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RESUMO

Kalil S. Caracterizacédo do estresse oxidativo das células embrionarias do carrapato
Rhipicephalus microplus (BME26) em resposta a infec¢éo por Anaplasma marginale.
[tese (Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) é
essencial na resposta imune dos artropodes aos microrganismos. Em insetos, as
ERO e ERN estdo envolvidas no controle tanto de patdgenos quanto da microbiota.
Porém, o conhecimento do papel do sistema redox na interacdo de carrapatos com
patégenos, bem como com sua microbiota, € limitado. Assim, este estudo teve como
objetivo a caracterizacdo do estresse oxidativo das células embrionarias do
carrapato bovino Rhipicephalus microplus (BME26) em resposta a infec¢cdo por A.
marginale. Inicialmente, mostrou-se que A. marginale invade as células BME26
durante a primeira hora de contato com as mesmas. Um estudo transcriptdmico em
larga escala foi realizado para determinar o perfil de expressdo de 16 genes
codificadores de proteinas que estdo envolvidas na producdo e destoxificacdo de
ERO e ERN apés diferentes desafios microbianos. Para tal, foram utilizadas duas
riquétsias, uma transmitida pelo R. microplus (A. marginale) e uma néo transmitida
(Rickettsia rickettsii), uma bactéria Gram-positiva (Micrococcus luteus), uma bactéria
Gram-negativa (Enterobacter cloacae) e uma levedura (Saccharomyces cerevisiae).
A. marginale ocasionou uma reducdo nos transcritos das enzimas pré-oxidantes dual
oxidase e oxidase do reticulo endoplasmatico 72 horas apés a infeccdo. Apenas o
gene que codifica a 6xido nitrico sintase teve uma inducdo em 72 horas apoés
infeccdo. Em contrapartida, os genes codificadores das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase,
tiorredoxina, tiorredoxina redutase e peroxirredoxina foram todos induzidos. O perfil
de expressao génica pela infec¢do por R. rickettsii € os outros microrganismos foi
diferente do obtido com A. marginale, uma vez que se detectou uma maior inducao
dos genes oxidantes e repressao dos genes antioxidantes. O silenciamento dos
genes da catalase, glutationa peroxidase, tiorredoxina redutase e proteina resistente
a oxidacao por RNA de interferéncia indicaram o envolvimento da resposta redox no
controle da infeccdo por A. marginale. No entanto, ndo se detectou a producéao de
peréxido de hidrogénio e das atividades enzimaticas da catalase e da peroxidase
pela infeccdo por essa riquétsia. O conjunto de resultados obtidos demonstram que
0 estresse oxidativo é importante no controle da infec¢cdo por A. marginale pelas
células BME26, podendo ter implicagbes na capacidade vetorial do R. microplus na
transmissao desse patégeno.

Palavras-chave: Anaplasmose. Carrapatos. Estresse oxidativo. Expressao
génica. Imunidade. Riquétsias. RNA de interferéncia.



ABSTRACT

Kalil S. Characterization of the oxidative stress in embryonic cells from Rhipicephalus
microplus (BME26) in response to Anaplasma marginale infection. [Ph.D Thesis
(Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo; 2016.

The production of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (ERN) is essential in
the immune response of the arthropods to microorganisms. In insects, ROS and RNS
are involved in the control of both pathogens and microbiota. However, the
knowledge on the role of the redox system in tick-pathogen interactions as well as
their microbiota is limited. Therefore, the aim of this study was the characterization of
the oxidative stress of the embryonic cell line BME26 from the cattle tick
Rhipicephalus microplus in response to A. marginale infection. Firstly, it was shown
that A. marginale invade BME26 cells during the first 1 hour of contact with them. A
high-throughput qPCR approach was used to determine the expression profile of
sixteen genes encoding proteins involved in either production or detoxification of
ROS and RNS in response to different microbial challenges. For such, we used two
rickettsiae, one transmitted (A. marginale) and the other one not transmitted
(Rickettsia rickettsii) by R. microplus, one Gram-positive bacterium (Micrococcus
luteus), one Gram-negative bacterium (Enterobacter cloacae) and one yeast
(Saccharomyces cerevisiae). A. marginale caused a down-regulation of the genes
encoding the pro-oxidant enzymes dual oxidase and endoplasmic reticulum oxidase
in 72 hours after infection. Only, the coding gene of nitric oxide synthase was
induced in 72 hours after A. marginale infection. In contrast, the genes encoding the
antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
glutathione S-transferase, thioredoxin, thioredoxin reductase, and peroxiredoxin were
induced. The gene expression pattern in response to R. rickettsii, M. luteus, E.
cloacae and S. cerevisiae was different from that triggered by A. marginale
challenge, with induction of pro-oxidant genes and down-regulation of antioxidant
genes. The knockdown of genes encoding catalase, glutathione peroxidase,
thioredoxin reductase and oxidation resistance 1 by interference RNA suggests that
redox response play a role in the control of infection by A. marginale. Nonetheless,
the production of hydrogen peroxide and the activity of both catalase and peroxidase
were not observed by A. marginale infection. Our dataset have shown the importance
of the oxidative stress to control A. marginale infection by BME26 cells and might
have implications on the vectorial capacity of R. microplus in transmission of this
pathogen.

Key words: Anaplasmosis. Gene expression. Interference RNA. Oxidative
stress. Rickettsiae. Ticks imunity.
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1.1 Os carrapatos como vetores de doengas infecciosas

Os carrapatos sao ectoparasitas hematofagos pertencentes ao filo Arthropoda,
classe Arachnida, subclasse Acari, ordem Parasitiformes e subordem Ixodida.
Atualmente mais de 900 espécies de carrapatos estdo classificadas em duas
grandes familias, Ixodidae e Argasidae. Essa classificacdo tem como base principal
as caracteristicas da carapaca. As espécies pertencentes a familia Ixodidae
possuem um escudo dorsal quitinoso ou rigido e sdo conhecidos como carrapatos
duros, enquanto que as espécies da familia Argasidae carecem do escudo e sdo
conhecidos como carrapatos moles. Os carrapatos da familia Argasidae parasitam
diversos hospedeiros e possuem de dois a oito estadios na fase ninfa. Durante a
alimentacdo, as ninfas se alimentam rapidamente em seus hospedeiros e a fase
adulta se alimenta repetidamente. As fémeas se acasalam fora do hospedeiro e
apos cada alimentagdo, ovipositam um numero limitado (algumas centenas) de
ovos. Os carrapatos moles tem um ciclo de vida bastante longo, sendo capazes de
sobreviver sem se alimentar por meses. Em contraste, os carrapatos da familia
Ixodidae possuem no seu ciclo um Unico estadio de cada fase (larva, ninfa e adulto).
Géneros dessa familia como Ixodes, Amblyomma, Dermacentor e Haemaphysalis
parasitam trés hospedeiros, podendo se alimentar em hospedeiros diferentes em
cada fase do seu ciclo. A alimentacdo dessa familia de carrapatos € lenta e dura
varios dias, dependendo da espécie. As fémeas adultas se acasalam no hospedeiro
e apoés o ingurgitamento, desprendem-se. Apos a oviposi¢cao de milhares de ovos,

morrem (Kopacek et al., 2010; Nava et al., 2009).

Os carrapatos constituem o segundo grupo de vetores que transmitem a maior
variedade de patdgenos, depois dos mosquitos. Dentre estes patdgenos existem
virus, bactérias e protozoarios que provocam importantes doencas ao homem e aos
animais domésticos e silvestres (Jongejan, Uilenberg, 2004). O sucesso da
transmissao de diferentes patdogenos € dado pelas caracteristicas fisiologicas dos
carrapatos em decorréncia da sua adaptacdo a alimentacdo sanguinea
relativamente de longa duracdo. Durante o repasto sanguineo, diversas moléculas
secretadas da saliva dos carrapatos modulam o sistema imune do hospedeiro,
facilitando a aquisicdo e transmissdo dos patdégenos (Francischetti et al., 2010). A

colonizacdo dos patdgenos no intestino € favorecida pela auséncia da digestédo
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extracelular, a qual o carrapato realiza dentro de vesiculas digestivas das células do
intestino. Adicionalmente, a microbiota intestinal € essencial para o desenvolvimento
dos carrapatos, assim como a transmissdo dos patdégenos (Narasimhan, Fikrig,
2015). Os carrapatos sdo de grande importancia médica e veterinaria, estando
envolvidos na epidemiologia de doencgas entre humanos e animais. As principais
doencas transmitidas por carrapatos ao homem séo: doencga de Lyme (causada pela
espirogueta Borrelia burgdorferi), encefalites (causadas por Flavivirus, tais como
virus da encefalite da Europa Central, virus da encefalite siberiana do carrapato e o
virus da encefalite do carrapato do extremo oriente), anaplasmose granulocitica
(causada pela riquétsia Anaplasma phagocytophilum) e a febre maculosa das
Montanhas Rochosas (causada pela riquétsia Rickettsia rickettsii). As principais
doencas transmitidas por carrapatos aos animais sao: anaplasmose bovina
(causada pela riquétsia Anaplasma marginale), babesiose (causada pelos
protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina), teileriose (causada pelos
protozoarios pertencentes ao género Theileria) e febre suina africana (causada pelo

virus da peste suina africana) (Sonenshine, Roe, 2014).

O impacto econdmico causado por infestacbes de ectoparasitas na
bovinocultura € enorme, sendo os carrapatos do género Rhipicephalus os de maior
importancia veterinaria, em particular, a espécie R. microplus, que esta distribuida
nas regioes tropicais e subtropicais do mundo (Estrada-Pefia et al., 2006). As
infestacOes por este carrapato tem como consequéncia, a diminuicdo na producdo
de leite e do peso do gado, representando perdas econdémicas superiores a 3
milhdes de ddlares no Brasil durante o ano de 2011 (Grisi et al., 2014).
Adicionalmente, R. microplus pode transmitir A. marginale, agente etiolégico da
anaplasmose bovina, uma grave doenca que afeta mundialmente a bovinocultura de
corte e de leite, devido a sua alta prevaléncia e aos prejuizos por ela causados. Os
prejuizos econdmicos causados por essa doenca, além da perda de peso e
diminuicdo na producdo do leite, incluem aborto, alto custo de tratamento e 6bito
(Kocan et al., 2010).
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1.1.1 Anaplasmose bovina

A anaplasmose bovina (AB) esta amplamente distribuida nos paises tropicais e
subtropicais do mundo, sendo R. microplus e R. annulatus os principais vetores do
seu agente etioldgico, a riquétsia Anaplasma marginale. Essa doenca acomete, além
do gado bovino, outros ruminantes como bufalos, bisdes, antilopes africanos,

veados, 0s quais podem estar persistentemente infectados (Kuttler, 1984).

A AB é endémica em todos os paises de América Latina, com excecao das
areas geogréficas desérticas como as zonas montanhosas da cordilheira dos Andes
(Guglielmone, 1995). A vacinacgao contra a AB é uma alternativa econémica e efetiva
de controle que inclui o uso de bactérias vivas atenuadas ou mortas. No entanto,
nenhuma destas vacinas evita a infeccdo de animais que estdo persistentemente
infectados por A. marginale. Esses animais contribuem para a disseminacdo da
doenca, permitindo a transmissdo tanto mecénica quanto biolégica do patdgeno
(Kocan et al., 2010). No Brasil e em outros paises da América Latina, a cepa A.
marginale subsp. centrale também tem sido utilizada como vacina, conferindo
imunidade cruzada contra A. marginale. Entretanto, devido as diversas cepas da
bactéria, verifica-se diferencas significativas na eficacia desta vacina em diferentes
regides do mundo. Além disso, a vacina viva de A. marginale subsp. centrale
provoca uma infecdo que pode promover reacdes clinicas adversas nos bovinos

vacinados (Sacco et al., 2001).

Além da vacinacdo, a prevencdo da AB € realizada pela utilizacdo de
antibiéticos em animais sadios de modo a evitar a doenca clinica. Nas zonas de
ocorréncia de AB nos EUA, os antibiéticos séo utilizados em doses subterapéuticas
e é frequente o uso de clortetraciclina adicionada a racdo dos animais. No Brasil, 0
uso de antibidticos na racdo ndo € empregado, contudo € comum 0 uso preventivo
de antibioticos injetaveis indicados para o tratamento de anaplasmose, destacando-
se a oxitetraciclina (particularmente as formulagbes de longa agéo), e em menor

grau o dipropionato de imidocarb (Mathers et al., 2011; Ribeiro et al., 2003).

No bovino, A. marginale infecta unicamente os eritrocitos, localizando-se em

inclusBes ligadas a membrana, contendo de quatro a oito colénias. O periodo de



22

incubacdo da doenca varia de 7 a 60 dias dependendo do indculo inicial e, apds a
deteccdo da infecdo, o0 numero de eritrOcitos parasitados aumenta
exponencialmente. Durante a infecgdo aguda, A. marginale pode invadir 70% ou
mais dos eritrocitos bovinos (Richey, 1981). Os bovinos que sobrevivem a fase
aguda entram na fase crbnica, que é caracterizada por apresentar baixos niveis de
riquetsemia e persisténcia na infe¢cdo, sem ser detectada no esfregaco sanguineo.
Na fase cronica, os picos de riquetsemia ocorrem em intervalos de dois meses,
aproximadamente, demonstrando a multiplicacdo ciclica de A. marginale, a qual é
acompanhada de variantes antigénicas na sua superficie celular, ndo sendo
reconhecidas pelo sistema imune do bovino. Os eritrocitos infectados sé&o
fagocitados por células do sistema reticuloendotelial, desencadeando o
desenvolvimento de anemia leve a grave e ictericia. Os sintomas clinicos incluem

febre, perda de peso, aborto, letargia, ictericia e morte (French et al., 1998).

O ciclo de vida de A. marginale no carrapato vetor é dependente da
alimentacdo do mesmo, que adquire grandes quantidades de eritrécitos infectados
contidos no repasto sanguineo (Figura 1). No carrapato, a infeccao inicial de A.
marginale ocorre nas células do intestino que posteriormente, se dissemina a outros
tecidos. No entanto, os mecanismos que medeiam a migracdo da bactéria aos
diferentes 6rgéos no carrapato ainda sao desconhecidos. Essas bactérias invadem o
epitélio do intestino do vetor onde se replicam por divisdo binaria, desenvolvendo-se
na forma reticulada ou vegetativa e gerando colénias contendo centenas de
bactérias. Essas formas reticuladas se transformam em formas densas e infectantes
gue saem do epitélio intestinal e migram para as glandulas salivares, onde ocorre a
transmissdo a um novo hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo

subsequente (Kocan et al., 2003).

As fases de larva, ninfa e o macho adulto de R. microplus tém um papel critico
na transmissdo de A. marginale (Kocan et al., 2003). Apesar de R. microplus
parasitar um unico hospedeiro, pode migrar de um bezerro a outro devido ao habito
gregario dos bovinos e, assim, disseminar a infe¢cdo da bactéria. No caso de fémeas
de R. microplus, apos se alimentarem, se desprendem do hospedeiro e iniciam o
processo de oviposicdo. A fémea morre apOs a postura dos ovos e as larvas que

deles eclodem sao livres de infecdo. Ou seja, a transmissao biolégica de A.
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marginale ocorre de estadio para estadio (interestadial) ou dentro do mesmo estadio
(intraestadial), enquanto que a transmissdo transovariana por R. microplus nao

ocorre (Esteves et al., 2015).

Figura 1 - Representacéo do ciclo de A. marginale
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Esquema da aquisicéo e transmissédo de A. marginale no intestino e glandulas salivares de R.
microplus apds o repasto sanguineo. A. marginale infecta as células do intestino se desenvolvendo
em duas formas de colbnia: forma reticulada (forma replicativa) e forma densa (forma infectiva). As
bactérias colonizam outros tecidos incluindo glandulas salivares, sendo transmitidas pela saliva para
0 hospedeiro vertebrado. Fonte: Adaptado de Hajdusek et al., 2013.

1.2 O sistema imune de carrapatos

Os carrapatos possuem mecanismos eficientes de defesa que permitem o
controle de diversos microrganismos, incluindo os patogenos que eles transmitem.
Assim como outros invertebrados, o sistema imune dos carrapatos € do tipo inato e
envolve respostas celulares e humorais. As respostas celulares sdo mediadas pelas
células circulantes da hemolinfa, denominadas hemdcitos, como os granulécitos

(tipo | e 1) e os plasmatécitos, que medeiam o0s processos de fagocitose,
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encapsulacdo e nodulacdo. As respostas humorais incluem a producdo de
moléculas soluveis, como as proteinas de reconhecimento dos microorganismos [por
exemplo as lectinas e as proteinas que contém tioéster (TEP)], peptideos
antimicrobianos (PAM) e espécies reativas de oxigénio (ERO) (Kopacek et al 2010;
Smith, Pal, 2014).

1.2.1 Resposta celular

A fagocitose de diversos materiais inertes ou de microrganismos foi
demonstrada em varias espécies de carrapatos. O processo de fagocitose foi
verificado no carrapato Ornithodoros moubata, que mediante a inoculacdo de
esferas de poliestireno fluorescente na hemocele, foram fagocitadas pelos
plasmatocitos e granuldcitos circulantes (Inoue et al., 2001). Este processo também
foi observado usando microrganismos vivos como a levedura Candida haemulonii e
a bactéria Chryseobacterium indologenes (Buresova et al., 2006; Loosova et al.,
2001). Da mesma forma, foi observada a fagocitose de Saccharomyces cerevisiae
quando inoculada na hemocele de R. microplus e foi demonstrado que o0s
plasmatdcitos estdo envolvidos neste processo (Pereira et al., 2001). Esta resposta
celular esta associada a respostas humorais como a producdo de TEP, ERO e PAM
(Buresova et al., 2009; Buresova et al., 2011; Pereira et al., 2001).

A encapsulagdo em carrapatos foi demonstrada usando resina de Epon e
araldite implantadas sob a cuticula de D. variabilis. Este processo foi mediado por
granuldcitos do tipo I, Il e plasmatoécitos, com a formacdo de uma capsula ao redor
do implante, que por sua vez, foi envolvida por uma matriz celular (Eggenberger et
al., 1990). O processo de nodulagédo também foi verificado em ensaios realizados
com o0 mesmo carrapato, que apos a inoculacdo de Escherichia coli na hemocele,
varios agregados de bactérias mortas rodeadas por hemécitos foram formados no

local da inoculacéo (Ceraul et al., 2002).
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1.2.2 Resposta humoral

A resposta humoral no carrapato inclui principalmente a producéo de lectinas,
TEP e PAM. As lectinas causam a agregagdo de microrganismos, permitindo sua
destruicdo mediada pelos hemdcitos circulantes. Acredita-se que as lectinas de
artropodes sejam analogas funcionais das imunoglobulinas devido a sua
especificidade no reconhecimento de carboidratos na superficie dos patdgenos
(Grubhoffer, 2008). Em carrapatos, as lectinas foram encontradas na hemolinfa,
intestino e glandulas salivares e geralmente, tem afinidade por acido sialico, N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc) e galactose (Sterba et al., 2011). Existe uma lectina bem
caracterizada, denominada Dorin M, que pertence a uma familia de proteinas com
dominio do tipo fibrinogénio (FREP). Esta lectina foi isolada de O. moubata, sendo
produzida principalmente nos hemocitos do carrapato e contendo na sua
extremidade carboxi-terminal o dominio de fibrinogénio, que € encontrado em
invertebrados como também em vertebrados (Rego et al., 2006). Os carrapatos |.
scapularis e I. ricinus contém genes que codificam uma grande variedade de FREP,
denominadas ixoderinas. Particularmente em I. ricinus, o gene da ixoderina A é
expresso em hemdcitos, glandulas salivares e intestino enquanto que o da ixoderina
B é especificamente expresso nas glandulas salivares (Rego et al., 2005). Sugere-se
que algumas FREP tenham um papel importante na ativagcdo do sistema do tipo
complemento de carrapatos.

Os carrapatos sao 0s U0nicos entre o0s invertebrados que possuem
representantes das quatro classes principais de proteinas que contém tioéster: (i)
a2-macroglobulinas com atividade de inibidores de proteases, (ii) componentes C3,
C4 e C5 do sistema do tipo complemento, (iii) TEP e (iv) proteinas relacionadas a

macroglobulinas (Buresova et al., 2011).

As a2-macroglobulinas foram encontradas na hemolinfa de carrapatos, com
funcdo de inibidor de proteases e protegem dos ataques proteoliticos gerados por
microrganismos invasores (Buresova et al., 2011). Em |I. ricinus foi caracterizada
uma a2-macroglobulina denominada IrAM, que inibe a metaloprotease secretada
pela bactéria C. indologenes e esta relacionada especificamente ao processo de

fagocitose (Buresova et al., 2009).
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No genoma de I. scapularis foram encontrados componentes relacionados ao
sistema tipo complemento. A convertase tipo C3 é uma enzima que contém uma
estrutura multidominio similar ao fator C2/Bf e ao fator C sensivel ao
lipopolissacarideo (LPS) (Ariki et al., 2008). Posteriormente, foram identificadas
sequéncias relacionadas aos fatores C3, C4 e C5 chamados de IsAm5, ISAM6 e
ISAM7, respetivamente. Estes trés componentes tipo complemento possuem um
dominio putativo de anafilotoxinas e na extremidade carboxi-terminal, contem um
dominio tipo netrina/C345C, sendo caracteristico dos componentes C3, C4 e C5 em
vertebrados (Buresova et al., 2011). Especificamente foram identificadas trés
moléculas tipo C3, mostrando que uma delas (C3-3) é absolutamente necesséria
para a fagocitose de C. indologenes e E. coli (Buresova et al., 2011). Adicionalmente
em |. scapularis foram identificadas sequéncias que codificam nove proteinas que
pertencem ao grupo das TEP sendo denominadas como IsAM1-9. Dentre essas
proteinas, as chamadas IsASm1l e IsAM4 pertencem as a2-macroglobulinas, a
ISAM3 esta relacionada com TEP de insetos, enquanto que a ISAM8 e IsaM9 tem
alta similaridade com as TEP de insetos recentemente chamadas de

macroglobulinas relacionadas ao complemento (Buresova et al., 2011).

