na busca de similaridade por BLAST (Altschul et al., 1997), na
busca de dominios conservados por RPS-BLAST (Marchler-Bauer et al., 2002)
contra a base de dados CDD (Marchler-Bauer et al., 2007), na busca de motivos
proteicos com o InterProScan (Zdobnov, Apweiler, 2001; Quevillon et al., 2005), na
busca de dominios transmembranares com os programas TMHMM (Krogh et al.,
2001) e Phobius (Kall et al., 2004) e na busca de peptideo sinal com os programas
SignalP (Bendtsen et al., 2004). Além disso, a partir dos resultados de Interpro, foi
realizado o mapeamento e quantificagcdo de termos GO nas trés ontologias (fungéo
molecular, processo metabodlico e componente celular), utilizando-se um subconjunto
de ontologias (GO Slim).

A partir da coleta de evidéncias de anotagdo descrita acima, o sistema
EGene2 foi ainda utilizado para gerar arquivos de anotacédo nos formatos GFF3 e
Feature Table, além de uma pagina web com os resultados indexados, a ser

disponibilizada apés a publicacdo dos dados.

3.10 Desenho e sintese de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos especificos para cada gene selecionado para a
validacdo dos dados de SSH (Tabela 2) por RT-gPCR ou para o silenciamento
génico por RNAI (Tabela 3) foram desenhados utilizando-se o programa Primer 3
(Rozen, Skaletsky, 2000), analisados pelo Gene Runner versao 3.05 e sintetizados

pela Life Technologies.
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Tabela 2. Oligonucleotideos especificos para 0os genes de A. cajennense selecionados para a

validacdo por RT-gPCR.

Gene

Oligonuclectideos

Subunidade | da citocromo c oxidase (COX1) (Ac_03)
Proteina com dominio Kunitz-type (papilina-like) (Ac_06)
Subunidade 4 da NADH desidrogenase (Ac_08)
Subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COX1) (Ac_01)
Proteina ligante de histamina (Ac_07)
Inibidor de protease Kunitz-type (Ac_13)
Hebraeina*
Ferritina*
Glutationa S-transferase*

a-macroglobulina*

5- CTG ACA TAG CAT TTC CCC GT -3’
5’- CCA GCC CCT GAC TCA ATA AG -3’

5-TGC ATT CGG TTT CGG TAAA -3
5- TTT CAT AGC CGG CAC TCT GT -3

5- CAT CTT TGA CTT CCA AAA GC -3’
5’- CGG AAA ATT CCA TAA ACT CC -3’

5’- CAT AGG GAG GGA GGC AAA AG -3’
5- GGATTC GGC AAT TGA CTT GT -3

5- ACG CAG GTA TGT CCC TGG AG -3’
5’- CTG AAA AAC CTT CGC TGG AC -3

5-TCTTTGGTT TTG ACC CTT CG -3
5’- CGG TAG TGC CCA GTA AGG AG -3’

5’- GTA AGG CAC TCA CTC AAC GA -3’
5’- GCT CCA AGT GAT GTG CTG AA -3’

5'- CAA GCT GGC TAC TGA CCA -3’
5’- GTC CGA GAG CTC CTT GAT TG -3’

5- TGG CAT GTATTT GGT GGA GA -8
5’- GGA CTC GAA GAA CAG CAT CC -3

5- CTT CGT GTC GCT GAG ATC AA -3’

5’- GAA GGG TAC GTG GGG TAG GT -3
5- TCT TGC TGACCC TTT TCACA -3

Kunitz ACAJ0015C 5-TTT CGT TTC CTT CAC AAC CA -3’

. 5'- ACG AAA CAT GCA GCA ACA AA -3
Kunitz ACAJ1187S* 5- TTC GGT GAC TCG AAG TGA AA -3
Kunits ACAJ12108% 5- CCA TGC TGG ATT TTT GGA CT -3'

5’- GCC GCG TCG AAG TAG TAG AG -¥
*Genes selecionados com base em dados da literatura (Batista et al., 2008).

Tabela 3. Oligonucleotideos especificos dos genes de A. cajennense selecionados para o
silenciamento por RNAI e para a avaliagdo do silenciamento por RT-gPCR.

Gene Oligonucleotideos

5’- TCA GTG ACC ACT CAC CAT GAA -3
5’- CGG TCT TCT TGC ATA GCT CCA G -3

5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CTT CGC CTG CTG TCT GCT -3

5- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GCT GTT GCA AAT TGC CAG AGA -3

5’- CGT GGC CTG ATC TTC GTG AT -3’

5- GCC GTT GGT ATT CTC CAC CTG -3

5- TAATAC GACTCACTATAG GCTTTG CTG GCG CTT TTG GCT -3

5- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GCG ATG AGG GAA CCT GTG ATG CT -3
*Oligonucleotideos acoplados a cauda T7 (sublinhada) utilizado para sintese de dsRNA (segdo
3.15.1).

Teste_Hebraeina_Aa

dsRNA_Hebraeina_Ac*

Teste_Kunitz_Ac06

dsRNA_Kunitz_Ac06*

3.11 Sintese de cDNA

Para a determinacdo das curvas de eficiéncia dos oligonucleotideos, 500 ng
de RNA total foram submetidos ao tratamento com DNase RQ1 (Promega, EUA)
para a remocdo de residuos de DNAg. O RNA resultante foi utilizado como molde

para a transcricdo reversa em cDNA. Para tal, 10 pmols do oligo dT Anchor e 1 puL
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de uma mistura de dNTP (concentracao final de 0,4 mM) foram adicionados ao RNA
e a mistura foi incubada por 5 min a 65 °C. Apds resfriamento em banho de gelo por
1 min, adicionou-se 4 uL do tampéo para a enzima M-MLV RT (Life Technologies)
concentrado 5x, 2 uL de DTT (concentracao final de 0,1 M). Apds incubacédo a 37 °C
por 2 min, foi adicionado 1 uL de M-MLV RT (200 U/uL). A reacéo foi incubada a 37
°C por 50 min e inativada por 15 min a 70 °C. A concentracdo de cDNA nas
amostras resultantes foi determinada em um espectrofotdmetro (Thermo Scientific;
modelo NanoDrop-1000), sendo as amostras armazenadas a -20 °C até a sua