Os carrapatos contam ainda com a producdo de PAM que agem diretamente
contra os patdgenos invasores. Os PAM sdo sintetizados nas glandulas salivares,
trato reprodutivo, trato digestorio, hemacitos, corpo gorduroso e secretados para a
saliva, lumen do intestino e hemolinfa. Dentre elas, temos as defensinas, que sao
peptideos catidnicos contendo seis residuos de cisteina envolvidos em trés pontes
dissulfeto, isoladas de R. microplus (Fogaca et al., 2004). A varisina € um PAM que
faz parte da familia das defensinas e que foi isolado da hemolinfa de D. variabilis,
mostrando ac¢do microbicida contra Bacillus subtilis (Ceraul et al., 2002). A
longicornisina é uma defensina-like que foi purificada das glandulas salivares de H.
longicornis, demonstrando potente atividade antimicrobiana contra a bactéria
resistente a antibiéticos Helicobacter pylori e sugerindo ser um potencial candidato

para desenvolvimento de antibioticos (Lu et al., 2010).

Um outro PAM isolado de R. microplus € a microplusina. A microplusina foi
purificada da hemolinfa do carrapato, sendo formada por 90 aminoéacidos, dentre

eles seis residuos de cisteina, e as extremidades amino e carboxi-terminal sdo ricas
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em residuos de histidina (Fogaca et al., 2004). A atividade antimicrobiana desse
PAM esté4 relacionada a sua propriedade de quelar ions cobre. O peptideo mostrou
um efeito bacteriostatico contra a bactéria Micrococcus luteus, devido ao sequestro
dos ions cobre pelas histidinas das extremidades amino e carboxi-terminal do
peptideo, comprometendo assim o0 processo de respiracdo bacteriana (Silva et al.,
2009). A hebraina, similar a microplusina, é formada por 102 amino&cidos que inclui
seis residuos de cisteinas e no extremo carboxi-terminal, é rico em residuos de
histidina. Este PAM foi isolado da hemolinfa do carrapato A. hebraetum e possui
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, E. coli e C. glabrato (Lai et
al., 2004).

A ixodidina é um PAM isolado dos hemdcitos de R. microplus formado por 65
aminoacidos contendo cinco pontes dissulfeto. Este peptideo apresenta atividade
contra E. coli e M. luteus, como também atividade inibitéria de serina proteinases
(elastase e quimiotripsina), podendo estar envolvido no controle das cascatas
proteoliticas do sistema imune de artrépodes. Portanto, a ixodidina poderia ter
diferentes funcdes na hemolinfa, atuando diretamente contra microrganismos
invasores e/ou mediando respostas imunes na hemocele de R. microplus (Fogaca et
al., 2006).

Adicionalmente, a digestdo da hemoglobina bovina proveniente da alimentacéo
do carrapato, € uma importante fonte de producdo de PAM. Varios fragmentos
derivados da digestdo de hemoglobina e que possuem atividade antimicrobiana
(hemocidinas) foram identificados no intestino de R. microplus. Um deles é um
peptideo de 3,2 kDa (Hb 33-61) com atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e fungos (Fogaca, 1999). Posteriormente, foram caracterizadas duas
proteinases (uma aspartico e uma cisteina proteinase) do intestino de R. microplus
gue estdo envolvidas no processo da digestdo da hemoglobina, gerando peptideos
com atividade antimicrobiana. A hidrélise in vitro da hemoglobina resultou na
geracdo do peptideo Hb 40-63, que possui atividade contra C. albicans, e do
peptideo Hb 34-63, com similaridade ao PAM Hb 33-61 e com atividade antifungica
(Cruz et al., 2010). Do mesmo modo, um peptideo denominado Hb 98-114 mostrou
um efeito de permeabilizar a membrana de C. albicans (Belmonte et al, 2012).

Considerando as atividades antimicrobianas das hemocidinas, as mesmas podem
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ter um papel importante no intestino do carrapato na protecdo contra infeccoes
(Belmonte et al, 2012).

Outros PAMs néo relacionados aos peptideos descritos acima foram isolados
em diversas espécies de carrapatos. Os peptideos Ixosin A e Ixosin B foram
isolados das glandulas salivares de I. sinensis (Liu et al., 2008). ISAMP € um PAM
de 5,3 kDa isolado da saliva de |. scapularis com atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Pichu et al., 2009). Além dos PAMs, existem proteinas
com atividade antimicrobiana que, provavelmente, contribuem a imunidade no
intestino dos carrapatos. A lisozima tipo C foi purificada do intestino de O. moubata e
tem atividade antimicrobiana contra M. luteus. Esta lisozima compartilha alguns
dominios conservados com lisozimas encontradas no trato digestorio de insetos ou

em estdmagos de ruminantes (Grunclova et al., 2003).

A transcricdo dos PAM e de outros efetores do sistema imune é mediada na
ativacdo das vias de sinalizacdo Toll, IMD (do inglés, Immune deficiency) ou
JAK/STAT (do inglés, Janus Kinase/signalling transducer and activator of
transcription) por microrganismos. Em artropodes como Drosophila melanogaster, a
via Toll é ativada por bactérias Gram-positivas e fungos (Lemaitre, 2004) e em
Aedes aegypti é ativada por virus (Xi et al., 2008). A via IMD ¢ ativada pela presenca
do acido diaminopimélico (DAP) e peptidoglicano (PGN) presentes na parede celular
da maioria de bactérias Gram-negativas (Kleino, Silverman, 2014) e a via JAK/STAT,
€ ativada pela presenca de citocinas e fatores de crescimento em Drosophila
(Agaisse, Perrimon, 2004). A ativagédo dessas trés vias de sinalizagdo resultam na
expressdo de PAM especificos. Em carrapatos, foi demonstrado que a via
JAK/STAT esta envolvida na resposta a infeccao por A. phagocytophilum. Mediante
RNA de interferéncia (RNAIi), o silenciamento da via JAK/STAT em |I. scapularis
gerou um aumento no numero de bactérias nas glandulas salivares e na hemolinfa
do carrapato e, consequentemente, na transmissdo da bactéria ao hospedeiro
vertebrado. Também foi visto que a via JAK/STAT regula a expressdo do peptideo
ISAMP, sugerindo que a via JAK/STAT tem funcdo no controle da infeccdo por A.

phagocytophilum mediante a regulacdo da expressao de PAM (Liu et al., 2012).

Em andlises in silico realizadas em banco de dados de EST de R. microplus

foram identificados a maioria dos componentes das vias Toll e JAK/STAT de
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artropodes, evidenciando o alto grau de conservacdo em carrapatos. No entanto,
alguns componentes da via IMD né&o foram encontrados (Rosa et al., 2016). Foram
identificadas 10 dos 12 membros da via Toll de Drosophila no transcriptoma de R.
microplus, com excecdo apenas do fator de transcricdo Rel/NF-kappa B e sua
proteina inibidora, lkappaB Cactus. Entretanto, ortdlogos desses genes de
Drosophila foram identificados em base de dados de sequéncias de nucleotideos
dos carrapatos . ricinus, |. scapularis e R. pulchellus. A maioria dos componentes da
via JAK/STAT foram encontrados, com excecao do ligante do receptor Domeless.
Além disso, cinco dos 18 componentes chaves da via IMD descritos em Drosophila
nao foram encontrados em carrapatos, entre os que se incluem o adaptador IMD, as
proteinas associadas FADD, PIRK e Dnrl e o inibidor Caspar. Em uma analise de
RT-gPCR em larga escala, foi evidenciado que os genes associados as vias de
sinalizacao sdo diferencialmente expressos na linhagem embrionaria derivada de R.
microplus, BME26, em resposta a desafios com microrganismos termoinactivados. O
desafio com Enterobacter cloacae induziu a expressdo da maioria dos genes
analisados nas primeiras 6 h e muitos desses genes continuam sendo induzidos ao
longo de 72 h. A inducdo desses genes nas células BME26 estimuladas com M.
luteus foi vista apdés 24 h de desafio e em estimulos com S. cerevisiae, diversos
genes foram induzidos apds 6 h e reprimidos apds 24 h do desafio. Em infe¢cbes com
A. marginale, uma bactéria transmitida naturalmente por R. microplus, foi visto que a
0s niveis de transcritos da maioria dos genes analisados foram reduzidos, com
excecdo de oito componentes da via Toll e cinco componentes da via IMD. Em
contraste com a inibicdo de todos os componentes da via JAK/STAT durante os
tempos testados. Por outro lado, em infecdes por R. rickettsii, a maioria dos genes
das vias de sinalizacdo foram induzidos apés 24 h de infe¢cdo. Esses resultados
sugerem que as vias de sinalizacdo celular de carrapatos sejam diferencialmente
moduladas por patdgenos distintos, assim como descrito em Drosophila e Ae.
aegypti (Rosa et al., 2016). Experimentos posteriores do nosso grupo demonstraram
que o silenciamento dos fatores de transcricdo Dorsal (via Toll), STAT (via
JAK/STAT) e Relish (via IMD) em R. microplus aumentou o nimero de A. marginale
nas glandulas salivares apés alimentacdo em bovinos infectados, evidenciando a
importancia dessas vias de sinalizacdo no controle da infeccdo (dados nao

publicados).
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1.2.2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre moléculas pré-
oxidantes e antioxidantes, resultando em um aumento das pro-oxidantes e,
consequentemente, provocando uma ruptura na sinalizacdo e no controle redox e/ou
danos moleculares (Sies, 1999). Apesar dos prejuizos que estas moléculas proé-
oxidantes provocam nas células, também fazem parte de um dos principais
mecanismos para a eliminacdo de microrganismos fagocitados. Dentre as ERO
podemos citar os radicais livres derivados da reducdo do oxigénio (O) tais como
anion superoxido (O,7), radicais hidroxil (OH®), peroxil (ROO") e alcoxil (RO, e
também espécies nao radicalares, como o acido hipocloroso (HOCI) e o peroxido de
hidrogénio (H,0,). Embora o O, seja fundamental para a obtencdo da energia em
organismos aerébicos, € importante ressaltar que os produtos derivados nas
reacdes oxidativas, tais como o radical O,”, geram um ambiente altamente téxico
para as células (Halliwell, Gutteridge, 2003). Em pH fisiologico, este radical pode
sofrer dismutacdo espontanea ou por acdo enzimatica, produzindo H;O,. A
decomposicdo do H,O, é mediada pela reducdo do fon férrico (Fe*®) a ion ferroso
(Fe*?) produzindo o radical OH' (Reacdo de Fenton), o qual é considerado a

principal espécie prejudicial para as células (Liochev, Fridovich, 2002).

O processo de redugéo do O, pode ser mediado também por vias enzimaticas.
Na reacdo enzimatica estdo envolvidas enzimas pertencentes a familia das NADPH
oxidases (NOX), |localizadas na membrana celular dos leucdcitos
polimorfonucleares, macrofagos e células endoteliais. Da mesma forma, esse
processo também pode ser mediado pela atividade da enzima citocromo P450
oxidase, encontrada no reticulo endoplasmatico e em outras organelas, metaboliza
drogas, xenobidticos, acido araquidbnico e retindico, colesterol e vitamina D
(Halliwell, Gutteridge, 2003).

Existem duas classes de enzimas que pertencem a familia NOX e fazem parte
da resposta imune em artrépodes: (i) as NADPH oxidases, as quais, na reducdo do
O, molecular, geram o radical O," e (ii) as DUAL oxidases (DUOX), que geram



31

H,0,. Os membros da familia NOX, GP91PHOX, NOX1, NOX2, NOX3 e NOX4 sdo
enzimas que fazem parte da resposta imune em mamiferos (Sumimoto, 2008),
enquanto que a NOX5, que contem um dominio de ligacdo de célcio, tem sido
estudada como enzima chave na resposta imune em artropodes (Goncgalves et al.,
2012). As enzimas NADPH oxidases possuem um dominio amino-terminal
hidrofébico que contem seis a-hélices transmembranares e cinco residuos
conservados de histidina, os quais proporcionam sitios de ligacdo a dois grupos
heme. Os grupos heme formam um canal na membrana celular que permite a
passagem de elétrons, gerando O, na presenca de O,. Na extremidade carboxi-
terminal (citoplasméatica) encontram-se sitios de ligacdo a duas coenzimas: flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
gue atuam como doadores de elétrons (Figura 2). A producéo do radical O," pela
atividade da NADPH oxidase, incrementa a concentracido de K™ no fagolisossomo,
propiciando o ataque proteolitico do patégeno por enzimas como a elastase e

catepsina G, resultando na sua eliminacdo (Reeves et al., 2002).

Figura 2 - Esquema da estrutura das enzimas da familia NOX
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A extremidade carboxi-terminal das enzimas da familia NOX contem sitios de ligacdo das coenzimas
FAD e NADPH, que doam os elétrons para gerar radical O,”. No caso das enzimas GP91PHOX,
NOX1, NOX3, NOX4, NOX5 e DUOX, h&a a geracao de H,O,. A NOX5 e a DUOX contém um dominio
de ligacéo de célcio. O dominio homélogo a peroxidase na extremidade amino-terminal das enzimas
DUOX pode oxidar substratos extracelulares. Fonte: Lambeth, 2004.
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A enzima DUOX é estruturalmente similar & NOX5, no entanto a DUOX tem um
dominio homologo a peroxidase na extremidade amino-terminal e uma a-hélice extra
(Figura 2). A sequéncia de aminoacidos do dominio homodlogo a peroxidase da
DUOX ¢é similar a da enzima mieloperoxidase (MPO), que é a responsavel pela
decomposicdo do H,O, a HOCI. Apesar da similaridade destas duas peroxidases,
existe uma substituicio em um aminoacido que parece ser critico para a atividade
da MPO. O dominio homodlogo a peroxidase da DUOX catalisa a formacdo de uma
rede de proteinas através de ligacdes ditirosinas em E. coli (Edens et al., 2001). A
dupla funcdo da DUOX, de geracdo de ERO e atividade de peroxidase, pode ser
utilizada para oxidar um substrato extracelular como as proteinas da matriz

extracelular, tendo grande importancia em células epiteliais (Lambeth, 2004).

Devido ao carater altamente toxico de alguns radicais de O, as células
apresentam mecanismos de destoxificacdo. Essa destoxificacdo consiste,
basicamente, na eliminacdo dos radicais produzidos. A enzima superoxido
dismutase (SOD) dismuta o O,” em H,O, e, por sua vez, as enzimas catalase
(CAT), peroxirredoxina (PRX) e glutationa peroxidase (GPX) decompdem H,O, em
H.O e O, (Figura 3). As PRX sdo peroxidases tiol-dependentes que contém uma
cisteina peroxidativa conservada que reage com H,O, ou ROOH e forma cisteina
acido sulfénico. Subsequentemente, o acido sulfénico reage com o grupo tiol de
outro mondmero, gerando pontes dissulfeto antes de ser reduzido novamente para
um grupo tiol livre (Low et al., 2008). Os diferentes mecanismos de regeneragao dos
grupos tiol permitem a classificacdo das peroxidases, entre a qual encontra-se a
GPX.

A GPX é amplamente distribuida em diferentes tecidos de animais, porém é
menos abundante em plantas e em células bacterianas. A GPX catalisa a reducao
de ROOH na presenca da glutationa reduzida (GSH), gerando glutationa oxidada
(GSSG), que por sua vez, é regenerada pela glutationa redutase (GR) (Mishra,
Imlay, 2013). Na reacéo, a GR regenera a forma reduzida da glutationa, entdo o
NADPH serve como doador de elétrons, sendo oxidado a NADP™. A glutationa € o
tripeptideo (Y-glutamilcistenilglicina) mais abundante que estd envolvido em

processos importantes como regulacdo da expressdo génica, apoptose e
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sinalizacdo, e é ainda o indicador ideal de potencial redox em qualquer sistema
biolégico (Sies, 1999). A GPX também pode interagir com outros peroéxidos,
catalisando a reducédo de hidroperoxido de lipideo (LOOH) e hidroperoxido sintético
a alcool (Halliwell, Gutteridge, 2003). Similar a GPX, a enzima glutationa peroxidase
de hidroperoéxidos de lipideos (PHGPX) usa a glutationa para reduzir LOOH. Cossio-
Bayugar et al. (2005) observaram um aumento na expressao génica da PHGPX em
R. microplus em linhagens de carrapatos resistentes a acaricidas quando
comparados com as linhagens sensiveis. Dessa forma, a destoxificacdo feita pela
PHGPX parece ser um importante mecanismo de defesa das linhagens resistentes
de carrapatos a acaricidas (Cossio-Bayugar et al., 2005).

Figura 3 - Esquema da producéo e destoxificacdo de ERO e ERN na homeostase
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Principais fontes de estresse oxidativo celular: cadeia transportadora de elétron (ETC), NADPH
oxidase (NOX) e reticulo endoplasmaético (ER). O radical superdxido (O,"), produto da reducao do
oxigénio molecular (O,), pode ser convertido a peréxido de hidrogénio (H,O,) mediante a superdxido
dismutase (SOD) ou, em combinagdo com oxido nitrico (NO®) gera peroxinitrito (ONOOQO’). O H,0, na
presenca de ions ferroso (Fe+2) ou cobre (Cu+2) produz radical hidroxil (HO"). Adicionalmente o H,0, é
reduzido a agua (H,0) pela catalase ou glutationa peroxidase (GPX) e peroxirredoxinas (PRX) na
presenca da glutationa reduzida (GSH). Fonte: Wang et al., 2013.

Durante a alimentacdo dos artropodes hematéfagos, grandes quantidades de

heme séo liberadas apos a digestdo da hemoglobina (Jeney et al., 2002). O heme é
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um grupo prostético constituido por um atomo de ferro localizado no centro de um
anel aromatico heterociclico chamado porfirina. Esse atomo de ferro é liberado,
participando na producdo de OH" (Liochev, Fridovich, 2002). Devido a caracteristica
pré-oxidante do heme, pode haver a geracdo do estresse oxidativo. Foi demonstrado
gue a catalase em R. microplus tem um papel critico no equilibrio da regulacéo
redox no intestino apds o repasto sanguineo, de forma a garantir a sobrevivéncia do
carrapato (Citelli et al., 2007). O silenciamento especifico da expressdo do gene da
catalase por RNAi resultou em um acumulo de H;O, no epitélio intestinal,
provocando um efeito deletério, reduzindo a sobrevivéncia dos carrapatos. Portanto,
a catalase torna-se um alvo interessante para o desenvolvimento de métodos de

controle de carrapatos (Citelli et al., 2007).

Outra familia de enzimas antioxidantes importantes englobam a GST, que esta
amplamente distribuida em organismos vertebrados e invertebrados. As enzimas
gue fazem parte desta familia sdo extremamente diversas nas suas sequéncias de
aminoacidos, e grande parte dessas sequéncias depositadas em bases de dados
publicos apresentam funcdes desconhecidas (Atkinson, Babbitt, 2009). A GST
catalisa a conjugacdo da GSH a centros eletrofilicos de uma ampla variedade de
substratos, tornando os compostos hidrossolUveis para sua eliminacdo. A atividade
desta enzima permite a destoxificagdo de compostos enddgenos como lipideos
peroxidados (Oakley, 2011). A GST também possui outras fun¢cdes que nao estdo
associadas a destoxificacdo, como reparo de macromoléculas oxidadas por ERO,
degradacdo de xenobidticos, sinalizacdo da via JNK (do inglés, c-Jun N-terminal
Kinase) (Adler et al., 1999), biossintese de prostaglandinas (Kanaoka et al., 1997) e
desenvolvimento de doencas como Parkinson e Alzheimer (no caso de mutacdes ou

auséncia de GST especificas) (Sheehan et al., 2001).

Em carrapatos da espécie R. microplus, verificou-se que a correlacdo da
atividade de enzimas antioxidantes como a CAT e GST parecem ter um papel
importante no desenvolvimento embrionario (Freitas et al., 2007). Adicionalmente, o
processo de peroxidacao lipidica (fonte de energia) se mantem elevado, podendo
levar ao estresse oxidativo. No desenvolvimento embrionario ha ainda um aumento
no consumo de O, devido a alta atividade metabolica. Apds a ecloséo das larvas, o

consumo de O, se mantém alto durante os primeiros cinco dias e posteriormente
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decai. Com isto, se evidencia o papel que tem o estresse oxidativo durante a
embriogénese e envelhecimento (Freitas et al., 2007).

Além das ERO, existem as espécies reativas de nitrogénio (ERN) que sé&o
altamente reativas e sdo geradas como produtos do metabolismo celular sob
condicdes patoldgicas ou apds exposicao a xenobidticos. As ERN compreendem o
anidrido nitroso (NO3), acido nitroso (HNO,), nitrito (NOy), nitrato (NO3) e
peroxinitrito (ONOQ") e séo produzidas pelo metabolismo do 6xido nitrico (NO°). O
NO® é uma molécula hidrofébica que se difunde livremente através das membranas
e é gerado pela oxido nitrico sintase (NOS), que faz parte de um grupo de enzimas
localizadas no citosol ou na membrana e medeiam a oxidagdo da L-arginina a L-

citrulina e NO® (Figura 3) (Rodriguez-Ramos et al., 2010).

No inicio da década de 90, a NOS foi encontrada no cérebro de diversos
insetos e foi visto que compartilha caracteristicas com a NOS de vertebrados. O NO*
gerado esta envolvido na inducdo da resposta imune celular e humoral em insetos,
assim como na sinalizacdo, processamento da informacao visual e formacdo de

memoria a longo prazo (Muller, 1997; Nappi et al., 2000).