utilizacao nas reacoes.
3.12 Teste dos oligonucleotideos por PCR convencional

As preparacdes de oligonucleotideos (Tabela 2) foram testadas,
primeiramente, por uma PCR convencional. Para cada reagao, adicionou-se 8 pL de
QuantiMix Easy SYBR kit (Biotools, Espanha), 1 pL de cada oligonucleotideo
especifico (10 yM) e 200 ng de cDNA, completando o volume de 16 pyL com H,O
ultrapura estéril. Como controle negativo, as reacfes foram realizadas na auséncia
de cDNA. O programa térmico utilizado foi de 2 min a 94 °C seguidos de 35 ciclos de
30sa94°C,30sa60° elmina 72 °C, o qual foi realizado por um termociclador
Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Alemanha).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% em TBE (TRIS-base 0,09 M, &cido bdrico 0,09 M, EDTA 2 mM). As amostras
foram adicionadas de 1/10 do volume com solug&o contendo glicerol 50%, EDTA 1
mM, azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilenocianol 0,25% (p/v) e aplicadas no gel.
Apos eletroforese com voltagem constante de 100 V por 60 min, o DNA foi
visualizado por tratamento com Gel RED™ (Uniscience, EUA) sob luz ultravioleta
(UV) em um transluminador acoplado a um sistema de imagens (GE Healthcare,
EUA; modelo ImageQuant™ 300).

3.13 Determinacé&o da eficiéncia dos oligonucleotideos por RT-gPCR

Os oligonucleotideos testados por PCR que apresentaram um unico produto

de amplificacdo de tamanho esperado foram selecionados para a determinacao da
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eficiéncia por RT-gPCR. Para isso, 8 pL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR
MasterMix (Thermo Scientific), 1 pL de cada oligonucleotideo especifico
(concentracéo final 0,2 pmol/uL) e 4 uL de agua ultrapura foram adicionados a
diluicdes seriadas (na base 2)de cDNA (400 - 3,12 ng). Como controle negativo, as
reagOes foram realizadas na auséncia de cDNA. As reacdes foram realizadas em um
termociclador StepOnePlus™ software StepOne v2.3 (Life Technologies) utilizando-
se o0 programa térmico de 10 min a 95 °C seguidos de 40 ciclos de 15 sa 95 °C, 60 s
a 60 °C e 20 s a 72 °C. A expressao do gene codificador da proteina ribossémica
S3A (senso: 5°- TAC CTG CTG CGA ATG TTC TG -3" e antissenso: 5°- TTC TTC
CTG ATG AGG CGA AC -3"),normalizador da quantidade de cDNA nas amostras,
também foi avaliada. Ao término da reacao, o Ct (Cycle threshold) para cada diluicdo
foi utilizado para a construcdo de uma curva para a determinacao da eficiéncia de

amplificagéo.

3.14 Validacdo dos dados obtidos pela hibridizacdo subtrativa por PCR

guantitativa precedida por transcricao reversa (RT-gPCR)

3.14.1 Reacdao de pré-amplificacéo

Para a validacdo dos dados obtidos por SSH, 300 ng do RNA total foram
submetidos ao tratamento com DNAse e utilizados como molde para a transcricdo
reversa em cDNA, como descrita anteriormente (secdo 3.11). Para a pré-
amplificacéo, 20 uL do TagMan® PreAmp Master Mix 2x (Life Technologies) e 10 pL
de uma mistura de oligonucleotideos (concentracdo final de 50 nM) foram
misturados com 10 pL de cada amostra de cDNA. As amostras foram submetidas a
um programa térmico de 10 min a 95 °C, para ativacao da enzima, seguidos de 14
ciclos de 15 s a 95 °C e 60 °C por 4 min. Ao final da reacéo, foi adicionada H,O

ultrapura estéril para completar um volume de 160 pL.

3.14.2 qPCR

Dois uL de cDNA pré-amplificado (se¢&o 3.14.1) foram utilizados como molde

nas reacoes, realizadas no mesmo equipamento e condi¢des utilizados para a
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determinacdo da eficiéncia dos oligonucleotideos (secdo 3.13). A quantidade de
cDNA das amostras foi normalizada de acordo com a expresséo do gene codificador
da proteina ribossémica S3A. A relacdo entre a expressao do gene de interesse nos
carrapatos infectados em relacdo a expressdo do mesmo gene nos carrapatos
controle foi calculada pelo método 2*“T, conforme interpretacdo proposta por (Livak
e Schmittgen, 2001).

A expressao diferencial do gene codificador da proteina com dominio Kunitz-
type foi determinada por quantificacdo absoluta utilizando uma curva-padréao
(diluicdes seriadas de 10% a 10% moléculas) de um fragmento desse gene obtido por
PCR convencional. O numero de coépias desse gene em cada amostra foi
determinado com base na curva-padrdo. As quantidades de cDNA nas amostras
também foi normalizada de acordo com a expressao do gene codificador da proteina
ribossdmica S3A. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste T
de Student.