Os produtos da oxidagdo do NO® podem interagir com as ERO. Tal € o caso do
cloreto de nitrila (NO2CI) que é considerado agente oxidante, nitrante e clorinante em
sistemas in vitro. O ONOO" produzido devido a reacdo do NO® com O,, ou mais
frequentemente com o radical O,™, atravessa as membranas por canais anidnicos e
por difusdo passiva na sua forma protonada, acido peroxinitroso (ONOOH). O
ONOO" é de grande importancia em sistemas biolodgicos, estando envolvido na
oxidacao e nitracdo de lipideos, quebra do DNA, nitracdo e desaminacdo de bases,
nitracao de residuos de aminoacidos aromaticos e oxidacdo de cisteina, metionina e

outros residuos (Halliwell, Gutteridge, 2003).

7

A nitracdo €& considerada uma modificacdo pos-traducional de grande
importancia devido a capacidade de alterar funcdes proteicas e desencadear
doencas agudas e cronicas. A nitracdo da tirosina é mediada por ONOO" e dioxido
de nitrogénio (NO;") na presenca de oxidantes como O, e H,O,. Da mesma forma,
a liberacédo de metais de transicdo das proteinas causadas pela oxidacao por radical

O,", em conjunto com acdo de heme peroxidases, resulta na formacédo de -NO,.
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Diversas proteinas mitocondriais sao nitradas in vitro e in vivo, como por exemplo a
MnSOD, aconitase (catalisa a estereocisomerizagéo de citrato a isocitrato), citocromo
c e ATPase. A MnSOD ¢ nitrada pelo ONOO™ no residuo Tyr-34 do seu sitio ativo,
promovendo a perda de atividade enzimatica. Esta inativacdo da MnSOD opera
como um indutor da formacdo de ONOO™ na mitocondria, que por sua vez,
desencadeia a sinalizagdo pré-apoptoética na célula (Radi et al, 2002; Radi, 2004).
Proteinas mitocondrias nitradas e citocromo c nitrado no citosol servem como

marcadores de estresse oxidativo mitocondrial dependente de NO".

1.2.2.1.1 influéncia do estresse oxidativo na microbiota intestinal de artrépodes

O intestino dos artrépodes € o0 6rgdo que esta exposto a uma maior diversidade
de microrganismos. As comunidades de microrganismos encontradas neste 6rgao
induzem a uma resposta imune que medeia as interacdes entre a microbiota e 0
artropode, contribuindo com a manutencao da homeostasia do mesmo. A quebra da
homeostasia no epitélio intestinal pode ser provocada pelo desequilibrio metabdlico,

assim como pelo aumento do estresse oxidativo (Buchon et al., 2009).

Considerando os efeitos dos radicais livres gerados pelo grupo heme, os
artropodes hematéfagos desenvolveram estratégias para minimizar as
consequéncias que levariam a alteracéo da microbiota normal do intestino. Uma das
estratégias para reduzir o prejuizo causado pelo grupo heme proveniente da refeicao
sanguinea foi mostrada em Ae. aegypti. Ae. aegypti reduz a producédo de ERO apos
0 repasto sanguineo, levando a formacdo de um ambiente favoravel para a
proliferacdo da microbiota no intestino do mosquito. Este aumento da microbiota no
intestino também foi verificado quando foi silenciado o gene da DUOX em Ae.
aegypti, mostrando uma diminuicdo de aproximadamente 40% das ERO. No
entanto, a diminuicdo de ERO no intestino resulta na redugcdo da resisténcia do
mosquito a presenca de E. asburiae e aumento na mortalidade (Oliveira et al., 2011).
Em Drosophila, foi verificado um aumento na proliferacdo de bactérias patogénicas
no intestino de moscas que ndo expressam a enzima DUOX e, consequentemente,

houve um aumento da taxa de mortalidade. Esse resultado demonstrou que a DUOX
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intestinal é a responsavel pela geracdo de um ambiente pro-oxidante requerido para
o controle da proliferacdo de microrganismos patogénicos presentes na microbiota
(Ha et al., 2005; Ha et al., 2009).

Além da participacdo direta na atividade antimicrobiana, a DUOX tem uma
acao em conjunto com uma peroxidase imunomodulatéria (IMPer), como verificado
em Anopheles gambiae (Kumar et al., 2010). No intestino deste mosquito, o sistema
IMPer/DUOX catalisa a formacdo de uma rede de proteinas através das ligactes
ditirosinas. Essa rede proteica impede que componentes bacterianos tais como PGN
e LPS, cheguem até o epitélio intestinal e ativem a resposta imune do vetor contra
microrganismos (patégenos e/ou microbiota intestinal). O sistema IMPer/DUOX
confere portanto a uma protecao para A. gambiae, pois evita a ativacdo crénica do
sistema imune, que poderiam ser prejudiciais tanto a microbiota intestinal quanto ao
préprio mosquito. Além disso, demonstrou-se que o silenciamento dos genes da
DUOX ou IMPer por RNAI leva a uma reducdo no numero de oocistos de P.

falciparum (Kumar et al., 2010).

A microbiota do intestino do vetor pode alterar sua capacidade vetorial. Em A.
arabiensis, um dos vetores da malaria na Zambia, bactérias como Pseudomonas
putida, Bacillus pumilus e Enterobacter spp. fazem parte da microbiota normal do
intestino. No entanto, somente Enterobacter (cepa Esp_Z) tem a capacidade de
inibir o desenvolvimento do ciclo de uma cepa altamente virulenta de Plasmodium

mediante a inducdo da producédo de ERO pelo mosquito (Cirimotich et al., 2011).

O envolvimento das enzimas antioxidantes como a CAT e a SOD na viabilidade
da microbiota foi demonstrada em A. aquasalis infectado por P. vivax. No intestino
do vetor, verificou-se que a atividade da CAT e da SOD ¢ significativamente
reduzida 24 h apos a infecao por P. vivax. Com o silenciamento da CAT por RNAI, o
namero de oocistos de P. vivax no intestino aumenta, enquanto a microbiota natural
do vetor diminui. Sugere-se, portanto, que a reducao da atividade da CAT em A.
aguasalis pode ser consequéncia da manipulacdo do parasita para aumentar as
ERO e, consequentemente, reduzir a microbiota natural do intestino para o seu

desenvolvimento dentro do vetor (Bahia et al., 2013).
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1.4 InteracGes moleculares entre carrapatos e patégenos

O sucesso na sobrevivéncia, multiplicacédo e disseminacédo dos patdogenos para
a manutencdo da infeccdo nos hospedeiros vertebrados dependem de diversos
mecanismos. Estes mecanismos incluem a expressao de proteinas na superficie do
patdgeno para interacdo com o hospedeiro vertebrado e invertebrado e a modulacéo
da resposta imune do vetor e do humano, dentre outros. A seguir, serao
apresentados alguns exemplos da interacdo dos patdgenos transmitidos pelos

carrapatos importantes do ponto de vista médico e veterinario.

1.4.1 B. burgdorferi e I. scapularis

A doenca de Lyme é uma doenca causada pelas espiroquetas B. garinii, B.
afzelii encontradas na Europa e Asia e B. burgdorferi encontrada nos Estados
Unidos. No nordeste dos Estados Unidos, B. burgdorferi sobrevive em um ciclo
enzodtico envolvendo trés espécies de carrapato do género Ixodes, pequenos
roedores, aves e lagartos (Steere et al.,, 2004). A borreliose em humanos é
sistémica, se iniciando como uma erupc¢édo cutdnea na area da picada do carrapato e
o tratamento com antibiéticos é efetivo nessa fase da infeccdo. Quando a doenca
nao € tratada, as espiroguetas se disseminam pelo corpo provocando patologias
associadas a artrite (B. burgdorferi), a sintomas neurologicos (B. garinii) ou a
dermatite (B. afzelii) (Stanek et al., 2011).

B. burgdorferi possui uma proteina de superficie chamada OspA, que é
predominantemente expressa no intestino de |. scapularis e medeia 0s processos de
adesdo e replicacdo do patdégeno (De Silva et al., 1996). Esta espiroqueta também
possui outra molécula de superficie chamada OspC e esta envolvida nos processos
de invasdo nas glandulas salivares e transmissdo ao hospedeiro mamifero. O
receptor TROSPA, especificamente expresso nas ceélulas do intestino do carrapato,
foi implicado no reconhecimento da proteina OspA (Pal et al., 2004). A reducgéo
deste receptor, diminui a aderéncia de B. burgdorferi no intestino do carrapato que,

consequentemente, reduz a transmissao do patdgeno.
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Assim como B. burgdorferi expressa proteinas de superficie para sua
persisténcia em diferentes tecidos do vetor, |. scapularis produz uma proteina que
beneficia a colonizacdo da bactéria. Esta proteina denominada SALP25D foi
identificada nas glandulas salivares do carrapato. A SALP25D é uma proteina
homologa a GPX, cuja expressdo € induzida durante a alimentacdo. Além disso, o
silenciamento deste gene por RNAIi afetou a colonizagdo das células do intestino
pela bactéria (Das et al., 2001). A proteina SALP25D reduz as ERO produzidas por
neutréfilos ativados por PMA (do inglés, phorbol 12-miristate 13-acetate),
funcionando, portanto, como um antioxidante e permitindo a sobrevivéncia de B.
burgdorferi (Das et al., 2001). Outra proteina secretada na saliva de |. scapularis e 1.
ricinus € a SALP15 que protege a cepas de Borrelia spp sensiveis ao soro, contra a
resposta mediada por complemento em vertebrados. Esta proteina protege as
espiroquetas da formacédo do complexo de ataque a membrana, conformado pelos
componentes C5d, C6, C7, C8 e C9 da via complemento. Quando as espiroguetas
sao incubadas com s SALP15 recombinante, o deposito dos componente C5b-C9 é
reduzido em um 75% em relacdo ao controle, espiroquetas incubadas com BSA.
Este efeito de protecao contra o sistema complemento é crucial na infecéo inicial no
hospedeiro vertebrado (Schuijt et al., 2008). Adicionalmente, |. scapularis possui um
receptor chamado Tre31 que interage com a lipoproteina BBE31 localizada na
superficie de B. burgdorferi, facilitando a multiplicagdo do patégeno na hemolinfa e

nas glandulas salivares do carrapato (Zhang et al., 2011).

1.4.2 A. phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis e Ixodes sp

A anaplasmose granulocitica humana é considerada uma doenga infecciosa
emergente causada por A. phagocytophilum e transmitida por I. scapularis, |I.
pacificus, I. ricinus e |. persulcatus. Esta bactéria tem sido bastante estudada apds o
aparecimento do primeiro caso de anaplasmose granulocitica humana no nordeste
dos Estados Unidos, onde tanto o patdgeno quanto o vetor que o transmite s&o
altamente prevalentes (Maeda et al., 1987). Os principais sintomas dessa doenca
incluem: febre, mialgias, calafrios, leucopenia, trombocitopenia e/ou anemia e

podem ser apresentados duas ou trés semanas apos a picada do carrapato. Apesar
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da transmisséao bioldgica ser a forma principal de infecdo por A. phagocytophilum, o
humano pode ser infectado mediante transmissdo nosocomial e/ou perinatal. Esta
bactéria invade e se multiplica nos vacuolos parasitéforos dos granulécitos (Aguero-
Rosenfeld et al., 1996).

Assim como B. burgdorferi, A. phagocytophilum modula alguns genes do
carrapato para sua sobrevivéncia. A. phagocytophilum induz a expressédo do gene
da SALP16 nas glandulas salivares de 1. scapularis durante a alimentagdo. O
silenciamento desse gene por RNAI ocasiona uma reducdo de mais de 90% das
bactérias nas glandulas salivares, mas nao no intestino. Esses resultados indicam
que a SALP16 nédo é requerida para a colonizacéo do intestino pelas bactérias, mas
€ indispensavel para a sua multiplicacdo nas glandulas salivares, facilitando, dessa

forma, a sua transmisséo para o hospedeiro vertebrado (Sukumaran et al., 2006).

Pouco é conhecido sobre o envolvimento da fucose em artrépodes. No entanto,
estudos sugerem a importancia dessa molécula na coloniza¢do dos patdégenos em
carrapatos. A fucosilacao resulta da adicdo de residuos de fucose em glicoproteinas
ou glicolipideos e esta relacionada com importantes processos como organogénese,
inflamacéo, cancer, adeséao celular e patogénese microbiana (Ma et al., 2006). Em |.
scapularis foi demonstrada a presenca de proteinas contendo residuos de a1,3-
fucose nas glandulas salivares e no intestino. Além disso, foi demonstrado que A.
phagocytophilum modula a expressao de trés a1,3-fucosiltransferase (ISFT1, ISFT2
e ISFT3), as quais estdo envolvidas no processo de fucosilagdo do vetor. O
silenciamento génico de uma regido conservada das trés a1,3-fucosiltransferase em
experimentos de RNAIi, promoveu uma redugdo no numero de bactérias nas
glandulas salivares durante a aquisicdo. No entanto, o silenciamento ndo afetou a
transmissdo da bactéria para hospedeiro vertebrado. Assim, (i) a inibicdo da
interacdo da a1,3-fucosilagéo e A. phagocytophilum em carrapatos, (ii) a inibicdo de
a1,3-fucosiltransferases e (iii) o desenvolvimento de vacinagcdo contra proteinas
a1,3-glicosiladas, s&o atributos importantes a serem considerados para o

desenvolvimento de tratamentos contra A. phagocytophilum (Pedra et al., 2010).

A. phagocytophilum também modula um gene que facilita a migracdo da
bactéria do intestino para as glandulas salivares de |. scapularis. O gene que

codifica a proteina P11 é expresso nas glandulas salivares e nos hemdécitos do
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carrapato. Com o silenciamento do gene da P11, a aquisicdo da bactéria foi
prejudicada, visto a diminuicdo da carga bacteriana nas glandulas salivares e na
hemolinfa apés a alimentacdo. Por outro lado, anticorpos contra a proteina
recombinante P11 (rP11) afetam a migracdo da bactéria do intestino para as
glandulas salivares do carrapato. Para isso, 0s anticorpos rP11 foram injetados nos
carrapatos e posteriormente, 0s carrapatos se alimentaram em camundongos
infectados por A. phagocytophilum, mostrando uma diminuicdo da bactéria na
hemocele e nas glandulas salivares, sem afetar a infeccdo no intestino (Liu et al.,
2011).

Em neutréfilos humanos, a infecdo por A. phagocytophilum modula a
maquinaria natural do processo de apoptose, inibindo a liberacdo de fatores pro-
apoptoéticos e a ativacdo da via das caspases (Ge et al., 2005). Esta bactéria
também usa como estratégia a sua capacidade de subverter processos autofagicos
das células hospedeiras, bloqueando o processo de fusdo do vacuolo parasitéforo
com os lisossomos (Niu et al., 2006). Bactérias como E. chaffeensis e A.
phagocytophilum, a inibicdo da producdo de radical O, intracelular e extracelular é
usada como estratégia para sobrevivéncia e estabelecimento da infeccdo em
monaocitos humanos. Foi demonstrado em ensaios in vitro que macrofagos preé-
tratados com paraquat ou H,O,, essas duas bactérias diminuem sua habilidade para
infectar o hospedeiro. Por outro lado, E. chaffeensis é capaz de inibir a producédo de
radical O, em macréfagos estimulados com PMA mediante a inibicdo do transcrito
do gene P22PHOX que por sua vez, é inibido por acdo de proteases derivadas tanto
da membrana celular do hospedeiro como da propria bactéria (Lin, Rikihisa, 2007).
Em A. phagocytophilum, foi demonstrado que a bactéria induz o aumento no
consumo de O, ao infectar células da linhagem humana HL-60, reprimindo-o
posteriormente para evitar 0 processo de apoptose e sobreviver intracelularmente
(Choi et al.,, 2005). Além disso, evidéncias apontam que durante O processo
infectivo, os transcritos dos genes GP91PHOX e GP22PHOX sdo degradados
(Banerjee et al., 2000; Mott et al., 2002).
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1.4.3 R. rickettsii e A. aureolatum

A Febre Maculosa das Montanhas Rochosas, conhecida no Brasil como Febre
Maculosa Brasileira, € uma doenca causada pela bactéria R. rickettsii que esta
distribuida unicamente no continente americano. Esta doenca que acomete ao
homem, pode apresentar altas taxas de letalidade e no Brasil podem chegar a 40%
estando associada a falta de tratamento com antibidticos especificos (Dantas-
Torres, 2007). O periodo de incubacdo dessa doenca varia de seis a oito dias apés a
picada do carrapato, sendo 0s principais sintomas febre, cefaleia e mialgia intensa
seguida de prostracdo. Na América Central e na América do Sul, a bactéria é
transmitida pelo carrapato A. cajennense e no Brasil também por A. aureolatum
(Chapman et al, 2006).

Diversos genes de R. rickettsii sGo modulados durante a alimentagdo do
carrapato. Genes associados a secrecdo como 0s componentes do sistema de
secrecdo do tipo IV (T4SS) foram induzidos durante a alimentacédo (Galletti et al.,
2013). O T4SS € um complexo de macromoléculas especializadas que medeiam a
liberacdo de moléculas e esta relacionado com o sistema de conjugacao bacteriano.
Bactérias intracelulares utilizam este sistema para secretar DNA ou proteinas dentro
de células eucariotas, as quais desempenham diversas atividades importantes

relacionadas com a replicacdo e modulacdo da resposta imune (Voth et al., 2012).

Além da inducdo de alguns dos componentes do T4SS, foi observada a
inducdo de genes envolvidos na destoxificagcdo de ERO. Os genes antioxidantes
induzidos foram tioredoxina peroxidase 1, glutaredoxina 3 e ferredoxina, sugerindo
gue R. rickettsii usa essas enzimas para se proteger da reposta oxidativa produzida

no carrapato alimentado (Galletti et al., 2013).

1.4.4 Babesia sp, H. longicornis e Rhipicephalus sp

A babesiose € uma doenca causada por protozoarios do género Babesia sp.
Essa doenca junto com a anaplasmose, causada por A. marginale, constitui o
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complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). A transmissao € dada pelo carrapato
H. longicornis e espécies do género Rhipicephalus. Apesar da TPB ser causada por
dois agentes etiologicos diferentes, os sinais clinicos e epidemiolégicos séao
similares e incluem hipertermia, anemia, hemoglobindria, ictericia, anorexia,

hemaciacgéo e alta morbidade em bovinos (Homer et al., 2000).

Uma das moléculas identificadas sendo diferencialmente expressa pela infecao
por B. microti no carrapato H. longicornis € a longicina. A longicina € uma defensina-
like com atividade antimicrobiana e antifangica. O tratamento de babésias com
longicina recombinante inibe a proliferacdo in vitro de B. equi e reduz a parasitemia
em camundongos infectados por B. microti (Tsuji, Fujisaki, 2007). Além disso, o
silenciamento do gene da longicina por RNAI leva ao aumento do numero de B.
gibsoni em 6rgdos como intestino, ovarios e ovos, indicando o possivel papel da
proteina na capacidade vectorial do carrapato (Tsuji, Fujisaki, 2007). Outra molécula
com expressao diferencial é a longipaina. A longipaina é uma cisteina protease,
especifica do intestino de H. longicornis, que é induzida durante o repasto
sanguineo. Da mesma forma que a longicina, a longipaina recombinante inibe a
proliferacéo in vitro de B. equi e o silenciamento desse gene no carrapato aumenta a
carga parasitaria no limen do intestino, ovario e larvas (Tsuji et al., 2008). A
cistatina-2 € um inibidor de serina-proteases que € altamente induzido no intestino e
nos hemdcitos de H. longicornis apés a infeccdo por Babesia. A cistatina-2
recombinante teve um leve efeito in vitro no crescimento de B. bovis, porém seu
papel na infecdo in vivo ainda nédo foi avaliado (Zhou et al., 2006). Da mesma forma,
receptores como o0 TROSPA e a proteina amiloide sérica A, envolvida na resposta
do hospedeiro a inflamacéo e lesédo de tecidos em R. annulatus, sdo modulados na

infecgé@o por B. bigemina (Antunes et al., 2012).

1.4.5 Anaplasma marginale, D. variabilis e R. microplus

Sistemas de cultivo in vitro, principalmente os de linhagens celulares continuas,
foram desenvolvidos a partir de tecidos de hospedeiros e vetores, 0s quais tem
contribuido de maneira significativa para o conhecimento sobre a biologia dos
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parasitas e a interacdo hospedeiro-vetor-patdogeno. Além disso, as linhagens
celulares vém possibilitando a producéo de antigenos para a utilizacdo em testes de
diagnosticos e para o desenvolvimento de vacinas (Bell-Sakyi et al., 2007; Blouin et
al., 1998). Os sistemas de cultivo in vitro mais usados para o estudo de A. marginale
sdo derivados de células do carrapato |. scapularis, denominados IDE8 e ISE6
(Munderloh et al., 1996) e do carrapato R. microplus, denominada BME26 (Esteves
et al., 2008; Esteves et al., 2009).

As proteinas da superficie de A. marginale, denominadas MSPs (do inglés,
major surface protein), sdo as responsaveis pelo mecanismo de reconhecimento por
parte dos receptores celulares de eritrécitos e carrapatos e posteriormente de
adesao. Foram identificadas seis MSPs em A. marginale (MSP1a, MSP1b, MSP2,
MSP3, MSP4 e MSP5), cuja funcionalidade foi demonstrada a partir da expressao
heter6loga de algumas dessas proteinas. As proteinas MSPla e MSP1b fazem parte
do complexo MSP1. A proteina MSPla esta envolvida na adesdo aos eritrocitos
bovinos e as células do carrapato, interferindo na transmissdo de A. marginale por
carrapatos do género Dermacentor spp. A proteina MSP1b atua como adesina em
eritrocitos, porém ainda ndo se demostrou a funcionalidade em células de carrapato.
As proteinas MSP2 e MSP3 estdo envolvidas na inducdo da resposta imune do
bovino na infecdo por A. marginale. As proteinas MSP4 e MSP5 sédo codificados por
genes de copia Unica e se desconhece a funcdo destas proteinas. No entanto, a
proteina MSP5 tem sido usada como antigeno para imunodiagndstico, atualmente
comercializados em Estados Unidos (de La Fuente et al., 2008; Kocan et al., 2003).
Adicionalmente, as MSPs sdo candidatas a vacinas. A imunizacdo de bovinos com
MSP1 e MSP4 conferiu protecdo apos o desafio com A. marginale. A imunizacdo de
bovinos com a MSP2 conferiu protecao contra diferentes cepas de A. marginale nos
Estados Unidos, retardando o inicio da riquetsemia ou eliminando completamente a
infec&o (Palmer et al., 1988). Esse atraso na riquetsemia foi observada também em
bovinos imunizados com a MSP3, enquanto que a MSP5 n&o conferiu protecao
contra a infecdo por A. marginale (Palmer, McElwain, 1995).

Estudos mostram que a modulacdo de genes do vetor por parte de A.
marginale € uma estratégia que o patdgeno utiliza para a invasdo e posterior

sobrevivéncia no hospedeiro invertebrado. Resultados obtidos no carrapato D.
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variabilis mostraram que durante a infeccao inicial por A. marginale nas células do
intestino os genes da GST, vATPase, ubiquitina e selenoproteina M (SelM) séo
modulados. Também o gene da GST poderia estar envolvido na infecdo e
multiplicacdo do patégeno nas glandulas salivares. Em carrapatos com a expresséo
da GST reduzida por RNAI, a quantidade de bactérias nas glandulas salivares apos
a alimentacdo foi diminuida. Da mesma forma quando o gene da VATPase
(envolvida na geracdo do gradiente de protons na membrana vacuolar) foi
silenciado, a infeccdo pela bactéria diminui no intestino. Porém, ainda assim 0s
patégenos sdo capazes de infectar e se multiplicar nas glandulas salivares. Quando
0 gene da ubiquitina é silenciado, a infecdo por A. marginale no intestino é reduzida,
enquanto que o silenciamento da SelM resulta na reducdo da infegdo por A.
marginale nas glandulas salivares, mostrando que o trafego de A. marginale atraves
dos diferentes tecidos é mediada pela expressdo génica do vetor. As SelM sao
proteinas que contém seleno-cisteinas e estdo envolvidas na protecdo contra a
resposta oxidativa das células hospedeiras. Adicionalmente, em ensaios realizados
com a linhagem celular IDE8, a reducdo dos transcritos da SelM, W2a e da proteina
de células hematopoietic stem/progenitor like (envolvida na diferenciacdo celular) por
RNAI promoveram a multiplicacdo de A. marginale, sugerindo a participacdo desses
dois genes na resposta celular no controle da proliferacdo do patégeno (de la Fuente
et al., 2007).

O gene citocromo c oxidase (COXIII) de R. microplus tem um papel importante
na transmisséo de A. marginale para o bovino, uma vez que a inibicdo desse gene
por RNAI em carrapatos infectados por A. marginale, bloqueia a transmisséo do
patogeno (Bifano et al., 2014). O COXIIl codifica uma enzima que faz parte da
cadeia transportadora de elétrons. Esta enzima transporta elétrons ao aceptor final,
o O, que gera um bombeamento de protons para a regido intermembranal
produzindo ATP. O mecanismo de acdo do gene COXIIl na transmissédo ainda €&
desconhecido. No entanto, se sugere que o silenciamento do gene interfere na
liberagdo do patdogeno na saliva do carrapato ou na viabilidade de A. marginale na
saliva (Bifano et al., 2014).
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1.4.5.1 Implicacdo do estresse oxidativo no controle da infeccdo por A. marginale

Vérios trabalhos na literatura tem mostrado a importancia do estresse oxidativo
no controle da flora intestinal e/ou de patégenos em Drosophila e em mosquitos (Ha
et al., 2005; Ha et al., 2009; Molina-Cruz et al., 2008; Oliveira et al., 2011). No
entanto, pouco ainda € conhecido sobre a implicagdo desses mecanismos no

controle de infecgbes por A. marginale em seu vetor natural.

Nosso grupo de pesquisa, com o intuito de investigar os mecanismos de
infeccdo de A. marginale em R. microplus, realizou um estudo proteGmico
comparativo de células embrionarias BME26 infectadas ou ndo com essa bactéria. A
identificagdo proteica mediante a técnica nano-LC-MS/MS bidimensional, mostrou
202 proteinas diferencialmente reguladas, sendo que 78 foram induzidas e 124
foram reprimidas em 24 h apds a infecdo por A. marginale. Dentre as proteinas
relacionadas a estresse oxidativo detectou-se 9 com a expressao aumentada e 11
com a expressao reduzida (dados ndo publicados). Esses resultados sugeriram o
envolvimento dos processos de estresse oxidativo nas interagcdes entre A. marginale

e 0 seu vetor natural, o carrapato R. microplus.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Com base nos dados da literatura e nos dados preliminares do nosso grupo de
pesquisa, 0 objetivo geral deste estudo foi caracterizar o estresse oxidativo das
células embrionéarias do carrapato Rhipicephalus microplus (BME26) em resposta a
infecgao por A. marginale.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o estabelecimento do processo de invasdo de A. marginale nas células
BME26;

- Avaliar a modulacdo de alguns genes codificadores de proteinas que estédo
envolvidas na producdo e destoxificacdo das espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio;

- Analisar a importancia dos genes antioxidantes RmCAT, RmGPX, RmTRX e

RmMOXR1 no processo de infecdo de A. marginale;

- Quantificar a producao de peroxido de hidrogénio em resposta a infec¢cdo por A.

marginale;

- Medir a atividade peroxidase e catalase em resposta a infeccdo por A. marginale.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Material Biologico

3.1.1 Células embrionéarias

As células embrionarias BME26 e ISES6, isoladas de R. microplus (Esteves et
al., 2008) e I. scapularis (Munderloh et al., 1999), respectivamente, foram cultivadas
em garrafas contendo meio L-15B300 suplementado com 5% de soro fetal bovino
termo-inativado, 10% de caldo fosfato triptose, 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL
de estreptomicina e 0,1% de lipoproteina bovina (pH 7,2). As células foram mantidas
a 34 °C na auséncia de CO, como descrito por Esteves et al. (2008). A viabilidade
celular foi determinada por microscopia Optica através da coloracdo com 4% de azul
de tripano (Sigma-Aldrich., St Louis, MO., EUA) e contagem em camara de

Neubauer.

3.1.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram: Micrococcus luteus ATCC 9341A (bactéria
Gram-positiva); Enterobacter cloacae K12 (bactéria Gram-negativa), cedida pelo Dr.
Hans G. Boman (Universidade de Estocolmo - Suécia); Saccharomyces cerevisiae
(ATCC 208353; Rickettsia rickettsii (cepa Taiagu) (Pinter, Labruna, 2006);
Anaplasma marginale (cepa Jaboticabal) (De Andrade et al., 2004) e A. marginale
GFP (cepa St. Maries) (Felsheim et al., 2010).

3.1.2.1 Quantificacao de A. marginale e R. rickettsii por gPCR

O numero das riquétsias A. marginale e R. rickettsii nos cultivos celulares foi
determinado por qPCR utilizando as sondas TagMan especificas para 0os genes de

copia unica AmMMSP5 ou citrato sintase (RrGLTA), respectivamente (Tabela 1), e
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uma curva-padrdo com diferentes nimeros de coépias do plasmideo contendo a
sequéncia codificadora de cada gene. Em uma placa de 96 pocos, foi feita a mistura
de reacdo em um volume final de 15 pL, contendo 7,5 pL do TagMan PreAmp
Master Mix 2X (Applied Biosystems., S&o Paulo, SP., Brasil), 2 yL da mistura de
cada par de oligonucleotideos (0,6 uM), 0,02 pL da sonda especifica para cada
bactéria, 3,48 uL de H,O tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) e 2 uL de cada
amostra de DNA gendmico. A placa foi vedada, centrifugada a 1.000 x g por 2 min a
4 °C e transferida para um termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems) usando
0 programa térmico descrito no item 3.7.2.1.

3.1.2.2 Preparacéo de in6culo de microrganismos termo-inativados

M. luteus e E. cloacae K12 foram cultivados em meio Luria-Bertani (LB) a 37 °C
e S. cerevisiae ATCC 208353 foi cultivado a 30 °C em meio YPD (do inglés, Yeast
peptone-dextrose). Apds cada microrganismo atingir a densidade Optica de 0,6,
foram lavados duas vezes em PBS 1X (Na;HPO4 10 mM, KH,PO,4 1,8 mM, KCI 2,7
mM, NaCl 137 mM, pH 7,4) e termo-inativados durante 60 min a 75 °C. Foram
utilizados inéculos de M. luteus e E. cloacae contendo 1,25x10® bactérias ou 7x10°

leveduras para o inéculo de S. cerevisiae.

3.1.2.3 Preparacdo do inoculo de R. rickettsii em células BME26

Uma monocamada com aproximadamente 1x10° células BME26 em garrafas
de 12,5 cm? foi incubada a 34 °C em meio L-15B300 sem antibiético pH 7,5 (Esteves
et al., 2008). Apds 24 h, as células foram infectadas com um inéculo criopreservado
de R. rickettsii em células BME26 (gentiimente cedido pela Profa. Andréa Fogaca,
Depto. de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo) contendo 3x10° bactérias. Transcorridas 60 h a 34 °C, a monocamada foi
removida e centrifugada a 3.000 x g por 10 min. O sedimento resultante foi

ressuspendido em meio de congelamento (10% de dimetilsulféxido (Thermo
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Scientific., S&o Paulo, SP., Brasil), 30% de soro fetal bovino (Vitrocell., Campinas,
SP., Brasil) e 60% de meio de infec¢cdo L-15B300), seguido da contagem celular
(tem 3.1.1) e quantificacdo do numero de bactérias (item 3.1.2.1). O indculo foi
transferido para tubos criogénicos para armazenamento em tanques de nitrogénio
(N2) liquido. Para os experimentos, o indculo obtido como anteriormente descrito foi
descongelado em banho umido a 37 °C e utilizado na infecgcdo de células BME26.

3.1.2.4 Preparacdo do inoculo de A. marginale

3.1.2.4.1 Em sangue bovino

O in6culo de A. marginale (cepa Jaboticabal) foi obtido de sangue de bovino
infectado e preparado seguindo o protocolo de Stevens et al. (2007). Os inéculos
criopreservados contendo o sangue infectado, foram descongelados em banho
Uumido a 37 °C e o conteudo foi transferido para tubos tipo eppendorf de 1,5 mL e
centrifugados a 3.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento foi lavado duas vezes em
1 mL de PBS 1X a 3.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento final contendo as
bactérias e restos celulares foi suspendido em 750 uL de PBS 1X e utilizado como

in6culo para infeccdo de células BME26 e/ou ISE6.

3.1.2.4.2 Em células ISE6

Uma monocamada com aproximadamente 1x10’ células ISE6 em garrafas de
75 cm? foi incubada a 34 °C em meio L-15B300 sem antibiético pH 7,5 (Esteves et
al., 2008). Apd6s 24 h, as células foram infectadas utilizando o indculo de A.
marginale em sangue bovino (item 3.1.2.4.1) ou A. marginale GFP e incubadas a 34
°C. As células ISE6 infectadas foram mantidas com uma troca semanal de meio.
Transcorridos 12 dias de infecgdo, o meio de cultivo foi descartado e a monocamada

celular foi lavada com PBS 1X e descolada usando Tripsina/EDTA (Vitrocell). O
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conteudo foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e centrifugado a 3.000 x g por
10 min a 4 °C. O sedimento resultante foi ressuspendido em meio de congelamento
(item 3.1.2.3), seguido da contagem celular (item 3.1.1) e quantificacdo do namero
de bactérias (item 3.1.2.1). O inéculo foi transferido para tubos criogénicos para

armazenamento em tanques de N liquido.

O indculo obtido como descrito acima foi descongelado em banho umido a 37
°C e o conteudo transferido para tubos tipo eppendorf de 1,5 mL e centrifugados a
3.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento resultante foi ressuspendido em meio L-
15B300 sem antibidticos e transferido para um tubo Falcon de 15 mL. A suspenséao
de células foi submetida a choque térmico para lise e liberagdo das bactérias,
envolvendo processos rapidos de congelamento em N, liquido seguido de
descongelamento a 37 °C. Esse procedimento foi realizado trés vezes consecutivas
para garantir a lise da maioria das células. Apés o choque térmico, a suspensao
contendo bactérias e restos celulares foi transferida para um tubo tipo eppendorf de
1,5 mL e centrifugada a 500 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante contendo A.

marginale foi usado como indculo para infeccédo de células BME26.

3.2 Extracdo de RNA, DNA e sintese do cDNA

O RNA das células foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen., Sao
Paulo, SP., Brasil), de acordo com as orientacdes do fabricante. O RNA obtido foi
tratado com DNase (Invitrogen) e, em seguida, precipitado com acetato de sodio 3
M pH 5,2 e isopropanol (Sigma-Aldrich., St Louis, MO., EUA) (1:1, v/v). A
quantificacdo do RNA foi determinada em NanoDrop (ND-1000) (Thermo Scientific) e
a sua integridade foi analisada em gel de agarose a 0,8%. Para a sintese de cDNA
foram utilizados de 100 a 3.000 ng de RNA total utilizando a enzima SuperScriptll|™
(Life Technologies., S&o Paulo, SP., Brasil) de acordo com as instrugbes do
fabricante. O DNA genémico (DNAg) foi extraido usando o mini kit Invisorb Spin
Tissue (Stratec molecular., Birkenfeld, Alemanha) de acordo com as instru¢coes do
fabricante. A quantidade de DNAg nas amostras também foi determinada em

NanoDrop.
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3.3 Tratamento das células BME26 com 0s microrganismos

Uma monocamada com aproximadamente 1x10° células BME26 em garrafas
de 25 cm? foi incubada a 34 °C em meio de infeccéo L-15B300 sem antibiético, pH
7,5. Apos 24 h, o meio de cultivo foi descartado e substituido por meio de cultura
com os diferentes indculos descritos no item 3.1.2. Transcorridos 0s tempos
determinados de incubacdo a 34 °C para cada experimento, o sobrenadante foi
descartado e a monocamada celular foi lavada com PBS 1X, seguido da
descolagem mecéanica com rodo de células ou quimica com Tripsina/EDTA
(Vitrocell). O sobrenadante foi centrifugado a 3.000 x g, durante 10 mina 4 °C e o
sedimento usado para a determinacdo do numero de bactérias, analise da
expressdo génica, dosagem de peroxido de hidrogénio (H,O,) ou da atividade de
catalase ou peroxidase.

3.4 Cinética de crescimento de A. marginale nas células BME26

A determinacao da cinética de crescimento de A. marginale nas células BME26
apos 1, 3, 7, 14 e 21 dias de infeccao foi realizada por gPCR. Para isso, foi realizada
uma infecdo de 4,8x10° células BME26 em garrafas de 25 cm? utilizando o in6culo
de A. marginale em sangue bovino (item 3.1.2.4.1) (264 bactérias para cada célula).
As células BME26 infectadas foram mantidas a 34 °C com uma troca semanal de
meio. Transcorridos os tempos de infeccdo, o meio de cultivo foi descartado e a
monocamada celular foi preparada de acordo com o protocolo descrito no item 3.3. e
utilizada para: quantificar A. marginale por gPCR (item 3.1.2.1), determinar o
porcentual de infecdo mediante contagem do numero de células infectadas apos
coloracdo com o corante Pandtico (Instant Prove., Parana, PR., Brasil) e determinar

a viabilidade celular (item 3.1.1). Foram realizadas duas réplicas bioldgicas.
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3.5 Imunofluorescéncia

A andlise das células BME26 apos 1, 3, 7, 14 e 31 dias da infeccdo por A.
marginale GFP foi realizada por imunofluorescéncia. Para isso, foi realizada uma
infeccdo de 1x10° células BME26 em garrafas de 25 cm? utilizando um in6culo de 34
bactérias para cada célula. Aproximadamente, 1x10° células infectadas por A.
marginale GFP foram aderidas na lamina por centrifugacdo a 84 x g por 5 min em
uma centrifuga Citospin (Fanem., Sao Paulo, SP., Brasil). Apos fixacdo com metanol
100% (Sigma-Aldrich) por 20 min, as laminas secas foram lavadas duas vezes com
PBS 1X durante 2 min. As células fixadas foram permeabilizadas usando 0,5% de
Triton X-100 e 0,2% de gelatiha em PBS 1X durante 10 min. Apls a
permeabilizacdo, as laminas foram incubadas duas vezes durante 2 min com uma
solugcdo de lavagem (0,1% Tween 20 em PBS 1X), seguida da incubacdo com a
solucdo de bloqueio (0,1% de Tween 20, 5% de leite em p6 desnatado em PBS 1X)
durante 1 h. Transcorrida a etapa de blogueio, as laminas foram lavadas duas vezes
com a solucdo de lavagem durante 2 min, seguido da incubacdo com o anticorpo
monoclonal anti-GFP (GFP Tag Monoclonal Antibody, Life Technologies), diluido na
solucdo de bloqueio (1:300) durante 1 h. Posteriormente, as |laminas foram tratadas
uma vez com solucdo de lavagem durante 3 min e incubadas durante 30 min com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao fluor6foro Alexa Fluor 488
(F(ab’) 2-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Life Technologies) diluido em solucdo de
blogueio (1:1000). A seguir, as laminas foram tratadas uma vez com a solugéo de
lavagem e em seguida, incubadas com uma solugédo de contendo de DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol, Life Technologies) e 0,003% de azul de Evans em PBS 1X
(1:500) durante 10 min. Finalmente, foram feitas trés lavagens com PBS 1X e as
laminas foram montadas adicionando uma gota de Prolong (Invitrogen) na
preparacdo ainda uUmida e colocando uma laminula redonda por cima. As
incubacbes com os diferentes marcadores foram feitas a temperatura ambiente em
camera umida e na auséncia de luz. As laminas foram visualizadas usando uma
Objetiva Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27, com zoom de 1.6x no tamanho de
1024x1024 pixels laser 405nm (DAPI) e 488nm (GFP) do Microscépio Confocal
Multifoton — Zeiss LSM 780 NLO.
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3.6 Microscopia eletronica de transmisséao

A analise das células BME26 infectadas por A. marginale durante 1 e 6 h foi
realizada por microscopia eletronica. Para isso foi estabelecida uma infeccdo de
1x10’ células BME26 em garrafas de 75 cm? utilizando o in6culo de A. marginale em
células ISE6 (item 3.1.2.4.2) (50 bactérias para cada célula). Apés a incubacao, as
células foram removidas usando Tripsina/EDTA (Vitrocell), transferidas para tubos
Falcon de 50 mL e centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 4 °C. Os sedimentos
foram fixados com 2,5% de glutaraldeido (Sigma-Aldrich) em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1 M pH 7,2 por 48 h a 4 °C. Posteriormente, o sedimento foi lavado duas
vezes por 15 min em tampao cacodilato de sddio 0,1 M e incubado em 1% de
tetroxido de 6smio em agua destilada por 2 h, e entdo novamente lavado duas vezes
por 15 min em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M. Por fim, o material foi lavado em
10% de alcool etilico (Sigma-Aldrich) por 15 min e contrastado em uma solucédo de
1% de acetato de uranila dissolvido em 10% de alcool etilico durante 2 h na
auséncia da luz. Transcorrido este periodo, o material foi desidratado em uma série
gradativa de acetona (de 50 a 100% por 5 min para cada amostra). Posteriormente,
0 material foi embebido em resina Epon-Araldite e acetona (proporgéo 1:1, v/v)
durante 24 h e incluido em resina Epon-Araldita. Para polimerizacdo da resina, o
material foi incubado a 60 °C por 72 h. Os blocos foram seccionados em ultra-
micrétomo Leica Reichert Supernova e os cortes foram depositados em grade de
cobre. As preparacOes foram contrastadas em solucdo de 4% acetato de uranila
durante 45 min, lavadas em agua e contrastadas em citrato de chumbo por 10 min,
sendo novamente lavadas em agua e em solugdo de NaOH 0,02 M (Reynolds,
1963). As preparacgdes foram visualizadas utilizando o Microscopio de Transmisséo
Jeol 1200 EXII.
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3.7 Anélise da expressao génica das células BME26 expostas a diferentes
desafios microbianos

3.7.1 Oligonucleotideos

As sequéncias de nucleotideos de sequéncias codificadoras de proteinas de R.
microplus selecionadas para o presente estudo foram obtidas de um banco de dados
de ESTs provenientes de ovos e das fases de ninfa e adulto desse carrapato (Dana-
Farber Cancer Institute (DCFI) Boophilus Gene Index (http:
/lcompbio.dfci.harvard.edu/tgi/; Guerrero et al., 2005). Somente a sequéncia
RmOXR1 foi obtida do banco de dados do transcriptoma de tecidos de R. microplus
baseados na plataforma lllumina e depositado no NCBI (Amostra SAMN02463641).
Para a analise das sequéncias, foram usados os programas Softberry (Mount Kisco.,
Nova lorque., EUA), a base de dados de dominios conservados do NCBI e o
programa BioEdit Version 7.2.5 (Carlsbad., CA., EU). Os oligonucleotideos foram
desenhados manualmente e sintetizados pela Life Technologies (Life Technologies.,
Sao Paulo, SP., Brasil). Os parametros para o desenho dos oligonucleotideos foram:
temperatura de anelamento entre 58 °C e 62 °C, tamanho de cada oligonucleotideo
de 20 pb a 21 pb, contetdo em GC (glicina e cisteina) de aproximadamente 50% e
tamanho do amplicon de 100 pb a 200 pb. A possivel dimerizacdo e auto-
complementariedade de cada par de oligonucleotideos, foi verificada usando o
programa FastPCR Professional (http://primerdigital.com/fastpcr.html) (Tabela 1).