3.15 Silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI)
3.15.1 Sintese de dsRNA

Para a construcdo de duplas fitas de RNA (dsRNA), os oligonucleotideos
especificos para as sequéncias codificadoras da hebraeina e da proteina com
dominio de inibidor Kunitz-type foram sintetizados acoplados a uma cauda T7
(Tabela 3). Tais oligos foram utilizados para gerar fragmentos de RNA com tamanho
préximo a 400 pb através de PCR convencional e pela utilizacdo do kit T7 Ribomax
Express RNAi System (Promega), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Os produtos das reacdes de PCR foram purificados utilizando o kit GeneJet™ PCR
Purification (Thermo Scientific). O gene codificador de uma proteina de superficie de
membrana (major surface protein 1 — MSP1) de Plasmodium falciparum clonado em
plasmideo, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gerhard Wunderlich (Depto. de

Parasitologia, ICB-USP), foi utilizado como controle (gene néo-relacionado).
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3.15.2 Administracdo das dsRNA aos carrapatos, disseccdo e extracdo de

material genético

Apos a purificacdo, as dsRNA foram solubilizadas em PBS (NaCl 0,14 M; KCI
2,7 mM; Na,HPO, 10 mM; KH,PO, 1,8 mM; pH 7,4) estéril e, em seguida, a
concentracdo foi determinada em espectrofotdmetro. 10 moléculas de dsRNA em
33 nL (ninfas) ou 69 nL (adultos) de PBS foram administradas aos carrapatos com o
auxilio de um nanoinjetor Nanoject Il (Drummond, EUA). A nanoinjecéo foi realizada
na articulacdo entre a coxa e o trocanter do terceiro apéndice dos carrapatos
previamente fixados em fitas adesivas com a regido ventral voltada para cima. Apos
24 h de incubacdo em BOD, os carrapatos sobreviventes foram alimentados em
cobaias ou coelhos infectados por R. rickettsii. Carrapatos que receberam a dsRNA
para o gene de interesse ou para o gene controle (MSP1) foram co-alimentados no
mesmo hospedeiro, utilizando camaras de alimentagcéo independentes.

Os &acidos nucleicos foram extraidos das ninfas inteiras ou das glandulas
salivares e intestinos dos carrapatos adultos conforme procedimento descrito na
secao 3.4. O RNA foi utilizado para a avaliagdo do silenciamento génico por RT-
gPCR (secdo 3.15.3) e o DNAg para a deteccado de R. rickettsii por g°PCR TagMan
(secéo 3.6).

3.15.3 Avaliacédo da eficiéncia do silenciamento génico por RT-gPCR

O RNA total extraido dos carrapatos foi tratado com RQ1 RNase-free DNase
(Promega) e utilizado como molde para a sintese de cDNA (se¢do 3.11). Em
seguida, as amostras foram analisadas por RT-gPCR (sec¢ao 3.13).

Apos a normalizacdo das quantidades de cDNA nas amostras de acordo com
a amplificacdo do gene codificador da proteina ribossémica S3A, o nivel de
silenciamento da expressdao do gene de interesse nos carrapatos foi obtido
considerando o nivel de expressdo do mesmo gene nos carrapatos controle como

100%. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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4RESULTADOS

4.10btencéo de carrapatos A. cajennense adultos infectados com R. rickettsii

A analise por gqPCR TagMan para o gene gltA de Rickettsia utilizando o DNAg
extraido das glandulas salivares e dos intestinos mostrou que das 146 fémeas
adultas da colbnia exposta a infeccao, apenas 14 estavam infectadas por R. rickettsii
(Tabela 4). Nenhuma fémea do grupo controle foi positiva para a infeccéo.
Observamos que o0s carrapatos que apresentavam infeccdo no intestino também
apresentavam as glandulas salivares colonizadas, nao havendo carrapatos com

infeccdo apenas do intestino.

Tabela 4. Quantificacdo da infeccao por R. rickettsii nas glandulas salivares e intestinos de
fémeas. O numero de riquétsias por ng de DNA gendmico extraido das glandulas salivares (SG) e
intestinos (MG) foi determinado por gPCR, utilizando-se para isso a amplificagdo do gene de cépia
Unica gltA.

Numero de riquétsias por

Amostra tecido
SG MG

57 3,15x10° 5,99x10°
105 3,37x10° 1,61x10*
114 4,87x10° 2,17x10*
121 1,10x10* 1,10x10*
94 1,27x10* 4,63x10"
143 1,37x10* 1,06x10*
142 1,47x10* 4,38x10°
59 1,89x10* 4,14x10*
55 2,01x10" 6,70x10"
128 2,53x10" 8,20x10°
125 2,89x10" 1,70x10*

6 2,94x10" 4,13x10°
19 4,81x10* 6,57x10°
80 8,71x10" 6,07x10°

4.2 Analise dos efeitos da infeccdo sobre o perfil de expressdo génica nas

glandulas salivares de A. cajennense por SSH

O RNA total extraido das glandulas salivares de nove fémeas infectadas

apresentando 1,00 a 3,00 x 10* riquétsias foi utilizado para formar uma amostra pool
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do grupo infectado (Acl). Outras oito fémeas do grupo controle, livre de infeccao,
foram utilizadas na amostra pool do grupo controle (AcC). Ambas as amostras foram
utilizadas para a construcdo de bibliotecas de cDNA pelo método de SSH. Duas
bibliotecas foram obtidas, uma representando genes induzidos pela infeccéo (Acl) e
outra representando genes reprimidos pela infeccéo (AcC). Noventa e seis clones da
biblioteca AcC (1 placa de 96 pocos) e 480 clones da biblioteca Acl (5 placas de 96
pocos) foram selecionados aleatoriamente para a varredura diferencial utilizando-se
sondas radioativas AcC e Acl especificas. ApOs esse procedimento, preparacdes de
plasmideos de 39 clones da biblioteca AcC e 110 clones da biblioteca Acl,
considerados especificos pela varredura diferencial, foram obtidas e submetidas ao
sequenciamento de nucleotideos.

Os cromatogramas do sequenciamento foram submetidos a uma analise
bioinformética em colaboracdo com o Prof. Dr. Arthur Gruber (Depto. de
Parasitologia, ICB-USP). Dos 298 cromatogramas obtidos, 217 leituras foram
aceitas. As demais foram descartadas por apresentarem baixa qualidade (61), por
serem bacterianas (18) ou por serem ribossémicas (2). Por fim, 44 sequéncias
Unicas foram obtidas, das quais 36 representam genes de A. cajennense com
expressao induzida pela infeccdo com R. rickettsii (Tabela 5) e 8 representam genes
reprimidos pela infeccdo (Tabela 6). As buscas de similaridade por BLAST
(utilizando-se um E-value cutoff de E-05) e a busca de dominios conservados
revelou que 14 sequéncias nao apresentam hits com outras sequéncias nos bancos
de dados publicos. As demais sequéncias apresentaram similaridade com proteinas
mitocondriais, proteinas com dominio de inibidor de serina-proteases Kunitz-type,
proteinas ligantes de histamina, proteina secretada de 8,9 kDa, proteina de sistema
nervoso e proteinas hipotéticas (Tabelas 5 e 6).