3.7.2 Desafios microbianos

As células BME26 foram incubadas com M. luteus e E. cloacae (100 bactérias
termo-inactivadas para cada célula BME26) e S. cerevisiae (5 leveduras termo-
inativadas para cada célula BME26). Para a infecdo por R. rickettsii, foi usado um
indculo de 3,3x10? de bactérias para cada célula BME26 e um lisado de células
BME26 livre de patbgenos como controle. Para a infecdo por A. marginale, foi usado

um inoculo de 941 bactérias para cada célula BME26 e eritrécitos bovinos livres de
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infeccdo como controle. Transcorridas 6, 24, 48 e 72 h apos os desafios, as células
foram coletadas de acordo com o protocolo descrito no item 3.3 e utilizadas para
determinar: a viabilidade das células BME26 (item 3.1.1), a modulacédo dos genes de
interesse por RT-gPCR em larga escala (item 3.7.2.1) e a quantificacdo de A.

marginale e R. rickettsii por gPCR (item 3.1.2.1).



Tabela 1 - Sequéncias de oligonucleotideos usados para PCR, gPCR, RT-gPCR e sintese de dsRNA

(continua)

Sigla do gene

Nome do gene

Banco de
dados [No. de
acesso]

Oligonucleotideo senso (S) e antisenso (AS)

Amplicon
(pb)

Anotacéo funcional

RmRIBS3A

RmMMALATE

RmGLUDY

RmMCYTORED

RmNOS

RmERO1

RmDUOX1

RmDUOX2

RmMnSOD

RmCu/ZnSOD

RmMCAT

Proteina ribossomal
S3A

Malato desidrogenase

Glutamato
desidrogenase
Citocromo ¢
oxidorredutase

Oxido nitrico sintase

Oxidase do reticulo
endoplasmatico

Dual oxidase 1

Dual oxidase 2

Superéxido dismutase
dependente de
manganés
Superéxido dismutase
dependente de cobre
e zinco

Catalase

GenBank
[Cv443892]
GenBank
[CV455409]
GenBank
[CK185727]
GenBank
[CK173844]
GenBank
[CVv438673]
GenBank
[CVv453012.1]
GenBank
[CVv442800.1]
GenBank
[CV449552]

GenBank
[Cv442321]
GenBank
[CK178001]

GenBank
[CK175079]

Oligonucleotideos para sintese de RmdsCAT

RmGPX

Glutationa peroxidase

GenBank
[CV440147]

S 5" GGACGACCGATGGCTACCT 3
AS 5 TGAGTTGATTGGCGCACTTCT 3'
S 5" AAACTGTCCCAGTACGAGTC &
AS 5" TTCTTGACGAAGTCCTCTCC 3
S 5" GCCAGACAAATCATGCGTAC 3
AS 5' AGCTAAGTGAAGGTGAGACC 3
S 5 GGGAAGCTTCTGTTGACATG 3'
AS 5' ATCAACCACTCTGGGTTCTG 3'
S 5' CCAATGACAAAGAAGTGCGG 3
AS 5' ACTAATCCGCATACGACAGC 3'
S 5 ATGGCCCATACACGACATCC 3
AS 5" ACGTTGATACTGGCGTGTAG 3'
S5 CGTTACTCAGTGTCTCACTC 3
AS 5' ATGACTGCGCAACACATGTG 3
S 5" CAGAATGTTCGCCTTAGTCG 3'
AS 5' CGATGTCGTACATGTCGAAC 3'

S 5" AGACGCAGAGGCTACAAGTG 3'
AS 5' AGTTGGCAATGTCCCAGATG 3
S 5 AAGGTGGGACAAACGATAGC 3'
AS 5' CGCAAGTAGCTTCAAACACC 3

S 5 TTCATGGAGATGTTGACCGC 3
AS 5 TGAAGTCCTGAGCATCCTTC 3

S5 TAATACGACTCACTATAGGGCCTTACCTC

TAACATCGCC 3

AS 5 TAATACGACTCACTATAGGTCTAGTAGC

GTGATGCAGC 3
S5 TCTCTGTTGGTGACTGAGAC 3'
AS 5' TGAGTGTTCAGTCCATGGTG 3'

69

89

128

79

119

97

141

134

165

175

144

275

184

Gene de referéncia
Gene de referéncia
Gene de referéncia
Gene de referéncia
Gene pré-oxidante
Gene pré-oxidante
Gene pré-oxidante

Gene pré-oxidante

Gene antioxidante

Gene antioxidante

Gene antioxidante

Gene antioxidante




(continuacéo)

Oligonucleotideos para sintese de RmdsGPX

Glutationa peroxidase GenBank

RMPHGPX de hidroperéxidos de [CK174162]
lipideos

mnesTi Gutnas Certan
RmGST2 Cransfersse  [CK181620)
wnesta  Guatnas Cerban
mnosta  Guabas Centan
RmTRX Tiorredoxina [(?;{19%?72]
RMTRXR Tiorredoxina redutase [CGVe ESEEZIB]

Oligonucleotideos para sintese de RmdsTRX

. . GenBank
RmMPRX Peroxirredoxina [CK179571]
RMOXR1 Gene de resisténcia a RM-177604

oxidacéo

Oligonucleotideos para sintese de RmdsOXR1

S5 TAATACGACTCACTATAGGCAAGGACAT
TGAGGCCTATG 3
AS 5" TAATACGACTCACTATAGGTTCCAGAA
GGCACATCGTAC 3
S 5 AAGTATGCAGAGTCCAAGGG 3'
AS 5' CCTTGCTGAACATGTCGAAC 3'

S 5 AGCAGCCAATGGCAACATTA 3
AS 5' TTCGCACTCCTTCACCTCAT 3
S 5" ACACTTGTCTTCGAGGTTCC 3'
AS 5' TAAGCGTACTCAAGCCGGTG 3'
S 5" TTACGAAGGGTTCGACACTC &
AS 5" ATACTTGTGGTACTTGTCCGAC 3'
S 5" TGAAGGGTGACTACCTCAAG 3
AS 5' TGAGGTTGGCGAAGTCCTTC 3
S 5 TGGTACGCCCTCAAGTATGG 3'
AS 5' GTCCATTGGCAGTGATCACG 3
S 5 CAGACTTGGATGCCACCATC 3
AS 5' ACACGGAGGGTGTTACTATG 3'
S5 TAATACGACTCACTATAGGGCGATGTCC
AGTGTGACTAC 3
AS 5" TAATACGACTCACTATAGGTCACAGTC
AGGGTCGTGAAG 3'
S 5 TGATGACAAGGGCAACCTTC 3
AS 5' GTAGGGATGATCGTATCTCC 3'

S 5 TCCAATAGACCTGACTGACC 3
AS 5 TGAAACATGGCTTCAGCCTC &

S5 TAATACGACTCACTATAGGAGCTGTGCA
AGCACCTTCCA 3

AS 5" TAATACGACTCACTATAGGCGATAACG
ACGTGCTCTCTA 3

392

136

100

136

139

177

121

185

372

162

160

411

Gene antioxidante

Gene antioxidante
Gene antioxidante
Gene antioxidante
Gene antioxidante
Gene antioxidante

Gene antioxidante

Gene antioxidante

Protecéo contra o
estresse oxidativo

60



(concluséo)

S5 TGTTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGT 3

PIVMSP1 Proteinf';l .de GenBank
superficie [AF061132.1] AS 5 TTGTCGACTTCATGTTTGGCGGTG 3
S 5 TAATACGACTCACTATAGGCTGATGCAA
Oligonucleotideos para sintese de PfdsMSP1 GCGATTCAGAT 3
AS 5 TAATACGACTCACTATAGGGTGTATTTC
CAGAATTGGCC &
S5 CTTCCGAAGTTGTAAGTGAGGGCA 3
GenBank AS 5" CTTATCGGCATGGTCGCCTAGTTT 3'

AMMSPS  Proteina 5 de superficie 13305 11 Sonda TagMan: 5-56 FAMIGCCTCCGCGTCT

TTCAACAATTTGGT/BHQ1 3
S 5 AGCAGCCAATGGCAACATTA 3
_ _ GenBank S& GAG,AGAAAATTATATCCAAATGTTGAT 3
RrGLTA Citrato sintase [CP000848.1] AS 5" AGGGTCTTCGTGCATTTCTT 3'
' Sonda TagMan: 5’-56 FAM/CATTGTGCCATCC
AGCCTACGGT/BHQ1 3’

666

203

147

Proteina de
superficie

Proteina de
superficie

Ciclo de Krebs

61

A sequéncia promotora T7 esta sublinhada nos oligonucleotideos usados para sintese de dsRNA. Rm: Rhipicephalus microplus, Pf: Plasmodium falciparum,

Am: Anaplasma marginale, Rr: Rickettsia rickettsii.
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3.7.2.1 RT-gPCR em larga escala

O perfil de modulacdo dos genes que codificam enzimas pro-oxidantes e
antioxidantes de R. microplus nas células BME26 foi determinado usando a

plataforma microfluidica de alto rendimento (Fluidigm 96, 96) (Spurgeon et al., 2008).

O RNA total (230 ng) obtido das células BME26 desafiadas com diferentes
microrganismos (item 3.7.2) foi usado para a sintese de cDNA (item 3.2).
Adicionalmente, foi sintetizado cDNA a partir do RNA extraido de um conjunto de
diferentes tecidos de R. microplus como controle positivo das reacfes. O cDNA
molde foi amplificado em placa de 96 pocos, acrecentando 2,5 yL de uma mistura
dos oligonucleotideos senso e antisenso (200 nM cada um) especificos para cada
gene (Tabela 1) e 5 pL do mix de pré-amplificacdo (TagMan PreAmp Master Mix 2X,
Applied Biosystems) a 2,5 yL do cDNA. A placa foi vedada, centrifugada a 1.000 x g
por 2 min a 4 °C e transferida para um termociclador StepOnePlus (Applied
Biosystems). O programa térmico usado na qPCR foi: 95 °C por 10 min seguido de
14 ciclos a 60 °C por 15 s e 60 °C por 4 min. O programa térmico para a PCR
convencional e a sintese das duplas fitas de RNA foi: 95 °C por 30 s seguido de 30
ciclos a 55 °C por 1 min e 72 °C por 1 min.

Uma solucdo de cada par de oligonucleotideos foi preparada em um volume
final de 5 pL, contendo 2,5 yL do Assay Loading Reagent 2X (Fluidigm Corporation.,
Séao Francisco, CA., EUA), 1,25 uL da mistura de cada par de oligonucleotideos (20
MM) e 1,25 uL de tampdo TE (Tris base 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5).
Separadamente, uma mistura de reacdo em 5 pyL contendo 1,25 pL de cada cDNA
pré-amplificado (diluido 1:5 em tampéo TE), 2,5 yL de TagMan Gene Expression
Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0,25 yL de DNA Binding Dye Sample Loading
Reagent 20X (Fluidigm Corporation), 0,25 pyL de Eva Green 20X (Biotium., Hayward,
CA., EUA) e 0,75 pL de tampéo TE. A solucéo dos oligonucleotideos e a mistura de
reacdo foram distribuidas na placa microfluidica e em seguida, a placa foi mantida
no equipamento IFC Controller HX (Fluidigm Corporation) durante 1 h com a
finalidade de distribuir as duas preparacdes mediante aplicacdo de pressao. A placa
foi transferida para o qPCR multiplex (BioMark, Fluidigm) seguindo o programa

térmico de 95 °C por 10 min seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min.
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A especificidade do produto amplificado de RT-gPCR foi determinada
analisando a curva de dissociacdo mediante o incremento da fluorescéncia em 0,5
°C de 60 °C a 95 °C. A eficiéncia dos oligonucleotideos foi verificada usando

diferentes concentracdes de cDNA e monitoramento da amplificacdo por RT-qPCR.

Os valores de Cq (do inglés, Cycle quantification) foram obtidos usando o
programa BioMark TM Real Time PCR Analysis (Fluidigm Corporation). Os genes da
proteina ribossomal S3A, malato desidrogenase, glutamato desidrogenase e
citocromo c oxidorredutase, foram usados como genes de referéncia (Tabela 1). Os
resultados de expressdo génica foram calculados como a variacado na expressao de
cada um dos genes em comparacdo com as células controle calibradas para a
média geométrica dos valores de Cq dos quatro genes de referéncia. A expressao
dos genes das células BME26 submetidas a diferentes desafios foi calculada pelo
método 2% descrito por Livak e Schmittgen (2001). As células BME26 livres no
tempo zero, foram usadas como condicdo calibradora para os desafios com o0s
microrganismos termo-inativados M. luteus, E. cloacae e S. cerevisiae. As células
BME26 incubadas com eritrocitos bovinos durante 6, 24 e 72 h, foram usadas como
condicdo calibradora para a infecdo por A. marginale durante 6, 24 e 72 h,
respectivamente. As células BME26 tratadas com lisado de células BME26 durante
6, 24 e 72 h, foram usadas como condicao calibradora para a infecao por R. rickettsi
durante 6, 24 e 72 h, respectivamente. Foram realizadas trés réplicas biologicas e a
andlise global da expressédo genica foi realizada usando o programa Multiexperiment
Viewer (MeV) (http://www.tm4.org/mev.html).

3.7.2.2 RT-gPCR em pequena escala

As células BME26 foram incubadas com A. marginale (10 bactérias para cada
célula) ou lisado de células ISE6 como controle. Transcorridas 1 ou 6 h de
incubacédo, as células foram coletadas (item 3.3) e utilizadas para determinar a
modulacdo dos genes de interesse (item 3.2) e a quantificagdo de A. marginale (item
3.1.2.1).
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A expressao dos genes RmDUOX2, RmMnSOD, RmCAT, RmGPX, RmTRXR,
RmOXR1, RmMRIBS3A das células BME26 desafiadas com A. marginale foi
determinada por RT-gPCR. Os cDNAs das células foram sintetizados como descrito
no item 3.2. Em uma placa de 96 pocos, foi feita a mistura de reagcdo em um volume
final de 15 pL, contendo 7,5 yL do Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X
(Thermo Scientific), 1,2 uL da mistura de cada par de oligonucleotideos (0,4 uyM), 5.3
ML de H,O tratada com DEPC e 2 pyL de cDNA. A placa foi vedada, centrifugada a
1.000 x g por 2 min a 4 °C e transferida para um termociclador StepOnePlus

(Applied Biosystems) usando o programa térmico descrito no item 3.7.2.1.

Os valores de Cqg foram obtidos usando o programa StepOne Software Version
2.3. Os resultados apresentados foram calculados como a variacdo da expressao
dos genes RmDUOX2, RmMnSOD, RmCAT, RmGPX, RmTRXR e RmOXR1 em
comparacdo com as ceélulas controle calibradas para a media geométrica dos
valores de Cq do gene RmRIBS3A (Tabela 1). A expressdo dos genes das células
BME26 incubadas com A. marginale ou com lisado de células ISE6 (condigcéo
calibradora), foi calculada pelo método 2" descrita por Livak e Schmittgen (2001).
Foram feitas de sete a dez réplicas biologicas e analise estatistica for feita pelo
programa GraphPad Prism Version 6.0 usando o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney. Este test foi usado para comparar valores entre as células incubadas com
A. marginale e lisado de células ISE6. A maior separacdo dos dados em conjunto,
indica que as amostras dos grupos sao distintas, consideradas significantemente

diferentes quando p<0,05, rejeitando a hipdtese de igualdade de medianas.

3.7.3 Silenciamento de genes antioxidantes por RNAI

3.7.3.1 Producao de dsRNA

Primeiramente, cDNA foi sintetizado a partir de 1 yg de RNA total obtido de
células BME26 e a enzima SuperScriptlll™ (Life Technologies) (item 3.2). Para
amplificar o cDNA dos genes RmCAT, RmGPX, RmTRXR e RmOXR1, foram

utilizados os oligonucleotideos descritos na tabela 1 contendo a sequéncia
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promotora T7. Os produtos das reacdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose e purificados usando o kit GeneJet Purification (Fermentas., Sdo Paulo,
SP., Brasil) seguindo as orientagbes do fabricante. A sintese das dsRNAs foi
realizada utilizando o kit T7 Ribomax™ Express RNAi System (Promega., Madison,
WI., EUA), a partir de 950 ng de cada um dos produtos anteriormente obtidos do gel

de agarose.

3.7.3.2 Tratamento das células BME26 com dsRNAs e infec¢do com A. marginale

As células BME26 obtidas como descrito no item 3.3 foram incubadas com 1
mL de meio de cultivo contendo o equivalente a 10** moléculas de cada dsRNA. As
células foram tratadas simultaneamente com RmdsCAT, RmdsGPX e RmdsTRXR
ou individualmente com RmdsOXR1. Como controle, foi usado o gene nao
relacionado PfMSP1 (dsPfMSP1) que codifica a proteina de superficie MSP1 em P.
falciparum (Tabela 1; gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Gerhard Wunderlich do
Depto. de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade de Sédo
Paulo). Apés 24 h de incubacdo com as dsRNAs, as células foram infectadas com
um in6culo de 9 bactérias (para o triplo silenciamento) e 64 bactérias (para o

silenciamento da RmOXR1) para cada célula, como descrito no item 3.1.2.4.2.

3.7.3.3 Avaliacado do silenciamento génico e quantificacdo de A. marginale nas
células BME26 tratadas com as dsRNAs

Transcorridos trés dias, foi realizado isolamento de DNAg utilizado para a
quantificacdo de A. marginale (item 3.1.2.1) e foi realizada a extragcdo de RNA
seguida da sintese de cDNA (item 3.2). O cDNA foi utilizado para avaliar o
silenciamento génico pelo tratamento com as dsRNAs (item 3.7.3.2). A expressao
génica das células incubadas com RmdsCAT, RmdsGPX, RmdsTRXR, RmdsORX1
e RmdsPfMSP1 (controle) foi calculada como a variagdo na expressdo de cada um
dos genes em comparacdo com as células controle calibradas para a média

geomeétrica dos valores de Cq do gene RmRIBS3A (Tabela 1). A expressdo dos
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genes das células BME26 incubadas com as diferentes dsRNAs e com A. marginale

foi calculada pelo método 24“? descrito por Livak e Schmittgen (2001).

Foram feitas de cinco a dez réplicas bioldgicas e andlise estatistica for feita
pelo programa GraphPad Prism Version 6.0 usando o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney. Este test foi usado para comparar valores entre as células incubadas com
as RmdsCAT, RmdsGPX, RmdsTRXR, RmdsORX1l e RmdsPfMSP1 (controle)
infectadas por A. marginale. A maior separacao dos dados em conjunto, indica que
as amostras dos grupos sao distintas, consideradas significantemente diferentes

guando p<0,05, rejeitando a hipétese de igualdade de medianas.

3.8 Dosagem de H,0; e da atividade da CAT e GPX

Foram semeadas aproximadamente 5x10* células BME26 por poco de placas
de 24 pocos (Nunc, Thermo Scientific, Pittsburg, PE., EUA), as quais foram mantidas
sob as mesmas condi¢cdes descritas no item 3.3. Para a infecdo, foi utilizado o
in6culo de A. marginale em células ISE6 (item 3.1.2.4.2) usando 34 bactérias para
cada célula BME26. Como controle, as células foram expostas ao lisado de células
ISE6. Transcorridas 1, 6, 24 e 72 h apés a infecdo, os sobrenadantes ou as células

foram coletados para as andlises descritas nos itens 3.8.1, 3.8.2 € 3.8.3.

3.8.1 Dosagem de H,0O, em células BME26 incubadas com A. marginale

A dosagem do H,O, foi realizada a partir do protocolo modificado do fabricante
do kit Amplex Red Hydrogen Peroxide (Life Technologies., Sdo Paulo, SP., Brasil). O
meio de cultivo presente em cada poco foi descartado e a monocamada celular foi
lavada duas vezes com tampao Krebs (NaCl 145 mM, fosfato de sédio 5,7 mM, KCI
4,86 mM, CaCl, 0,54 mM, MgSO, 1,22 mM e glicose 5,5 mM, pH 7,35). Apés as
lavagens, as células foram incubadas em 100 yL de tampao Krebs contendo Amplex
e peroxidase de rabano (HRP, do inglés Horseradish peroxidase) (Life Technologies)
a uma concentracao final de 100 uM e 0,2 U/mL, respectivamente, e o0 indculo de A.
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marginale. As células foram submetidas a incubacéo por 1, 6, 24 e 72 h a 34 °C
protegidas da luz. Paralelamente, as células BME26 foram incubadas com o lisado
de células ISE6 (controle) ou com o composto pré-oxidante Menadiona (Sigma-
Aldrich) a uma concentracdo final de 125 yM (controle positivo). Transcorridos os
tempos de incubacdo, o meio de infeccdo dos pogos contendo a sonda foi
centrifugado a 10.000 x g por 2 min e o0 sobrenadante obtido foi transferido para
placas de fluorimetria Costar (Corning., Nova lorque., EUA). Os valores de H,0,
obtidos para cada amostra foram calculados a partir de uma curva padréao
previamente estabelecida (0,048 - 500 pmol) de H,0,. A fluorescéncia foi
determinada em fluorimetro Spectramax 190 (Molecular Devices., Toronto, Canada)
a uma excitacdo e emissao de 560 e 590 nm, respectivamente. O experimento de 1
e 6 h foi feito separadamente do experimento de 24 e 72 h. Foram feitas de trés a
seis réplicas bioldgicas e analise estatistica for feita pelo programa GraphPad Prism
Version 6.0 usando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Este test foi usado para
comparar valores entre as células incubadas com A. marginale, menadiona e lisado
de células ISE6 (usados como controle). A maior separacdao dos dados em conjunto,
indica que as amostras dos grupos sao distintas, consideradas significantemente
diferentes quando p<0,05, rejeitando a hipotese de igualdade de medianas.

3.8.2 Dosagem da atividade CAT intracelular em células infectadas com A.
marginale

A dosagem da atividade catalase em células BME26 infectadas com A.
marginale foi realizada a partir do protocolo modificado do fabricante do kit Amplex
Red Hydrogen Peroxide (Life Technologies). Para determinar a atividade intracelular
da catalase, foram coletadas as células infectadas ou néo (controle) usando
Tripsina/EDTA (Vitrocell). Apés o descolamento, as células foram centrifugadas a
16.000 x g por 2 min e os sedimentos foram ressuspendidos em 100 yL de tampéao
de lise (saponina 0,1%, aprotinina 80 uM, bestatina 4 mM, E-64 1,4 mM, leupeptina
2 mM e pepstatina 1,5 mM diluido em tampé&o Krebs). Do lisado, foram transferidos
25 uL para placas de fluorimetria Costar (Corning) e incubados na presenca de 40
MM de H,;O, durante 30 min. Adicionalmente, 25 pL de cada amostra foram
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incubadas com 60 mM de aminotriazol (AT) (Sigma-Aldrich) (inibidor especifico da
catalase) durante 5 min para verificar a especificidade da reac¢do. Apos a incubacéo,
foram adicionados Amplex e HRP a uma concentragéo final de 100 uM e 0,4 U/mL,
respectivamente, durante 30 min e protegido da luz. Os valores da atividade da
catalase foram calculados a partir de uma curva padrao previamente estabelecida (0
- 0,5 mU/mL de catalase). O resultado é obtido a partir da subtracdo de cada valor
da fluorescéncia proveniente dos tratamentos do valor da amostra sem catalase. A
fluorescéncia foi quantificada como descrito no item 3.8.1. Foram feitas seis réplicas
bioldgicas e analise estatistica for feita pelo programa GraphPad Prism Version 6.0
usando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney como descrito no item 3.8.1. Este
test foi usado para comparar valores entre as células incubadas com A. marginale,
lisado de células ISE6 e a combinacdo com AT como inibidor enzimético (controle).

Os dados foram significantemente diferentes quando p<0,05.

3.8.3 Dosagem da atividade GPX intracelular em células infectadas com A.
marginale

A dosagem da atividade peroxidase em células BME26 infectadas com A.
marginale foi realizada usando o mesmo protocolo para a dosagem de atividade
catalase intracelular. Os sedimentos obtidos das células infectadas ou ndo (controle)
foram ressuspendidos em 50 uL de tampao de lise e incubado com 50 pL da sonda
Amplex e H,O, a uma concentragao final de 100 uM e 2 mM, respectivamente
durante 30 min e protegido da luz. Transcorrido o tempo de incubacéo, o material
contendo a sonda Amplex foi transferido para placas de fluorimetria Costar
(Corning). Os valores de atividade de peroxidase de cada amostra foram calculados
a partir de uma curva padrdao previamente estabelecida (0 - 2 mU/mL de
peroxidase). A fluorescéncia foi quantificada como descrito no item 3.8.1 Foram
feitas seis réplicas biolégicas e andlise estatistica for feita pelo programa GraphPad
Prism Version 6.0 usando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney como descrito no
item 3.8.1. Este test foi usado para comparar valores entre as células incubadas com
A. marginale e lisado de células ISE6 (controle). Os dados foram significantemente

diferentes quando p<0,05.
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4.1 Estabelecimento da infec¢cdo de A. marginale nas células BME26

O crescimento da A. marginale nas células BME26 foi determinado ao longo de
21 dias de infeccdo. Em determinados tempos apos a infecg¢édo (0, 1, 3, 7, 14 e 21
dias) foram retiradas aliquotas da cultura celular para a quantificacdo das bactérias e
das células BME26. Observou-se que o numero de bactérias por garrafa atingiu um
valor méximo no dia 3, decaindo cerca de 4 vezes no dia 21 (Figura 4A). No entanto,
verificou-se um aumento de células infectadas ao longo dos 21 dias, atingindo 23%
de infeccao no final do experimento (Figura 4A). Na figura 4B estdo mostrados os
resultados do crescimento e o porcentual da mortalidade das células BME26. Nota-
se um crescimento exponencial até aproximadamente 14 dias, quando entédo atinge
uma fase estacionéria. O crescimento das BME26 € lento com uma taxa de
duplicacdo de 6 - 7 dias. Além disso, a quantidade de células mortas é relativamente
constante ao longo do experimento, com uma taxa de mortalidade celular inferior a
20%. Os resultados apresentados na figura 4 sugerem que as células BME26
controlam a proliferacdo de A. marginale, o que reflete na baixa taxa de mortalidade

da célula hospedeira.

Figura 4 - Cinética da infec¢do de A. marginale nas células BME26
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Para a determinacéo da cinética de crescimento, foi usado um inéculo de 1,27x10° bactérias/garrafa
proveniente de sangue de bovino infectado. (A) O crescimento da A. marginale foi avaliado por gqPCR
usando a sonda TagMan para o gene especifico de cépia Unica AMMSP5 (®) e a porcentagem de
infeccao foi determinada através da coloragdo por panoético e microscopia de luz (). (B) O nimero
das células BME26 (®) e a porcentagem de mortalidade (W) foram avaliadas por microscopia de luz
através da coloracao por azul de tripano. Os valores representam a média de duas réplicas
bioldgicas.
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ApoOs a determinacéo da cinética da infeccdo de A. marginale foram realizadas
andlises das células BME26 infectadas por microscopia confocal e microscopia
eletrbnica de transmissdo. O conhecimento dos processos iniciais da infeccdo foi
importante para definir os parametros a serem utilizados nos experimentos de
caracterizacdo do estresse oxidativo frente a infeccdo. As imagens obtidas pela
microscopia confocal das células BME26 com 1, 3, 7, 14 e 31 dias apos a infeccéo
por A. marginale GFP estdo mostradas na figura 5. Durante os primeiros trés dias de
infecgao (Figuras 5B e 5C) néo foi detectada A. marginale GFP, somente a partir do
sétimo dia de infeccdo € que foram evidenciadas células infectadas contendo
colénias de bactérias (Figura 5D, setas amarelas). A partir do décimo-quarto dia de
infeccdo observou-se uma maior quantidade de células infectadas, assim como
colénias maiores no interior das células BME26 (Figura 5E, seta amarela). A maior
taxa de infeccao foi detectada apos 31 dias de infeccéo (Figura 5F, setas amarelas).
Concluindo, observou-se um aumento no nimero de células infectadas ao longo do
experimento, de forma semelhante ao observado através da coloragdo por Panoético
(Figura 4A). No entanto, como por microscopia confocal ndo foi possivel visualizar a
etapa inicial da infeccdo, ou seja, a internalizacdo das bactérias, analisou-se as

células BME26 por microscopia eletrénica de transmissao.
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Figura 5 - Células BME26 infectadas por A. marginale GFP analisadas por
microscopia confocal

(A) Células BMEZ26 nao infectadas. Células BME26 infectadas por A. marginale GFP (setas amarelas)
apos (B) 1 dia, (C) 3 dias, (D) 7 dias, (E) 14 dias e (F) 31 dias. As células removidas das garrafas de
cultura foram aderidas em laminas de vidro através de uma centrifugacéo a 84 x g por 50 s em uma
centrifuga Citospin®. As bactérias foram identificadas por imunomarcacéao utilizando o anticorpo
monoclonal anti-GFP como anticorpo primario e anti-IgG de coelho, acoplado ao conjugado Alexa
Fluor 488 como anticorpo secundario. Os nucleos foram marcados em azul por DAPI. Barra de
escala: 10 ym.
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As imagens das células BME26 ap6s 1 h de infeccdo estdo mostradas na
figura 6. Foram observadas bactérias eletrodensas com aproximadamente 500 nm
na superficie das células BME26 (Figuras 6A-D, setas pretas). E possivel visualizar
a dupla membrana plasmatica das bactérias (Figuras 6A e 6B). Observou-se
também a formacdo de um pedestal na membrana celular que antecede a
internalizacdo das bactérias (Figura 6D). Na figura 6E esta indicado um vacuolo
contendo bactérias, provavelmente proveniente do inéculo, enquanto que nas figuras
6F e 6G observa-se bactérias dentro dos vacuolos parasitéforos proximos a
membrana das células. Na figura 6H evidencia-se uma vesicula grande contendo
material heterogéneo, provavelmente de natureza lipidica como descrito por Esteves
et al. (2008). Portanto, pelos resultados apresentados conclui-se que a
internalizacdo de A. marginale nas células BME26 ocorre na primeira hora de
infeccéo.



Figura 6 - Células BME26 infectadas por A. marginale analisadas por microscopia
eletrénica de transmisséo
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Células BME26 infectadas por A. marginale (setas) apds 1h. (A), (B), (C) e (D) Bactérias eletrodensas
na superficie da célula BME26. (E) Vacuolo repleto de bactérias. (F) e (G) Bactérias internalizadas no
vacuolo. (H) Vesicula apresentando conteldo heterogéneo. As células foram fixadas em glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de sddio 0,1 M, tratadas com tetréxido de 6smio 1% e embebidas em
resina Epon-Araldita pura. Os blocos foram seccionados em ultra-micr6tomo e contrastados em
solucao de acetato de uranila 2%. N: nlcleo. RE: reticulo endoplasmatico. MI: mitocéndria. V:
vesicula com contetdo lipidico. Barra de escala: 0,5 um (A, Be D), 1 um (C,Ee H) e 2 ym (F e G).

4.2 Perfil da expresséao de genes envolvidos na producéo e destoxificacdo de
ERO e ERN nas células BME26 desafiadas por diferentes microrganismos

Inicialmente apresentamos uma comparacao da infeccdo das células BME26
incubadas com A. marginale e R. rickettsii ao longo de 3 dias (Figura 7A). No
experimento com A. marginale, o numero de bactérias se manteve constante ao
longo da infecdo (aproximadamente de 5x10’ bactérias/garrafa). Por outro lado no
experimento com R. rickettsii, ndo foi possivel quantificar as bactérias das amostras
de 6 e 24 h, por estar abaixo do limite de deteccdo do método utilizado e apds 48 h
de infeccéo, detectou-se 2x10° bactérias/garrafa. Durante a infecdo por A. marginale
foi verificada uma baixa taxa de mortalidade das células BME26 (menor que 20%),
enquanto que na infecao por R. rickettsii atingiu cerca de 45% apds 72 h (Figura 7B).
Portanto, observa-se uma taxa de crescimento bacteriano e viabilidade das células

BME26 diferencial durante a infeccédo pelas duas riquétsias.

A modulagdo dos genes envolvidos nas diferentes vias de produgdo e
destoxificacdo das ERO e ERN foi avaliada nas células BME26 desafiadas por A.
marginale, R. rickettsii e microrganismos termo-inativados (M. luteus, E. cloacae e S.
cerevisiae) por RT- gPCR (Figura 7C). Selecionou-se para esta analise 4 genes pro-
oxidantes (Figura 7C [i]) e 12 genes antioxidantes (Figura 7C [ii]). O grupo dos genes
pro-oxidantes € composto por RmNOS (6xido nitrico sintase, catalisa a producdo de
NO’); RmEROL1 (oxidase do reticulo endoplasmatico, catalisa a formacao de pontes
de dissulfeto com a producéo de H,O,; RmDUOX (dual oxidase, catalisa a producao
de H;0O,). O grupo dos genes antioxidantes € composto por RmMnSOD -
RmCu/ZnSOD (superoxido dismutase, dismuta o anion O, a H,0,); RmCAT
(catalase, reduz H,0,); RmGPX (glutationa peroxidase, reduz H,O, na presenca de

GSH); RmPHGPX (glutationa peroxidase de hidroperoéxidos de lipideos, reduz LOOH



76

na presenca de GSH); RmGST (glutationa S-transferase, conjuga GSH a substratos
xenobidticos, RMTRX (tioredoxina, catalisa a reducdo de pontes de dissulfeto de
proteinas alvo); RmTRXR (tioredoxina redutase, catalisa a reducdo de pontes de
dissulfeto das tiorredoxinas); RmPRX (peroxirredoxina, reduz H,O,, ROOH e ONOO"

).

A maioria dos genes pro-oxidantes tiveram uma redugdo nos transcritos em
resposta a infeccdo por A. marginale, com excecédo dos transcritos de RmNOS que
foram induzidos em 6 e 72 h ap6s a infeccao (Figura 7C). No entanto, 0s genes que
codificam enzimas antioxidantes classicas como a RmMnSOD, RmCu/ZnSOD,
RmMCAT e as enzimas tiol-dependentes como a RmGPX, RmTRXR e RmPRX foram
induzidos. Um perfil similar foi encontrado para os genes que codificam as diferentes

GSTs, com excecao da RmGST2 que foi reprimida 6 h apés a infecgéo (Figura 7C).

Por outro lado, o perfil da modulacdo dos genes pro-oxidantes e antioxidantes
durante a infeccdo por R. rickettsii € relativamente diferente do obtido com A.
marginale, uma vez que detectou-se uma proporcdo maior de genes pro-oxidantes
induzidos e genes antioxidantes reprimidos. Para exemplificar, temos que em 24 h
de infecdo, a transcricdo dos genes pré-oxidantes RmDUOX1 e RmDUOX2 é maior
na presenca de R. rickettsii do que com A. marginale, enquanto que 0sS genes
antioxidantes RmMnSOD, RmCu/ZnSOD, RmCAT estéo reprimidos com R. rickettsii
e induzidos com A. marginale. Apds 72 h, a grande maioria dos genes antioxidantes
analisados no experimento com R. rickettsii foi inibida provavelmente em

decorréncia em parte pela morte das células BME26 (45%) (Figuras 7B e 7C).

Nos estimulos com microrganismos termo-inativados (M. luteus, E. cloacae e
S. cerevisiae), nota-se um aumento na expressao de todos os genes pré-oxidantes e
uma redugdo na expressao da maioria dos genes antioxidantes, uma resposta

diferente da obtida com o desafio das riquétsias (Figura 7C).

Com o intuito de comparar a modulacdo génica ocasionada pelos eritrocitos
bovinos com a da infecdo por A. marginale, utilizamos as células BME26 livres como
condicao calibradora para construir o grafico mostrado na figura 7D. Como resultado
observou-se uma inducdo dos genes pro-oxidantes pelos eritrocitos bovinos assim
como pela infecgdo por A. marginale (Figura 7D [i]). Por outro lado, os genes que

codificam enzimas antioxidantes foram inibidos pelos eritrécitos bovinos em todos
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tempos analisados (6, 24 e 72 h) e pela infeccdo por A. marginale apenas em 6 h. A
partir de 24 h, a maioria dos genes antioxidantes foi induzida por A. marginale
(Figura 7D [ii]). Portanto, nossos resultados sugerem que o0s eritrocitos bovinos
levam a um estado mais pro-oxidante e que A. marginale tende a reverter este efeito

através da estimulacdo dos genes antioxidantes (Figuras 7C e 7D).



Figura 7 - Perfil da expressédo génica das células BME26 desafiadas por diferentes microrganismos
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(A) Cinética de infeccao das riquétsias foi avaliada por qPCR usando a sonda TagMan para o gene especifico de copia Unica AmMMSP5 de A. marginale e o gene da citrato
sintase de R. rickettsii (RrGLTA). (B) Porcentagem de mortalidade das células BME26 avaliada por microscopia de luz através da coloracéo por azul de tripan.

(C, D) Perfil de expressao de genes codificadores de proteinas envolvidas nas reag@es (i) pré-oxidantes e (ii) antioxidantes das células BME26 incubadas com A. marginale,
R. rickettsii, M. luteus, E. cloacae e S. cerevisiae. A expresséo relativa dos genes foi calculada pelo método 27Aaca (Livak, Schmittgen, 2001). A analise da expressédo génica
dos experimentos de infeccdo das células BME26 por A. marginale foi realizada considerando como condicao calibradora (C) células BME26 incubadas com eritrécitos e (D)
células BME26, enquanto que (C) nos experimentos de incubacdo com R. rickettsii foram utilizados células BME26 incubadas com lisado de células BME26 e com
microrganismos termo-inativados M. luteus, E. cloacae e S. cerevisiae, células BME26. Cada célula do grafico tipo heatmap corresponde ao nivel de expresséo de um gene
em uma dada amostra (média de triplicatas bioldgicas), sendo que a intensidade da cor de verde a vermelho indica a magnitude da expressao diferencial dos genes. Os
genes analisados foram: RmNOS (Oxido nitrico sintase, GenBank [CV438673]), RmERO1 (Oxidase do reticulo endoplasmatico, GenBank [CV453012.1]), RmDUOX1 (Dual
oxidase 1, GenBank [CV442800.1]), RmDUOX2 (Dual oxidase 2, GenBank [CV449552]), RmMnSOD (Superéxido dismutase dependente de manganés, GenBank
[CV442321]), RmCu/ZnSOD (Superédxido dismutase dependente de cobre e zinco, GenBank [CK178001]), RmCAT (Catalase, GenBank [CK175079]), RmGPX (Glutationa
peroxidase, GenBank [CV440147]), RmGST1 (Glutationa-S-transferase, GenBank [CK180220]), RmGST2 (Glutationa-S-transferase, GenBank [CK191620]), RmGST3
(Glutationa-S-transferase, GenBank [CK191255]), RmGST4 (Glutationa-S-transferase, GenBank [CK178638]), RmTRX (Tiorredoxina, GenBank [CK190673]), RmMTRXR
(Tiorredoxina redutase, GenBank [CV451339]), RmPRX (Peroxirredoxina, GenBank [CK179571]).
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4.3 Perfil da expresséao de genes que estao envolvidos na producgéo e
destoxificacdo do H,O, nas células BME26

Foram quantificados os niveis de expressdo por RT-gPCR do gene pro-
oxidante RmDUOX2 e dos genes antioxidantes RmMnSOD, RmCAT e RmGPX.
Durante a primeira hora de infec¢cdo, A. marginale ndo modulou o gene RmDUOX2
(Figura 8A). Apds 6 h de infeccéo foi observada uma inducdo do transcrito do gene
RmDUOX2 em aproximadamente 20 vezes (Figura 8B). Por outro lado, o transcrito
do gene antioxidante RmMnSOD né&o foi modulado em 1 e 6 h ap6s a infecéo por A.
marginale (Figura 9A e 9B). O gene RmCAT foi reprimido em aproximadamente 1,5
vezes (Figura 9C) e ap6s 6 h nao foi modulado pela infecdo (Figura 9D). O outro
gene antioxidante analisado, RmGPX, apresentou um perfil semelhante ao gene
RmMCAT, sendo inibido em aproximadamente 6,6 vezes durante a primeira hora de
infecdo (Figura 9E) enquanto que, apés 6 h de infeccdo, observamos uma
diminuicdo de 1,2 vezes comparada com o controle (Figura 9F). A modulacdo dos
genes RmMDUOX2, RmMnSOD, RmCAT e RmGPX pela infecdo por A. marginale
apos 6 h, confirma o resultado obtido mostrado na figura 7D. Estes resultados
sugerem que A. marginale cria um ambiente pré-oxidante através do aumento no
transcrito do gene RmDUOX2 e com a reducao ou ndo modulacao dos transcritos da
RmMnSOD, RmCAT e RmGPX.
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Figura 8 - Perfil da expressdo do gene pro-oxidante RmDUOX2 nas células BME26
infectadas por A. marginale
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Figura 9 - Perfil da expressao dos genes antioxidantes RmMnSOD, RmCAT e
RmGPX nas células BME26 infectadas por A. marginale
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RmMnSOD apds (A) 1h e (B) 6h. Expressao relativa do gene RmCAT ap06s (C) 1h e (D) 6h.
Expresséo relativa do gene RmGPX apés (A) 1h e (B) 6h. A expressao relativa dos genes foi
determinada por RT-gPCR e pelo método 2““? (Livak, Schmittgen, 2001). Os valores representam a
média de sete a dez réplicas biolégicas (**p=: 0,0021; ***p= 0,0002).
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4.4 Efeito do silenciamento de genes antioxidantes na infecdo de células
BME26 por A. marginale

Uma vez observada a modulacéo de alguns genes antioxidantes das células
BME26 infectadas por A. marginale, resolvemos verificar o envolvimento dos genes
RmMCAT, RmGPX, e RmMTRXR no controle da infeccdo de A. marginale nas células
BME26. Para isso as células BME26 foram incubadas simultaneamente com dsCAT,
dsGPX e dsTRXR e infectadas com A. marginale. Foi verificado um silenciamento de
94,1% para o gene RmCAT (Figura 10A), 95,8% para o gene RmGPX (Figura 10B) e
90,6% para o gene RMTRXR (Figura 10C). O efeito do silenciamento dos trés genes
antioxidantes estd mostrado na figura 10D, onde se observa uma reducéo de A.
marginale em aproximadamente 2 vezes em relagdo ao controle (Figura 10D). Os
resultados sugerem que os genes RMCAT, RmGPX e RmMTRXR s&o importantes no

controle da infeccdo de A. marginale nas células BME26.