Conforme mencionado acima, diversos genes codificadores de proteinas
mitocondriais foram modulados pela infec¢cdo. As sequéncias Ac_08, Ac_20, Ac_23,
Ac 25, Ac 29 e Ac 41, codificadoras da enzima NADH desidrogenase,
apresentaram indugcdo de sua expressao génica nas glandulas salivares de fémeas
de A. cajennense. Ainda dentre as sequéncias representando genes mitocondriais
modulados pela infecgéo, trés codificam a subunidade 6 da ATPase FOF1. Duas
delas (Ac_11 e Ac_21) estdo na lista de genes induzidos pela infeccdo e uma

(Ac_40) na lista de genes reprimidos. Além disso, um grande nimero de sequéncias
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codificadoras de subunidades da citocromo ¢ oxidase foram identificadas tanto na

biblioteca representando genes induzidos (Ac_03, Ac_15, Ac_18, Ac_39) quanto na

biblioteca representando genes reprimidos (Ac_33, Ac_36, Ac_22, Ac_05, Ac_24)

pela infeccédo. Dois genes codificadores do citocromo b também foram identificados,

sendo um induzido pela infec¢ao (Ac_09) e outro reprimido (Ac_24).

Tabela 5. Similaridade entre as sequéncias representando genes de A. cajennense com
expressdo induzida nas glandulas salivares pela infeccdo por R. rickettsii e sequéncias
disponiveis em bancos publicos de dados.

Contig
Similaridade ou E-value Organismo GenBank
Singlet
- : . Ac_07 8x10% - PF02098
A IEEINE e WS e Ac_42 0.36 . scapularis  AAY66644.1
Proteina papilina-like com dominio Kunitz-type ~ Ac_06 1x10% A. americanum  ACG76190.1
Inibidor de protease Kunitz-type Ac_13 1x10™® A. americanum  ACG76175.1
Ac_08 2x10™14 DQ168137.1
Ac_23 2x107°® A americanum  AFU55273.1
Subunidade IV da NADH desidrogenase Ac_25 5x10°% A caiennense  AFUS5273.1
Ac_29 7x10™° - ¢ AFU55273.1
Ac_41 4x10%" AFU55274.1
Subunidade V da NADH desidrogenase Ac_20 2x10%8 A.variegatum  BK007493.1
Citocromo b Ac_09 0.0 A. americanum  DQ168129.1
, , , Ac_03 2x10™% D. reticulatus ~ AF132829.1
Subunidade | da citocromo c oxidase (COX1) Ac_15 0.0 A. americanum  DQ168131.1
Subunidade lll da citocromo ¢ oxidase (COX3) Ac_18 0.0 A. americanum  DQ168133.1
73 YP7475019.
FOF1 ATPase subunidade 6 ﬁg—;i %ﬁggs A. cajennense 1
— AFU55268.1
Proteina da biogénese da citocromo c oxidase Ac_39 9x10% I. scapularis EEC07245.1
Proteina relacionada ao sistema nervoso Ac_43 8x10™° I. scapularis EEC09109.1
Proteina putativa secretada de 8.9 kDa Ac_14 2x10"° R. sanguineus  ACX53877.1
22—;2 A. maculatum
Proteinas hipotéticas Ac 37 - H. longicornis -
Ac 38 A. cajennense
Ac_02
Ac_04
Ac_10
Ac_12
Ac_17
Ac_19
No hits Ac_26 - - -
Ac_27
Ac_30
Ac_31
Ac_34
Ac_35
Ac_44
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Tabela 6. Similaridade entre as sequéncias representando genes de A. cajennense com
expressdo reprimida nas glandulas salivares pela infeccdo por R. rickettsii e sequéncias
disponiveis em bancos publicos de dados.

Contig
Similaridade ou E-value Organismo GenBank
Singlet
Ac_01 0.0 . DQ168131.1
Subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COX1) Ac_33 2x10'’ ':\ ig.iﬁzzzgg AFU55265.1
Ac_36 5x10°%° - ¢ DQ168131.1
Subunidade Il da citocromo ¢ oxidase (COX2) Ac_22 5x1072° A.cajennense  FJ860252.1
Subunidade Ill da citocromo ¢ oxidase (COX3) Ac_05 4x10™4® A. americanum  DQ168133.1
Citocromo b Ac_24 2 x10%? A.cajennense  AFU55276.1
FOF1 ATPase subunidade 6 Ac_40 5x107° A. americanum  ABA19091.1
No hit Ac_32 - - -
4.3Validacado dos dados de SSH por RT-gPCR
Oligonucleotideos especificos para alguns genes de A. cajennense

identificados por SSH como modulados pela infeccdo de R. rickettsii ou ainda com
base nos dados de EST (Expressed Sequence Tag) de glandulas salivares de A.
cajennense (Batista et al., 2008) foram desenhados. Obtivemos sucesso na
amplificacdo de produtos especificos e com tamanho esperado com o0s
oligonucleotideos para a subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COX1; Ac_03),
subunidade IV da NADH desidrogenase (Ac_08), hebraeina, proteina com dominio
Kunitz-type (papilina-like; Ac_06) e proteina ligante de histamina (Ac_07). Nao foi
observada amplificacdo nas reag¢Bes com oligonucleotideos especificos para os
demais genes analisados.

ApoOs a avaliacao por PCR convencional, os oligonucleotideos seguiram para
as andlises por RT-gPCR para que suas eficiéncias de amplificacdo fossem
determinadas. Para tal, foram utilizadas diferentes diluicdes de cDNA como molde.
Todos os pares de oligonucleotideos tiveram amplificacdo detectada com até 6,25
ng de cDNA (méxima diluicdo analisada) e apresentaram eficiéncias acima de 98%,
com excecdo apenas do par de oligonucleotideos para a proteina ligante de
histamina (Ac_07).

apresentaram eficiéncia acima de 98%. Dessa maneira, foi possivel utilizar o método
2—AACT

Similarmente, os oligonucleotideos para a proteina S3A

, conforme interpretacdo apresentada por (Livak, Schmittgen, 2001), para
determinar os niveis de expressdo dos genes selecionados em carrapatos

infectados em comparagdo com carrapatos nao infectados (Figura 3A). No entanto,
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como a expressdo do gene codificador da proteina papilina-like (Ac_06) é baixa em
carrapatos nao infectados, sua andlise foi realizada por quantificacdo absoluta
(Figura 3B). Os dados obtidos por RT-gPCR confirmaram os dados de SSH,
mostrando que, de fato, a expressao dos genes codificadores da subunidade | da
citocromo ¢ oxidase (COX1), da subunidade IV da proteina NADH desidrogenase e
da papilina-like sao significantemente induzidos pela infeccdo com R. rickettsii. Além
disso, observamos que a expressdo da hebraeina também é induzida nas glandulas

salivares de carrapatos infectados (Figura 3A).
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Figura 3. Andlise do perfil de expressao génica de fémeas adultas de A. cajennense infectadas
com R. rickettsii avaliada por RT-qPCR. (A) Expresséo relativa da COX1 (Ac_03), subunidade IV
da NADH desidrogenase (Ac_08) e hebraeina. A quantidade de cDNA nas amostras foi normalizada
de acordo com a expressdo da proteina ribossémica S3A e a expressao relativa determinada
utilizando a expressédo de carrapatos ndo-infectados como controle. (B) Quantificacdo absoluta do
namero de copias de transcritos da proteina com dominio Kunitz-type (Ac_06). A quantidade de
cDNA nas amostras foi normalizada de acordo com o niumero de copias do gene controle (proteina
ribossbmica S3A). *: diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao controle pelo teste T de
Student (p<0,05).

4.4 Anadlise dos efeitos do silenciamento génico da hebraeina e do inibidor

Kunitz-type (Ac_06) na aquisi¢cao de R. rickettsii

Apés a avaliacdo dos efeitos da infeccdo sobre o perfil de expressdo génica
dos carrapatos, iniciamos os estudos funcionais. Para tal, avaliamos os efeitos do
silenciamento da hebraeina e da papilina-like (Ac_06) na aquisicdo da infeccédo de
R. rickettsii por fémeas de A. cajennense.

Primeiramente, avaliamos os efeitos da microinjecdo da dsRNA na viabilidade

dos carrapatos e determinamos a eficiéncia de silenciamento. Para tal, a dsRNA
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para a hebraeina ou para o gene controle (MSP1) foi administrada a ninfas.
Verificou-se uma mortalidade de aproximadamente 90% das ninfas 24 h apés a
administracdo das dsRNA. O RNA de algumas ninfas sobreviventes foi extraido e
analisado por RT-gPCR com oligonucleotideos especificos para a hebraeina,
mostrando que a expresséo desse gene havia sido reduzida em aproximadamente
87% (Figura 4; ninfas 24h ai). As demais ninfas sobreviventes permaneceram na
BOD até a muda para o estadio adulto. Os adultos foram, entdo, alimentados em
cobaias infectadas. Apos 3 dias, as glandulas salivares foram dissecadas. O DNAg e
RNA total foram extraidos a fim de se observar a aquisicdo da bactéria R. rickettsii
pelos carrapatos e para verificar nivel de silenciamento génico, respectivamente.
Interessantemente, o silenciamento permaneceu mesmo apos a ecdise para a fase
adulta, tendo atingido nessa fase um percentual de reducdo de 99% (Figura 4;
adultos SG am). Apesar do pronunciado silenciamento obtido, nenhum carrapato
adquiriu R. rickettsii.

Um novo experimento foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do
silenciamento da hebraeina na aquisicdo da bactéria R. rickettsii diretamente na fase
adulta. As dsRNA da hebraeina ou da MSP1 foram administradas a fémeas adultas.
Apés 24 h, foi observada sobrevivéncia de 100% dos carrapatos, que foram
colocados para se alimentar sobre coelhos infectados. Todas as fémeas aderiram
imediatamente a pele do hospedeiro. Embora o silenciamento da expressdo da
hebraeina tenha sido de 92% 3 dias apds a alimentacdo (Figura 4; adultos SG 3d
aa), nenhuma das fémeas tanto do grupo controle (MSP1l) quanto do grupo
silenciado para a hebraeina apresentou infeccdo por R. rickettsii. O experimento foi
repetido mais uma vez, visando a ampliacdo do numero de réplicas bioldgicas.
Novamente, nenhuma das fémeas analisadas adquiriu a bactéria R. rickettsii, apesar
do pronunciado silenciamento (87%) também no intestino (Figura 4; adultos MG 3d

aa).



50

100%

80%
60%
= dsMSP
40% dsHebraeina
20%
0%

ninfas 24h ai adultos SG am adultos SG 3d aa  adultos MG 3d aa

Figura 4. Silenciamento génico do PAM hebraeina por RNA de interferéncia (RNAI). Avaliacéo
do silenciamento génico da hebraeina em ninfas 24 h apés a injecdo (ai), nas glandulas salivares
(SG) de fémeas adultas apds a muda (am), nas glandulas salivares (SG) e intestino (MG) de fémeas
adultas de A. cajennense 3 dias ap0s a alimentacéo (aa). O nivel de transcritos da hebraeina em
adultos de A. cajennense injetados com a dsRNA para a hebraeina ou para a MSP1 de P. falciparum
(controle) foram avaliados por RT-gPCR. A quantidade de cDNA nas amostras foi normalizada de
acordo com a expressao da proteina ribossbmica S3A e o nivel de silenciamento calculado
considerando-se o nivel do grupo controle como 100%.