Uma vez que verificamos a influéncia de trés genes antioxidantes das células
BME26 no controle da infeccdo de A. marginale, resolvemos avaliar o gene OXR1
(do inglés, Oxidation Resistance 1) que regula a transcricdo dos genes GPX, CAT e
SOD em mosquitos (Jaramillo-Gutierrez et al., 2010). Inicialmente foi feita uma
analise in silico para encontrar o gene OXR1 de R. microplus. Para isso, a sequencia
do gene OXR1 de D. melanogaster (GenBank NP_652017.1) foi usada como molde
para identificar as sequéncias na banco de dados de ESTs de R. microplus. Este
banco é do transcriptoma de tecidos do carrapato baseados na plataforma Illumina,
e os resultados foram depositados no NCBI (Amostra SAMN02463641). A sequéncia
do gene foi encontrada como Oxidation Resistance protein [Rm-177604] que sera
depositada no NCBI e chamada de RmOXR1. O alinhamento das sequéncias do
gene OXR1 de diferentes espécies de artropodes estd mostrado na figura 11.
Destacamos a presenca do dominio TLDc (tem demostrado protecéo contra o dano
oxidativo) na extremidade carboxi-terminal de todos os genes. As sequéncias
usadas para fazer o alinhamento foram: mustard isoform B de D. melanogaster,
nucleolar protein c7b de A. aegypti, nucleolar protein c7c putative de |. scapularis, A.
gambiae e de R. microplus (Rm-177604) (Figura 11). O gene RmOXR1 codifica uma

proteina de 964 aminoacidos, com uma massa molecular predita de 105.232,39 Da
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e um PI tedrico de 5,22. O dominio conservado de TLDc se encontra compreendido
entre os AA 802 a 964 em R. microplus (Figura 11).

Figura 10 - Efeito do triplo silenciamento dos genes RmCAT, RmGPX e RmTRXR
nas células BME26 infectadas por A. marginale
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Células BME26 tratadas com RmdsCAT, RmdsGPX e RmdsTRXR e infectadas por A. marginale
durante 3 dias. Expresséo relativa do gene (A) RmCAT, (B) RmGPX e (C) RmTRXR. (D)
Quantificacdo de A. marginale. A expresséo relativa dos genes foi determinada por RT-gPCR e pelo
método 2*“? (Livak, Schmittgen, 2001). O niimero de bactérias foi avaliado por qPCR usando a
sonda TagMan para o gene especifico de cépia tnica AMMSP5. Como controle foi usado o gene nao
relacionado PfIMSP1 que codifica a proteina de superficie MSP1 em P. falciparum. Os valores
representam a média de cinco réplicas bioldgicas (p**= 0,0079).
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Foram desenhados os oligonucleotideos RmdsOXR1 para a sintese de dsRNA
(Tabela 1) na regido do dominio TLDc e posteriormente adicionada as células
BME26 e infectadas com A. marginale. Foi verificado um silenciamento de 37,5% do
gene RMOXR1 em relagdo ao controle (Figura 12A) e um efeito pequeno, mas
significativo na reducdo no nivel de infeccdo por A. marginale (Figura 12B).
Considerando que o gene OXR1 modula a expressédo de genes antioxidantes em A.
gambiae (Jaramillo-Gutierrez et al., 2010), resolvemos analisar a expressdo dos
genes RmMMnSOD, RmCAT e RmGPX nas células BME26 que apresentavam o gene
RmOXR1 silenciado. Verificou-se que ndo houve alteracdo da expressao dos genes
RmMnSOD (Figura 12C) e RmGPX (Figura 12E), em contraste com o aumento de
0,6 vezes no nivel de transcricdo do gene da RmCAT (Figura 12D).

Considerando a reducéo da infecdo nas células triplamente silenciadas para os
genes RmMCAT, RmGPX e RmTRXR e nas células com silenciamento individual para
0 gene RmOXR1, pode se sugerir que estejam envolvidos diretamente com resposta
oxidativa ou em processos de regulacao de vias de sinalizacdo, gerando um prejuizo

na viabilidade de A. marginale.



Figura 11 - Alinhamento das sequéncias da proteina OXR1 de diferentes espécies
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scapularis (Is, GenBank [XP_002412512.1]), A. gambiae (Ag, GenBank [XP_003435918.1]), R.
microplus [Rm: Rm-177604]. As regibes com identidade e similaridade estdo marcadas em cinza
escuro e claro, respectivamente. O dominio TLDc (do inglés, TBC LysM domain containing proteins)
esta assinalado pelo retangulo. Alinhamento obtido através do programa BioEdit.
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Figura 12 - Efeito do silenciamento do gene RmOXR1 nas células BME26
infectadas por A. marginale e na modulacdo da expressao dos genes

RmMnSOD, RmCAT e RmGPX
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Células BME26 tratadas com RmdsOXR1 e infectadas por A. marginale durante 3 dias. (A)
Expresséao relativa do gene RmOXR1. (B) Quantificacdo de A. marginale. Expresséao relativa do gene
(C) RmMnSOD, (D) RmCAT e (E) RmGPX. A expressao relativa dos genes foi determinada por RT-
gPCR e pelo método 2 (Livak, Schmittgen, 2001). O niimero de bactérias foi avaliado por gPCR
usando a sonda TagMan para o gene especifico de cépia tinica AMMSP5. Como controle foi usado o
gene nao relacionado PfIMSP1 que codifica a proteina de superficie MSP1 em P. falciparum. Os
valores representam a média de dez réplicas bioldgicas (p*= 0,0071; p***=0,0004; p****<0,0001).
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4.5 Quantificacdo da producao de H,O, e atividade da CAT e GPX em células
BME26 infectadas por A. marginale

Apos verificar a modulacdo dos genes que codificam enzimas envolvidas na
producdo e decomposicdo de H,O, em células infectadas por A. marginale, foi
analisada inicialmente a producdo de H,O,. Para isso foram infectadas as células
BME26 usando o inoculo de A. marginale proveniente de células ISE6 e como
controle, foi usado lisado de células ISE6. Paralelamente as células BME26 foram
incubadas com o composto pro-oxidante menadiona que promove a producéo de
H,O, e foi usado como controle positivo. Apos 1, 6, 24 e 72 h de incubacéo, ndo foi
vista diferenca significativa entre a quantidade de H,O, das células infectadas por A.
marginale e seu controle (Figura 13). Por outro lado, as células BME26 incubadas
com a menadiona responderam positivamente, mostrando que este composto
provoca a liberagdo de H,O, sendo detectado pela sonda Amplex Red. A dosagem
de H,O, nas células BME26 € o resultado do balanco na producéo e decomposicdo
dessa molécula. Com isto, ndo foi vista diferenca significativa nas células BME26
infectadas em relacéo ao controle, apesar da indu¢cdo do gene RmDUOX2 nas 6 h
de infeccao (Figura 8B) e da reducéo dos transcritos génicos da CAT em 1 h (Figura
9C) e da GPX em 1 e 6 h de infecdo (Figura 9E e 9F).

A atividade da CAT foi quantificada nas células BME26 incubadas por 1, 6, 24
e 72 h (Figura 14). Somente na incubacdo por 1 h, notou-se um aumento de
aproximadamente 1,2 vezes em relacdo as ceélulas incubadas com lisado celular
(Figura 14A). Em tempos de 6, 24 e 72 h de incubacao, as atividades foram iguais
entre as células infectadas e o controle (Figura 14B-D). A especificidade da reacéo
foi verificada através da incubacg&o dos sobrenadantes com aminotriazol, que & um
inibidor especifico da CAT, mostrando a reducdo da atividade enzimatica na
presenca de AT (Figura 14). A atividade de outra enzima antioxidante, GPX, foi
dosada nas células BME26 incubadas por 1, 6, 24 e 72 h (Figura 15A-D). Os
resultados mostram que néo ha diferenca significativa na atividade de GPX entre as
células infectadas e as controle, apesar da diminuicdo da expressao do transcrito do
gene RmGPX, verificada 1 e 6 h apés a infec¢cao (Figura 9E e 9F).
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Figura 13 - Dosagem de H,O, nas células BME26 infectadas por A. marginale
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As células BME26 foram incubadas com A. marginale, ou lisado de células ISE6 ou o composto pro-
oxidante menadiona por (A) 1h, (B), 6h, (C) 24h e (D) 72h. Os sobrenadantes das células BME26
apos a incubacdo foram utilizados para a dosagem de H,O, através da sonda Amplex Red. Os
valores representam a média de trés a seis réplicas biolégicas. Foi usado o teste estatistico Mann-
Whitney (****p= >0,0001).
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Figura 14 - Dosagem da atividade da CAT intracelular nas células BME26

infectadas por A. marginale
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As células BME26 foram incubadas com A. marginale, ou lisado de células ISE6 ou inibidor
aminotriazol por (A) 1h, (B), 6h, (C) 24h e (D) 72h. Os lisados das células BME26 apos a incubagéo
foram utilizados para a dosagem de atividade da CAT através da sonda Amplex Red. Os valores
representam a média de seis réplicas bioldgicas. Foi usado o teste estatistico Mann-Whitney (p*=

0,0022; p**:0,0411).
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Figura 15 - Dosagem da atividade da GPX intracelular nas células BME26
infectadas por A. marginale
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(C) 24h e (D) 72h. Os lisados das células BME26 apds a incubacgéo foram utilizados para a dosagem
de atividade de GPX através da sonda Amplex Red. Os valores representam a média de seis réplicas
biologicas. Foi usado o teste estatistico Mann-Whitney



5 DISCUSSAO
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5.1 Infeccdo das células BME26 por A. marginale

A linhagem celular BME26 foi caracterizada previamente por nosso grupo de
pesquisa (Esteves et al., 2008) pela utilizagao de microscopia eletrénica e de luz e
por técnicas moleculares. Os resultados demonstraram que as células BME26
apresentam diversas caracteristicas relacionadas ao sistema imune, como, por
exemplo, atividade de fagocitose e expressao de genes codificadores de proteinas
envolvidas em diferentes reacdes imunes, tais como ferritina, serina proteinases,
inibidor de proteases, GST, peroxidases, NADPH oxidases e PAM (microplusina e
defensina). A linhagem BMEZ26 foi estabelecida a partir de embriées do carrapato R.
microplus e contém predominantemente dois tipos celulares, os quais diferem um do
outro em tamanho e granulosidade. Em experimentos posteriores, a infeccdo e a
propagacdo de A. marginale nessa linhagem foram estabelecidas. Foram
observadas pequenas colbnias a partir do oitavo dia da adicdo do inéculo através da
coloracdo por Pandptico e observacdo das células por microscopia de luz. Um nivel
de infeccdo de 15 a 20% das células foi detectado no vigésimo dia de cultivo
(Esteves et al., 2009).

No presente estudo, a cinética de crescimento de A. marginale em células
BME26 foi reavaliada, determinando-se o porcentual de infeccdo das células por
microscopia de fluorescéncia e eletrbnica e da quantificagcdo das bactérias por
métodos moleculares. Verificou-se que o porcentual de infeccdo nas células
aumenta gradativamente ao longo do cultivo, atingindo o maximo de 23% aos 21
dias, conforme previamente descrito por Esteves et al. (2009). No entanto, o nimero
de bactérias nas células BME26 ao longo dos 21 dias de infeccdo ndo segue o
mesmo perfil do porcentual de infeccdo das células. Observou-se um aumento no
namero de bactérias ao longo dos trés primeiros dias, com uma reducao de cerca de
4 vezes aos 21 dias (Figura 4A). Além disso, verificou-se que a infeccdo por A.
marginale ndo gera um prejuizo as células, visto que essas apresentam uma baixa
taxa de mortalidade (menor que 10%) (Figura 4B). Também ndo se evidenciou
alteracdo na taxa de crescimento das células em relagcdo aquelas sem infecao
(dados nédo mostrados). Portanto, o conjunto de resultados apresentados sugere que

as ceélulas BME26 apresentam um controle sobre a infeccdo por A. marginale. Em



94

estudos realizados com A. marginale (cepa Virginia) observou-se uma variabilidade
da taxa de infe¢cdo em diferentes linhagens celulares por microscopia de luz apos a
coloracdo por Pandptico (Chavez et al., 2012). Nas células ISE6 e IDE12 (células
embrionérias derivadas de |. scapularis), as taxas de infec¢do foram superiores a
78% apods 12 dias de infeccdo, em células BME26 foi de quase 50% e em células
Vero (células epiteliais derivadas dos rins do macaco verde, Cercopithecus sp) foi
aproximadamente 30% de infecdo. A taxa maior de infeccdo das células ISE6 e
IDE12 em relacdo as BME26 pode ser explicada pelo fato de I. scapularis ndo ser o
vetor natural de A. marginale. No entanto, o nivel de infeccdo das células BME26
detectado nesse trabalho €& cerca de trés vezes maior do obtido em nosso
laboratorio (50% versus 16% em 12 a 14 dias pos-infeccdo). Esse resultado poderia
ser explicado pela diferenga de cepa de A. marginale e/ou componentes do meio de
cultivo utilizados pelos dois grupos de pesquisa. Além disso, consideramos que a
técnica de coloracdo por Pandptico apresenta uma certa imprecisdo, uma vez que
as vesiculas das células BME26 (Esteves et al, 2008) também s&o coradas por esse
corante, confundindo-se com o0s vacuolos parasitéforos que abrigam as coldnias de
A. marginale. Assim, nosso grupo de pesquisa adotou a quantificacdo das bactérias

por gPCR como protocolo de avaliagédo da infeccao.

Uma vez tendo a cinética de infeccdo da A. marginale nas células BME26 sido
estabelecida, foi necesséario conhecer o processo de invasdo dessas células pelas
bactérias. Inicialmente utilizou-se A. marginale GFP. No entanto, a microscopia de
fluorescéncia permitiu evidenciar a presenca da bactéria dentro das células somente
a partir do sétimo dia de infeccéo (Figura 5D-5F), quando as colonias estdo maiores.
A dificuldade em se detectar a fluorescéncia da GFP foi devida a intensa
autofluorescéncia das células BME26. Para suprimir essa autofluorescéncia,
alteramos o protocolo de preparacdo das células, como fixagdo com metanol e
incubacdo com azul de Evans, o que trouxe um prejuizo para visualizar as bactérias
durante os trés primeiros dias de infecdo (Figura 5B e 5C). Nos experimentos
realizados com essa linhagem recombinante, Felsheim et al. (2010) também
observaram uma intensa autofluorescéncia das células ISE6, utilizadas como células
hospedeiras. Posteriormente Noh et al. (2011), demonstraram a infeccdo de A.

marginale GFP no carrapato D. andersoni. A autofluorescéncia dos tecidos do
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carrapato pareceu ndo ser um impedimento na analise da infecdo por A. marginale
GFP, uma vez que a fluorescéncia das colonias era bem intensa, devido
provavelmente ao grande numero de bactérias presentes nas mesmas. Essa
linhagem recombinante mostrou o mesmo perfil de infecdo que o observado para a
cepa selvagem, porém apresentou um tempo de duplicacdo mais lento (Noh et al.,
2011).

Uma vez que néo foi possivel visualizar A. marginale GFP nas células BME26
em tempos menores que 7 dias, resolveu-se analisar a invasdo por microscopia
eletrbnica de transmissdo. Observou-se na primeira hora ap0s a exposicao,

bactérias aderidas na superficie celular e dentro das células (Figura 6).

Blouin e Kocan (1998) mostraram que o processo de invasao de A. marginale
nas células IDE8 € similar com observado no presente estudo para as células
BME26. As bactérias com um tamanho aproximado de 0,5 ym a 0,8 ym foram
visualizadas invadindo as células hospedeiras ou no interior do vacuolo parasitéforo,
apos 15 minutos de exposicdo aos patdgenos. Foram observadas diversas
projecdes da plasmalema engolfando as bactérias aderidas em diferentes pontos da
membrana plasmatica. Blouin e Kocan (1998) observaram também as duas formas
distintas das colbnias: a forma reticulada que se multiplica por fissdo binaria e a
forma densa ou infectante. Curiosamente, assim como foi mostrado na figura 6E,
esses autores observaram vacuolos parasitoforos extracelulares contendo vesiculas
e numerosas colénias densas de A. marginale, as quais sdo provavelmente
provenientes do inéculo. ApOs quatro dias de infecdo, os autores observaram
vacuolos parasitéforos muito préximos ao plasmalema das células IDE8, em um

processo de fusdo com a membrana celular, evitando dessa forma a lise das células.

Os resultados obtidos até aqui, comprovando a entrada de A. marginale em 1 h
apos a infecdo e o estabelecimento da bactéria em tempos posteriores nas ceélulas
BME26, nos deram suporte para avaliar os efeitos da infecdo em tempos curtos

como em tempos mais longos.
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5.2 Perfil transcriptomico de genes envolvidos na producédo e destoxificacdo
das ERO e ERN

O sequenciamento completo do genoma de diversos artropodes-vetores € um
grande avanco para o conhecimento da biologia do vetor, além de promover o uso
da gendmica funcional e gendomica reversa. O desenvolvimento das linhagens
celulares isoladas de vetores também foi de extrema importancia e facilitaram o
estudo da interacdo parasita-vetor, propiciando a identificacdo de moléculas que
medeiam a viabilidade e multiplicacdo dos patégenos. O genoma de R. microplus
ainda nao foi sequenciado e se estima um tamanho aproximado de 7,1 Giga pares
de bases (Gpb) contendo cerca do 70% em DNA repetitivo (Ullmann et al., 2005).
Apesar disso, ferramentas biolégicas estdo disponiveis para facilitar o projeto do
sequenciamento do genoma, dentre elas a criacdo de colbnias de carrapatos em
laboratorio e bases de dados de EST compiladas no NCBI. Adicionalmente, o
genoma recentemente publicado de 1. scapularis (Nuss et al.,, 2016) permitira

explorar e inferir diversas informacgdes sobre R. microplus.

Apesar de serem considerados importantes vetores de patdgenos para animais
e humanos, pouco é conhecido sobre o sistema imune de carrapatos, principalmente
sobre 0 estresse oxidativo. A grande maioria de informacédo disponivel sobre o
estresse oxidativo como resposta a invasdo de patégenos encontrada, € disponivel
para Drosophila (Ha et al., 2005) e mosquitos (Jaramillo-Gutierrez et al., 2010;
Molina-Cruz et al., 2008).

Com o objetivo de entender a resposta global de R. microplus frente a
diferentes desafios microbianos e, dessa forma, preencher a lacuna existente da
literatura, selecionamos genes relacionados com a resposta pré-oxidante e
antioxidante do estresse oxidativo. A expressao génica diferencial desses genes nas
células BME26 expostas ou ndo aos desafios microbianos foi determinada por RT-
gPCR em larga escala. Foram utilizados microrganismos que sao transmitidos por
carrapatos, sendo uma riguétsia (A. marginale) transmitida por R. microplus e outra
(R. rickettsii) transmitida por outras espécies de carrapatos (Chapman et al, 2006).
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Adicionalmente, foram utilizados os seguintes microorganismos nao patogénicos
termo-inativados: M. luteus (bactéria Gram-positiva), E. cloacae (Gram-negativa) e
S. cerevisiae (levedura). Os resultados obtidos mostraram que as células BME26
respondem de forma diferente as duas riquétsias utilizadas, as quais, por sua vez,
também apresentam perfis de infecdo diferentes. O nimero de A. marginale se
manteve constante ao longo dos trés primeiros dias de infecdo e a porcentagem de
mortalidade das células BME26 foi menor que 20%, enquanto o numero de R.
rickettsii aumentou cerca de duas ordens de grandeza em relagcdo ao indculo inicial.
A maior taxa de mortalidade das células BME26 infectadas com R. rickettsii n&o
pode ser atribuida diretamente ao indculo inicial, uma vez que o numero de A.
marginale no indculo inicial € cerca de uma ordem de grandeza maior que o de R.
rickettsii. No entanto, pode ser resultado da intensa taxa de proliferacdo desta
bactéria, utilizando para tal as reservas das células hospedeiras, ou até a fatores de
viruléncia secretados por R. rickettsii. Em relacdo a modulacéo génica, A. marginale
promoveu a formacdo de um ambiente aparentemente benéfico para sua
sobrevivéncia, inibindo os genes pro-oxidantes e induzindo os genes antioxidantes
das células BME26 (Figura 7C). Contrariamente, observou-se de uma forma geral
gue R. rickettsii provocou uma menor inibicdo dos genes pro-oxidantes e uma menor
inducdo dos genes antioxidantes (Figura 7C). Apesar de um ambiente
aparentemente mais pré-oxidante, houve um maior crescimento de R. rickettsii em
comparagcdo com A. marginale, mas com prejuizo da morte celular das células
BME26 (Figura 7A e Figura 7B). Ja foi demonstrado que genes antioxidantes de R.
rickettsii sdo induzidos quando a bactéria é exposta a ambientes oxidativos, como a
alimentacdo sanguinea (Galletti et al., 2013), o que pode justificar o seu crescimento
em células BME26. Também é plausivel supor que a modulagédo génica diferencial
seja resultado da coevolucdo de R. microplus e A. marginale, a qual pode manipular
a maquinaria da célula hospedeira em seu préprio beneficio, ativando uma resposta

antioxidante.

Em células epiteliais humanas, R. rickettsii promove o aumento na producéo de
ERO ocasionando morte celular (Rydkina et al., 2002; Silverman, Santucci, 1988).
Segundo Silverman e Santucci (1988), a morte celular deve ser devida ao aumento

da permeabilidade da membrana interna das células, fendmeno similar ao reportado
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em sistemas sofrendo peroxidacdo lipidica. Essa hipotese € reforgcada por dois
fatores: (i) o incremento de H,O, nas células infectadas, que na reagdo com o radical
0O,", permitiia 0 aumento na formacdo do radical OH" iniciando o processo de
peroxidacao lipidica; (ii) o radical OH" presente interage com o carbono de metileno
dos acidos graxos poliendicos, separando o enlace duplo e permitindo a formacgéo
de LOOH (Silverman, Santucci, 1988). Por outro lado, o NO® parece nao ter um
papel importante na linhagem celular humana na infecdo por R. rickettsii (Hong et
al., 1998).