Também avaliamos os efeitos do silenciamento da papilin-like (Ac_06) na
aguisicao da bactéria R. rickettsii por fémeas adultas. Foi observada a sobrevivéncia
de 100% dos carrapatos injetados, que apdés 24 h, foram colocados para se
alimentar sobre coelhos infectados. Todas as fémeas aderiram imediatamente a pele
do hospedeiro. No entanto, nenhuma adquiriu a infec¢éo por R. rickettsii apds 3 dias
de alimentacdo. Como transcritos da proteina Ac_06 s6 sao observados em

carrapatos infectados, néo foi possivel determinar o nivel de silenciamento.
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5 DISCUSSAO

A transmissédo de patdgenos adquiridos a partir de um hospedeiro infectado
tem que superar diversas barreiras no carrapato, incluindo o intestino, a hemocele,
as glandulas salivares e o ovario (no caso de transmissdo transovariana). Cada um
desses tecidos pode desempenhar um papel decisivo na competéncia vetorial do
carrapato para um determinado patogeno (Hajdusek et al., 2013; Ueti et al., 2007).
No presente estudo, as glandulas salivares foram inicialmente escolhidas para as
andlises de expressdo génica diferencial, pois a transmissdo de patdgenos, assim
como a alimentacdo sanguinea, sdo processos dependentes das moléculas
farmacologicamente ativas produzidas por esse 0rgdo e secretadas na saliva
(Brossard, Wikel, 2004; Valenzuela, 2004). Além disso, como dito anteriormente, as
glandulas salivares ndo sdo apenas sitios onde as riquétsias sao coletadas antes da
transmisséo para o hospedeiro vertebrado, mas atuam como 6rgaos amplificadores
da infeccéo (Socolovschi et al., 2009).

Um estudo sobre o perfil transcricional de glandulas salivares do carrapato A.
cajennense ja foi relatado anteriormente, com foco principalmente em proteinas
envolvidas no processo hemostatico, como coagulacdo sanguinea, agregacao
plaguetaria e contracdo vascular, além de imunidade do hospedeiro, inflamacao,
proteases e seus inibidores (Batista et al., 2008). Porém, esse estudo néo
correlacionou a transcricdo com os efeitos de infec¢éo por patégenos. Ja os estudos
gue analisaram os efeitos da infecgcdo sobre a transcricdo génica de carrapatos,
utilizaram Rickettsia montanensis (Macaluso et al., 2003; Mulenga et al., 2003).
Como R. montanensis parece ser avirulenta para 0s carrapatos, assim como para
humanos e outros animais (Macaluso et al., 2002), os dados sédo de dificil
transposicao para o estudo da relagao R. rickettsii-carrapato vetor.

Dessa maneira, nosso grupo de pesquisa avaliou, pela primeira vez, 0s
efeitos da infecdo pela bactéria R. rickettsii sobre o perfil de expresséo génica de
seu vetor primario no Brasil, o carrapato A. cajennense. Primeiramente, realizamos a
infeccdo de carrapatos com R. rickettsii. Para tal, as larvas, ninfas e adultos foram
alimentados sobre coelhos infectados. No entanto, apenas 9,6% dos carrapatos
adultos obtidos adquiriram R. rickettsii. Esse resultado condiz com os dados

previamente reportados por (Labruna et al., 2008), que relata que apenas 10 a 60%
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de carrapatos A. cajennense adquirem a bactéria R. rickettsii em infeccdes
experimentais. O RNA extraido das glandulas salivares de carrapatos infectados e
nao infectados (controle) foi utilizado para a construcdo de bibliotecas subtrativas de
cDNA por SSH. A analise bioinformatica dos dados obtidos mostrou que a infeccéo
modulou a expressdo de diversos genes nas glandulas salivares de A. cajennense
(Tabelas 5 e 6).

As sequéncias Ac_07 e Ac_42, induzidas pela infec¢édo, codificam proteinas
ligantes de histamina (Tabela 5). Proteinas ligantes de histamina (do inglés
histamine binding proteins, HBP) sédo secretadas na saliva de carrapatos para
neutralizar os efeitos da inflamacdo causada pela histamina, a qual é secretada
pelas células do sistema imune do hospedeiro no local da picada do carrapato
(Paesen et al., 2000, 1999). Dessa forma, é possivel que a inducdo da expressao
génica de HBP favoreca a alimentacdo de A. cajennense e, conseqguentemente, a
transmissdo da bactéria. No entanto, dada a baixa eficiéncia dos oligonucleotideos
para a sequéncia Ac_07, ndo foi possivel validar a inducdo de sua expressao por
RT-gPCR. Diversas HBP foram previamente descritas em carrapatos. Paesen e
colaboradores (1999) identificaram trés HBP género-especificas secretadas pela
glandula salivar de R. appendiculatus. Interessantemente, foi observada a inducéo
de HBP pela infeccdo de D. variabilis por R. montanensis (Mulenga et al., 2003), de
I. scapularis por B. burgdorferi (Dai et al., 2010). Diferentemente do observado para
A. cajennense, a infeccdo de carrapatos A. aureolatum por R. rickettsii reprimiu a
expressado de uma HBP (Malossi, 2013). A sequéncia Ac_14, também induzida pela
infeccdo (Tabela 5), codifica uma proteina putativa secretada com 8,9 kDa. Essas
proteinas pertencem a uma familia de polipeptideos exclusiva de carrapatos
ixodideos, com membros previamente descritos em A. maculatum e R.
appendiculatus (Francischetti et al., 2009; Karim et al., 2011). Porém, sua funcéo
ainda é desconhecida.

Conforme apresentado na secdo Resultados, diversos genes codificadores de
proteinas mitocondriais também foram modulados pela infeccdo. Importantemente, a
analise da COX1 (Ac_03) e da NADH desidrogenase (Ac_08) por RT-gPCR
confirmou que as mesmas Sao mais expressas nas glandulas salivares de
carrapatos infectados que nas glandulas de carrapatos nao infectados. A NADH

desidrogenase é a primeira enzima do complexo | da fosforilagcdo oxidativa,



53

localizada na membrana interna das mitocondrias, catalisando a transferéncia de
elétrons de NADH para a coenzima Q (Efremov et al., 2010; Nelson, Cox, 2000). Ja
a enzima COX constitui o complexo IV dessa mesma via, reduzindo oxigénio a agua,
enquanto a ATP sintase FOF1, ou complexo V, compde a enzima final do processo,
produzindo ATP (Boyer, 1997; Nelson, Cox, 2000).