O perfil global da transcricdo génica obtido pelo desafio com os
microrganismos termo-inativados € similar entre eles, mostrando uma inducédo dos
genes pro-oxidantes ao longo da infecdo e reprimindo levemente os genes
antioxidantes. Adicionalmente, esses resultados sugerem que a modulagdo da
resposta oxidativa na linhagem BMEZ26 nao discriminou entre os diferentes desafios
de microrganismos inativados (bactéria Gram-positiva, Gram-negativa ou levedura),
mesmo considerando os diferentes padrbes moleculares associados a patégenos
(PAMP) de cada um. De modo geral, os resultados mostrados até aqui evidenciam
uma clara diferenca no perfil de expressédo dos genes pré-oxidantes e antioxidantes

das células BME26 frente aos diferentes desafios microbianos.

O sucesso na sobrevivéncia dos animais hematdéfagos é o resultado de
mecanismos de adaptacdo desenvolvidos por eles, a fim de minimizar as
consequéncias derivadas da digestdo do heme (Graga-Souza et al., 2006; Paes et
al., 2001). A estratégia para eliminar o prejuizo causado pelo grupo heme em
artropodes hematofagos foi mostrada em Ae. aegypti. Quando o0 mosquito é
alimentado com acucar, os niveis de ERO como radical O, e H,0O, sao
significativamente maiores que em mosquitos alimentados com sangue. Foi proposto
que na presenca da hemoglobina, o mosquito ‘desliga’ a producdo de ERO no
intestino, mediante a ativagao da via PKC, para evitar a resposta oxidativa mediada
pelo grupo heme, demonstrando ser uma excelente estratégia de adaptacado que
diminui a toxicidade na digestdo da hemoglobina (Oliveira et al., 2011). Contrario ao
descrito por Oliveira et al. (2011), observou-se a inducédo dos genes pro-oxidantes e
a inibicdo dos genes antioxidantes pelo sangue bovino no periodo analisado de 72 h

nas ceélulas BME26 (Figura 7D). No entanto, a infecdo por A. marginale tende a
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reverter este efeito, através da estimulagdo dos genes antioxidantes que deve ser
fundamental para a sua sobrevivéncia (Figura 7C e Figura 7D). Outro gene pré-
oxidante, codificador da NADPH oxidase, foi avaliado por RT-gPCR em larga escala,
nao tendo sido observada a sua amplificacdo. Acreditamos que foi um problema da
reagdo do RT-gPCR, uma vez que o transcrito génico foi detectado em amostras de
R. microplus (ovos, larvas e fémeas adultas) usados como controle (Dados néo

mostrados).

A andlise da modulacao de alguns genes envolvidos na resposta ao estresse
oxidativo foi realizada utilizando-se um in6culo de A. marginale produzido em células
de carrapato (ISE6) e ndo em eritrocitos bovinos. Além disso, o numero de réplicas
biologicas foi aumentado para dez, em vez das trés amostras utilizadas na
plataforma multifluidica (Fluidigm), possibilitando fazer uma andlise estatistica mais
robusta. Os resultados obtidos confirmam aqueles mostrados na Figura 7D (A.
marginale), na qual a andlise foi feita com células BME26 livres como condi¢éo
calibradora. A infeccédo apos 6 horas, resulta na inducao do transcrito da RmDUOX2
(Figura 8B) e a ndo modulagéo dos transcritos dos genes antioxidantes RmMnSOD
(Figura 9B), RmCAT (Figura 9D) e RmGPX (Figura 9F).

Poucos estudos relatam a presenca de defesas antioxidantes como resposta a
infeccdo por A. marginale em carrapatos. Alguns trabalhos mostraram que esta
bactéria modula o gene da GST em |. scapularis (de la Fuente et al., 2007), cujo
produto proteico esta relacionado a destoxificacdo de xenobiéticos e reparo de
macromoléculas oxidadas por ERO (Sheehan et al., 2001). O trabalho de la Fuente
et al. (2007) mostrou que em células IDES8, o transcrito da GST é induzido apos a
infecdo por A. marginale. Apds confirmar a modulacdo génica, esse grupo de
investigadores observou o papel funcional desse gene em D. variabilis mediante
silenciamento génico, evidenciando uma queda no numero de A. marginale no
intestino apos a alimentacdo e nas glandulas salivares. Posteriormente, Bifano et al.
(2014) observaram que o gene GST também ¢é induzido em células BME26
infectadas por A. marginale mas seu silenciamento por RNAi ndo ocasionou
diminuicdo no nimero de bactérias no intestino, diferentemente do observado em D.
variabilis. Estas diferencas podem ser atribuidas as diferentes cepas de A. marginale

utilizadas, assim como as diferentes espécies de vetores (Bifano et al., 2014).
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Interessantemente, o padrdo de transcricdo dos quatros genes da GST nas
células BME26 infectadas por A. marginale (Figura 7C) foi similar ao observado nas
células IDES8 (de la Fuente et al. 2007). Os quatro genes analisados de R. microplus
estdo classificados como membros das classes Delta e Epsilon (RmGST1 e
RmGST2) e classe Mu de mamiferos (RmGST3 e RmGST4), de acordo com a
classificacdo proposta por Ranson et al. (2002). As classes Delta e Epsilon estéo
relacionadas com a resisténcia a inseticidas piretroides (Lumjuan et al., 2011) e
destoxificacdo do aldeido 4-hidroxinonenal, que € altamente reativo e é produto do
processo de peroxidacao lipidica (Sawicki et al., 2003). A GST caracterizada em R.
microplus esta associada a exposicao e resisténcia de acaricidas (He et al., 1999) e
possui uma homologia de no minimo 50% com a classe Mu de mamiferos e mais

divergente das GSTs de insectos (relacionada a classe Theta).

5.3 Os genes antioxidantes sdo importantes para a manutencdo da viabilidade
de A. marginale nas células BME26

O silenciamento dos genes antioxidantes RmCAT, RmGPX e RmTRXR leva a
uma diminuicdo no numero de A. marginale em células BME26 apos trés dias de
infecdo (Figura 10), mostrando a importancia dos mesmos na manutencdo da
viabilidade da bactéria. Esse mesmo fendtipo foi visto em A. aquasalis infectado com
P. vivax. A reducdo no transcrito do gene da CAT em A. aquasalis leva a um
incremento na infecdo e prevaléncia de P. vivax e adicionalmente, uma diminuigéo
na microbiota natural do intestino. A diminuicdo das bactérias comensais pode ser
devido a um incremento das ERO apds o silenciamento do gene CAT e inibi¢cdo
especifica da atividade enzimatica. Portanto, o silenciamento génico e a inibicao de
uma das enzimas mais importantes do sistema de destoxificagdo de ERO, a
catalase, estimula o desenvolvimento de P. vivax, reduz a microbiota do mosquito e
inibe a via JAK/STAT para promover o desenvolvimento do patégeno no mosquito
(Bahia et al., 2013).

Considerando as diversas enzimas antioxidantes que usam o H,O, como

substrato, sugere-se que o sistema de destoxificacdo seja redundante, existindo um
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fendmeno de compensacéo. Este fato foi comprovado em camardes por Wang et al.
(2012), mostrando que altas doses de H,0O, induzem a transcricdo génica da GPX e
CAT, confirmando que estas duas enzimas sdo importantes na eliminacado de H,0,
neste organismo. Por outro lado, a presenca de H,O, ndo modulou os niveis dos
transcritos da PRX, possivelmente pela abundancia desta proteina na célula (1-10
Mg/mg de proteina soltuvel). Quando silenciado o gene da CAT, os transcritos da
GPX e PRX foram induzidos e, da mesma forma, com o silenciamento da GPX, os
transcritos da CAT e PRX foram igualmente induzidos. Com base nesses resultados,
0s autores inferem que a expressao destes trés genes antioxidantes poderia ter um

efeito compensatério para manter a homeostasia nas células do camarao.

Em I. scapularis, foi mostrado que o sistema peroxidase/DUOX favorece a
sobrevivéncia de B. burgdorferi no intestino, evitando a ativacdo de genes
relacionados com o sistema imune (Yang et al., 2014), assim como verificado em
mosquitos (Kumar et al., 2010). Adicionalmente, em resposta ao silenciamento da
DUOX e da peroxidase, o transcrito da NOS é induzido, refletindo no aumento na

producdo de NO" e na reducédo de B. burgdorferi (Yang et al., 2014).

Outro gene envolvido na regulacdo redox, RmMOXR1, promoveu uma
diminuicdo da populagdo de A. marginale nas células BME26 apos trés dias de
infecdo, quando silenciado por RNAI (Figura 12B). Esse efeito na viabilidade do
parasita, foi recentemente demonstrado em A. gambiae e estd associado a
regulacdo de enzimas antioxidantes, resultando no aumento na producao de H,O,
no mosquito (Jaramillo-Gutierrez et al., 2010). Em mosquitos, o transcrito reduzido
do gene OXR1, leva a uma diminuicdo de oocistos de P. berghei em
aproximadamente sete vezes, como consequéncia da inibicdo dos genes da CAT e
GPX, permitindo o incremento de H,O, na hemolinfa do mosquito. Esses autores
também mostraram que o fator de transcricdo da via JNK age a montante do gene
OXR1 e que o silenciamento deste fator causa uma reducdo na expressdo dos
genes OXR1, CAT e GPX. Entretanto, observou-se inesperadamente um aumento
de oocistos de P. berguei, sugerindo que o fator de transcricdo da via JNK pode
também mediar uma resposta antiparasitaria, cujo efetor ainda é desconhecido

(Jaramillo-Gutierrez et al., 2010).
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Em contraste com os resultados obtidos por Jaramillo-Gutierrez et al. (2010),
nao se observou modulacdo negativa dos genes antioxidantes SOD, GPX e CAT
nas células BME26 infectadas por A. marginale apés o silenciamento do RmOXR1
(Figura 12C-E). No entanto, a importancia biolégica deste gene na manutencéo de
A. marginale em BME26 foi demonstrada (Figura 12A e 12B). Considerando a
similaridade dos fenotipos, sugere-se que a reducéo do transcrito do gene RmOXR1
possa ter um efeito similar ao descrito por Jaramillo-Gutierrez et al. (2010), apesar
de néo ter sido dosado H,O, nas células em que o gene RmOXRL1 foi silenciado.
Além disso, ainda ndo conhecemos a relacdo entre o gene OXR1 e a via JNK.
Assim, seria interessante investigar como ocorre a regulacdo em R. microplus. A
funcdo de protecdo do gene OXR1 também foi demonstrada em S. cerevisiae e no
homem. Volkert et al. (2000) comprovaram que em leveduras com o0 transcrito
reduzido do gene OXR1, apresentam uma maior susceptibilidade ao H,O, (cerca de
10 vezes) em comparacédo com leveduras selvagens. Posteriormente, Elliot e Volkert
(2004) corroboraram a hipétese de que esse gene esta envolvido na resposta ao
estresse especificamente por H,O,. Yang et al. (2014) também demonstraram a
modulacdo da expressdo génica da GPX2 e HEME-OXIGENASE 1 na linhagem
celular humana HelLa pelo silenciamento do gene OXR1. Da mesma forma que em
levedura, o gene OXR1 nas células HelLa € induzido apos tratamento com H;0,, e

sendo a proteina exportada ao citoplasma da célula (Elliott, Volkert, 2004).

O gene OXR1 também estd relacionado com doencas degenerativas no
sistema nervoso central de camundongos (Liu et al., 2015). Em camundongos com o
silenciamento do gene OXR1, ocorre acumulo de H,0O, , que esta relacionado com a
neurodegeneracdo e perda do controle muscular. Da mesma forma que em A.
gambiae, o silenciamento do gene OXR1 também promove a inibicdo da GPX1
(Oliver et al., 2011). Interessantemente, este grupo de investigadores concluiram
que a extremidade carboxi-terminal do dominio TLDc da proteina OXR1 é suficiente
para conferir protecdo contra o0 estresse oxidativo. Considerando este fato, a
extremidade carboxi-terminal do dominio TLDc pode reagir diretamente com o H,0,
in vitro. Esta interacdo € realizada via oxidacdo da cisteina (Cys753) do sitio ativo.
Apesar da propriedade antioxidante, a proteina OXR1 possui uma constante de

velocidade (0,82 M™*.s™) milhares de vezes menor que a de antioxidantes classicos
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como a CAT e PRX que possuem constantes superiores a 10’ M*.s™. Portanto,
apesar da funcdo antioxidante da OXR1, € provavel que a sua atividade esteja mais
relacionada com um papel de regulacdo e ndo como um ligante de H,O, (Oliver et
al., 2011).

5.4 A. marginale nédo induz a producdo de H,O, e ndo modula a atividade das
enzimas CAT e GPX na linhagem celular BME26

Através da analise de dados de expresséo génica obtidos por RT-gPCR (Figura
7C - 7D, Figura 8 e Figura 9) pode se observar que a infecgdo por A. marginale
modula a expressdo de genes pré-oxidantes e antioxidantes. Apesar disto,
observamos que A. marginale ndo induz a producdo de H,O; nas células infectadas
durante 1 h nem em tempos tardios de infeccdo. Entretanto, o estimulo com

menadiona promoveu uma abundante liberacdo de H,O, na célula (Figura 13).

O H,0, é a ERO com maior tempo de vida media (10 s) e é considerada a
mais abundante nas células, atingindo concentracdes de 107 M (Giorgio et al.,
2007). O H,0, possui um coeficiente de permeabilidade similar ao da 4gua o que faz
com que tenha a capacidade de atravessar as camadas lipidicas das células (Imlay,
2009). A concentracdo de H,O, no interior de qualquer compartimento celular
depende da taxa do influxo e/ou da formacao enddgena, e balanceada com as taxas
de decomposicao e efluxo da mesma. Adicionalmente o transito de H,O, através das
membranas parece ser tdo rapido, que o efluxo dessa molécula para 0 meio
extracelular acontece antes de que enzimas como a catalase e peroxidase possam

elimina-la (Seaver, Imlay, 2001).

Existe pouca informacdo acerca da resposta oxidativa em carrapatos frente a
infeccOes. Pereira et al. (2001) foram os primeiros a demonstrar a producao de
radical O, e H,O, em resposta a estimulos microbianos como M. luteus, zimosan e
outros estimulos conhecidamente indutores do sistema imune em hemdcitos de R.
microplus. Por outro lado, ndo foi vista a producdo de ERO em hemdcitos de R.
microplus na incubacado com LPS (Pereira et al., 2001), sendo que este PAMP de

bactérias Gram negativas esta associado a inducéo na producédo de ERO e ERN em
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fagécitos (Hsu, Wen, 2002). Recentemente, foi demonstrado que A. marginale
carece de genes que codificam componentes da via de sintese de LPS e PGN,
evitando ser reconhecida pelo sistema imune do hospedeiro, permitindo sua
viabilidade intracelular. A perda desses genes pode ter sido um evento critico
durante a evolucdo dos antecessores da familia Anaplasmataceae, sendo que
alguns dos seus descendentes, tornaram-se bactérias intracelulares obrigatérias de

células de defensa do hospedeiro (Lin, Rikihisa, 2003).

Conforme mencionada anteriormente, a CAT, a GPX e a PRX regulam a
guantidade de H,O; na célula. A atividade da CAT predomina unicamente em altas
doses de H,0O,, em contraste com a atividade da GPX (Mishra, Imlay, 2013). A
atividade da CAT foi igual nas células BME26 infectadas com A. marginale em
relacdo ao controle, a excecdo do aumento aproximado de 1,25 vezes na primeira
hora de infecdo (Figura 14). No entanto, o seu transcrito foi induzido nos
experimentos utilizando como indculo A. marginale em eritrécitos bovinos (Figura
7C), mas praticamente ndo modulado nos experimentos utilizando A. marginale em
células de carrapato (Figura 9C). Da mesma forma, a atividade da GPX foi igual nas
células BME26 infectadas (usando indculo em células de carrapato) e o controle
(Figura 15), apesar do aumento do transcrito RmGPX nos experimentos utilizando
como in6culo A. marginale em eritrocitos bovinos (Figura 7C), mas uma diminuicao
do transcrito da RmGPX em 1 e 6 h apés a infecdo, em experimentos utilizando A.
marginale em células de carrapato (Figura 9E e 9F). Mais experimentos focados na
qguantificacdo de ERO e ERN, assim como na dosagem das atividades das enzimas
pré-oxidantes e antioxidantes sdo necessarios para podermos entender melhor o

papel do estresse oxidativo no controle de patdgenos nos carrapatos.

Andlises bioquimicas acerca do estresse oxidativo durante o desenvolvimento
embrionario de R. microplus foram realizadas (Freitas et al., 2007). A atividade da
CAT e o conteudo de GSH nas fases embrionéria e larval, tem uma correlagédo
positiva com a atividade da GST. As atividades destas enzimas antioxidantes se
mantém altas por causa do estresse oxidativo no qual sdo submetidos os carrapatos
nesses estadios. Verificou-se que a atividade da GST durante a fase embrionaria
tem um aumento crescente até o momento da eclosdo. Apés a ecloséo, a atividade

da GST decai abruptamente nos primeiros cinco dias e posteriormente, a atividade
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aumenta significativamente. A diminuicdo do consumo do O, em conjunto com a alta
atividade da GST em larvas, indica uma possivel estratégia para sobreviver maior

tempo no ambiente até a larva encontrar o hospedeiro (Freitas et al., 2007).

A resposta oxidativa é o principal mecanismo usado pelas células fagociticas
para combater patdgenos invasores. Processos celulares, como a autofagia,
dependem da producdo de ERO através da atividade da NOX2 em neutrdéfilos
infectados com Salmonella typhimurium. Foi demonstrado que as ERO geradas
permitem o recrutamento da proteina de LC3 ao fagolisossomo, promovendo o
processo de autofagia (Huang et al., 2009). Em células epiteliais do peixe-zebra
(Danio rerio), o H;O, produzido funciona como sinalizador, permitindo o
recrutamento de neutrofilos para o sitio de infecdo (Niethammer et al., 2009).
Recentemente, foi demonstrada a participacdo das ERO (H,0O,) na inducao do fator
de necrose tumoral (TNF), contribuindo no controle de Mycobacterium tuberculosis.
O crescimento da bactéria é controlado em baixas quantidades de H,O,. Em
contraste, na presenca de grandes quantidades provoca necrose, resultando na
liberacdo da bactéria e favorecendo a proliferacdo extracelular (Roca,

Ramakrishnan, 2013).

Finalmente, os resultados aqui apresentados demonstraram que A. marginale
promove uma modulacdo génica diferencial e que os genes antioxidantes tém um
papel fundamental na viabilidade das bactérias. Contudo, 0os ensaios bioquimicos
realizados ndo nos permitiu evidenciar a producdo de H,0,. Além disso, as
atividades da CAT e GPX determinadas n&o correspondeu ao esperado, de acordo
com os resultados prévios de expressdo génica. Uma explicacdo para esse
resultado pode ser devido ao baixo niumero de A. marginale em células BME26, que
pode nao interferir nos ensaios mais sensiveis como é o caso do RT-gPCR.
Considerando isto, nosso grupo de pesquisa pretende analisar a producao de H,Oo,
assim como as atividades enzimaticas envolvidas na producéo e eliminacdo desta
ERO, utilizando como desafio a R. rickettsii que consegue infectar até 100% das
células BME26. Alternativamente, pode-se quantificar outras ERO e ERN, tais como
como Oy", NO*, ONOQ/, investigar a peroxidacao lipidica, determinar a quantidade
de glutationa oxidada/reduzida, que permitirdo inferir sobre a proliferacdo de

riquétsias nas células BME26.
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O conjunto de dados aqui obtidos nos permitem concluir que existe uma
modulagédo génica diferencial do sistema pro-oxidante e antioxidante nas células
BME26 frente a diferentes estimulos microbianos. Além disso, mostramos que
Anaplasma marginale invade as células BME durante a primeira hora de exposicéo,
evidenciando estruturas similares as relatadas em células provenientes de outras

espécies de carrapatos.

A modulacdo génica provocada por A. marginale sugere a formacdo de um
ambiente antioxidante, provavelmente em decorréncia a coevolu¢cdo com seu vetor
natural. A resposta provocada por R. rickettsii, estimulou um ambiente pro-oxidante
e reduzindo a inducdo de genes antioxidantes. Adicionalmente, foi obtido um perfil
similar no estimulo com os microrganismos inativados, considerando a diferenca de

componentes na parede celular de cada um possui.

A influéncia de alguns componentes do sistema antioxidante foi explorada nas
células BME26 através da técnica de RNAIi. Por esta metodologia, mostrou-se a
importéancia que alguns destes componentes tém na viabilidade de Anaplasma
marginale, sugerindo que a producdo de espécies reativas de oxigénio esteja
envolvida no controle deste patégeno. Apesar disso, hdo observou-se a producéo de
peréxido de hidrogénio nem o aumento de atividades enzimaticas antioxidantes
utilizando abordagens bioquimicas. Os resultados obtidos pelos ensaios de
silenciamento génico abriram perspectivas para outros estudos acerca da resposta
oxidativa das células BME26 frente a infe¢Bes. Além disso, pretende-se analisar a
presenca de outras moléculas como radical superéxido, oxido nitrico e peroxinitrito,
assim como processos pré-oxidantes como peroxidacéo lipidica ou determinagéo do
indice glutationa reduzida/glutationa oxidada, utilizando como desafio Rickettsia

rickettsii, que consegue infectar 100% das células BME26.

Em suma, podemos concluir que as espécies reativas de oxigénio exercem
influéncias importantes na viabilidade de Anaplasma marginale, podendo ter
implicagBes esséncias na capacidade vetorial deste importante patégeno de paises

tropicais e subtropicais do mundo.
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