Durante a transferéncia de elétrons que ocorre na fosforilagcdo oxidativa, os
prétons sao translocados simultaneamente da matriz para o espaco intermembranar
mitocondrial pelos complexos I, lll e IV. Esta translocacdo de protons cria um
gradiente eletroquimico e a forca proton-motriz provida pela translocagédo de prétons
de volta para a matriz € utilizada pelo complexo V (ATP sintase FOF1) para gerar
ATP (Diaz, 2010). No transporte de elétrons na cadeia respiratoria, pode ocorrer
vazamento de elétrons e, ao invés de quatro protons e quatro elétrons se reunirem a
uma molécula de O, para a formag¢do de H,O héa a incorporacdo de apenas um
elétron por vez, liberando formas parcialmente reduzidas de oxigénio (West et al.,
2011). Assim, a inducdo de enzimas mitocondriais pode estar associada com a
producado de espécies reativas de oxigénio (ERO) pela cadeia respiratéria.

Estudos anteriores mostraram que a infec¢do do carrapato Ixodes ricinus com
a espiroqueta B. burgdorferi induz a expressdo de genes codificadores da COX em
intestino, glandulas salivares e em hemdcitos. Os autores discutem que esse
fendbmeno pode estar relacionado com a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), originada apo6s alimentacdo sanguinea (Rudenko et al., 2005). A COX
também foi induzida em resposta a infeccdo de A. marginale em R. microplus [(de la
Fuente et al., 2007a; Mercado-Curiel et al., 2011; Zivkovic et al., 2010) e Dra. Thais
Duarte Bifano, comunicacdo pessoal]. Interessantemente, a COX1 esta 100 vezes
mais expressa em carrapatos A. cajennense infectados em relacdo aos nao
infectados. No caso da NADH desidrogenase, essa inducdo €é ainda mais
pronunciada, sendo o nivel de transcritos 17.000 vezes maior em carrapatos
infectados. Em A. aureolatum, a inducdo da COX1 foi de apenas duas vezes maior
em carrapatos infectados em relacdo aos ndo-infectados (Malossi, 2013). Assim, €
possivel que a producéo de ERO ou ainda outros mecanismos mitocondriais estejam
envolvidos na refratariedade de A. cajennense a R. rickettsii.

Interessantemente, as sequéncias Ac_06 e Ac_13, induzidas pela infeccao,

possuem dominios Kunitz-type. Esse resultado corrobora com dados transcricionais
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do carrapato A. aureolatum frente a infeccéo pelo mesmo patégeno, no qual também
foi observada a inducédo de proteinas com dominio de inibidor Kunitz-type (Malossi,
2013). Importantemente, nossos resultados de RT-gPCR confirmaram a inducéo de
genes codificadores de proteinas com dominio Kunitz-type nas glandulas salivares
de A. cajennense (Figura 3B) e A. aureolatum (Malossi, 2013). No entanto, em
virtude dos baixos niveis em que esse gene é transcrito ndo infectados, utilizamos o
meétodo de quantificacdo absoluta para as duas espécies de carrapatos.

O primeiro inibidor Kunitz-type descrito € o inibidor de tripsina pancreética
bovina (BPTI) (Kunitz, Northrop, 1936). Em carrapatos, diversos inibidores da familia
Kunitz ja foram isolados de diferentes tecidos, apresentando um amplo espectro de
funcdes biolégicas (Francischetti et al., 2009). Além disso, a anotacdo de
sialotranscriptomas de carrapatos apontaram diversas proteinas com dominio
Kunitz-type conservado (Francischetti et al., 2009; Ribeiro et al., 2006; Valenzuela et
al., 2002). As funcdes das proteinas com dominio de inibidor Kunitz-type variam
desde inibicdo da via extrinseca da coagulacdo sanguinea (Corral-Rodriguez et al.,
2009), inibicdo de canais ibnicos (Lucchesi, Moczydlowski, 1991), vasodilatacéo
(Paesen et al., 2009), e inibicAo enzimatica (Sasaki, Tanaka, 2008). Como sao
secretados na saliva, a qual é inoculada pelos carrapatos durante a alimentacéo, e
inibem a coagulacdo do sangue, como mencionado anteriormente, essas proteinas
facilitam e garantem a fluidez do sangue (Francischetti et al., 2002, 2004; Nazareth
et al., 2006). Também foi relatada a presenca de um inibidor Kunitz-type em H.
longicornis que modula a angiogénese, podendo também facilitar a alimentacdo
sanguinea (Islam et al., 2009).

A inducdo da sintese de uma familia de inibidores Kunitz-type também foi
observada em ovarios de R. microplus apos a infeccdo pelo protozoario Babesia
bovis (Rachinsky et al., 2007). Além disso, foi relatado que o inibidor Kunitz-type de
D. variabilis (DvKPI) apresenta uma atividade bacteriostatica contra R. montanensis
in vitro (Ceraul et al., 2008). Mais recentemente, foi demonstrado que DvKPI limita a
guantidade de R. montanensis in vivo, uma vez que o silenciamento desse gene em
carrapatos resultou em um aumento da infeccdo (Ceraul et al., 2011). De fato,
inibidores enzimaticos podem prevenir infeccdes por patdogenos que utilizam

enzimas para a invaséo dos tecidos do hospedeiro, aquisicdo de nutrientes e evasao
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do sistema imune, desempenhando um papel importante na imunidade tanto de
vertebrados quanto de invertebrados (Armstrong, 2001).

Apesar da modulacdo da hebraeina, um peptideo antimicrobiano (PAM), néo
ter sido detectada por SSH, uma analise preliminar do nosso grupo de pesquisa
havia mostrado que niveis de seus transcritos aumentam nas glandulas salivares de
fémeas adultas de A. cajennense infectadas por R. rickettsii (dados néo
apresentados). A analise desse gene por RT-qPCR demonstrou que o mesmo €
induzido pela infeccdo em glandulas salivares de A. cajennense. Além disso, sua
expressdo também € induzida nas glandulas salivares e intestinos tanto de fémeas
como machos de A. aureolatum infectados por R. rickettsii (Malossi, 2013).

Os PAM sdo importantes componentes do sistema imunitario tanto de
vertebrados como de invertebrados, agindo diretamente contra uma vasta
diversidade de patégenos (Yeung et al., 2011). A expressdo génica dos PAM pode
ser constitutiva ou induzida apés uma infeccdo por microrganismos, ou ainda por
padrées moleculares associados a patégenos (PAMP), tais como o0s
lipopolissacarideos (LPS) (Bulet et al., 2004). A grande maioria do PAM é catidnica e
anfipatica, o que faz com que a membrana bacteriana, negativamente carregada,
seja geralmente o seu principal alvo (Shai, 1999; Sitaram, Nagaraj, 1999).

As microplusinas/hebraeinas sdo PAM ricos em residuos de cisteina e
histidinas. O primeiro PAM dessa classe descrito na literatura € a microplusina,
isolada da hemolinfa de R. microplus. A expressdo génica da microplusina foi
detectada em hemdcitos, corpo gorduroso, ovarios e ovos dessa espécie de
carrapato (Fogaca et al., 2004; Esteves et al., 2009). Também ja foi demonstrado
gue a microplusina ndo afeta a permeabilidade da membrana microbiana. Em vez
disso, possui a propriedade de quelar os ions de cobre, 0s quais S40 necessarios
para a respiracdo bacteriana. Assim, o efeito bacteriostatico de microplusina contra
Micrococcus luteus e fungistatico contra Cryptococcus neoformans devem-se, entao,
a um processo cobre-dependente (Silva et al., 2009, 2011).

A hebraeina é um PAM similar a microplusina, tendo sido identificada em
Amblyomma hebraeum (Fogaca et al., 2004; Lai et al.,, 2004). A analise das
sequéncias de aminoacidos da hebraeina de Amblyomma cajennense apresenta alta

identidade com a hebraeina de A. hebraeum (72%) e o peptideo sinal, que
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encaminha para a via de secrecao celular, revelou-se ser altamente conservado
(Figura b).

MNAVFASCLIVAALVAFASAHHLELCKEND

.........................................

Figura 5. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das hebraeina de Amblyomma

hebraeum e Amblyomma cajennense. O peptideo sinal esta destacado em negrito e sublinhado.

Apbés a andlise de expressdo génica, passamos para a caracterizacao
funcional de alguns genes modulados pela infeccdo. Para tal, selecionamos os
genes codificadores da hebraeina e da papilina-like (Ac_06), cuja inducdo da
expressdo pela infeccdo havia sido confirmada por RT-gPCR. Altos niveis de
silenciamento da expressédo da hebraeina foram obtidos. Quando administrada a
dsRNA especifica para esse PAM a ninfas, o silenciamento permaceu alto mesmo
apos a ecdise para a fase adulta (Figura 4). Esse resultado estd de acordo com
relatos da literatura que os efeitos do silenciamento de um gene podem ser
carregados da fémea para a geracao seguinte, tanto para 0s ovos quanto para as
larvas (Barry et al., 2012; Kocan et al., 2011; Nijhof et al., 2007). No entanto, apesar
do pronunciado silenciamento, ndo observamos alteragdo na aquisicdo de R.
rickettsii, sugerindo que esse peptideo antimicrobiano, isoladamente, ndo é
responsavel pela protecdo de A. cajennense a infeccdo. Diferentemente, o
silenciamento da hebraeina ocasionou uma maior susceptibilidade de A. aureolatum
a infeccdo por R. rickettsii (Malossi, 2013), reforcando a hip6tese de que as duas
espécies de vetores respondem de forma diferente a esse patdgeno. JaA o
silenciamento de uma proteina com dominio de inibidor Kunitz-type ndo alterou a
susceptibilidade nem de A. cajennense (presente estudo), nem de A. aureolatum
(Malossi, 2013) a infecgdo. Como vérias proteinas com dominio Kunitz-type estdo
presentes em carrapatos, conforme acima mencionado, € possivel quando a
expressdo de uma € silenciada, outras supram a sua auséncia. Em R.
haemaphysaloides, o silenciamento da rhipilin-1, uma proteina de glandula salivar

com dominio Kunitz-type, aumentou o tempo necessario para a fixacdo a pele do
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hospedeiro e a taxa de ingurgitamento, mas n&o comprometeu a alimentagéo
sanguinea (Gao et al., 2011). Assim, 0s autores sugerem que outras proteinas na

saliva possivelmente supram a auséncia da rhipilin-1.



58

6 CONCLUSAO

No presente trabalho, apresentamos os efeitos da infeccdo com Rickettsia
rickettsii, o agente etiolégico da riquetsiose mais grave que acomete o homem,
sobre seu vetor primario em toda a América Latina, Amblyomma cajennense. Para
0S experimentos, os carrapatos foram infectados pela alimentagdo em seus
hospedeiros infectados, o que mimetiza uma infeccdo natural. Como essa espécie
de carrapato ndo possui genoma anotado, os dados aqui gerados também sao
importantes para somar informacdes de sequéncias disponiveis, tanto de proteinas
hipotéticas como de proteinas com funcdo previamente anotada. Em conjunto,
nossos dados mostram que a infeccdo por R. rickettsii modula a expressao de
diversos genes das glandulas salivares de A. cajennense. Porém, o silenciamento
génico da hebraeina e de uma proteina com dominio de inibidor Kunitz-type
(papilina), isoladamente, ndo sdo responsaveis pela protecdo do carrapato contra a
bactéria. Os dados obtidos pelo presente estudo também permitem que outros
genes alvos sejam avaliados quanto ao seu papel na aquisicao de R. rickettsii, 0s
quais, no futuro, podem ser considerados como alvos para o desenvolvimento de

vacinas.
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