LARISSA ALMEIDA MARTINS

Determinacé&o do proteoma diferencial de células de
carrapato em resposta a infeccao por Rickettsia
rickettsii, agente etioldégico da febre maculosa

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao Biologia da Relacao Patogeno-
Hospedeiro do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
para obtencdo do Titulo de Doutor em
Ciéncias.

Area de concentracéo: Biologia da Relacdo
Pat6geno-Hospedeiro

Orientadora: Profa. Dra. Andréa Cristina
Fogaca

Versao original

Sao Paulo
2018



RESUMO
MARTINS, L.A. Determinacao do proteoma diferencial de células de carrapato
em resposta a infecgdo por Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da febre
maculosa. [tese (Doutorado em Biologia da Relacdo Patdogeno Hospedeiro)]. Sédo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2018.

A febre maculosa das Montanhas Rochosas, conhecida no Brasil como febre
maculosa brasileira (FMB), é a riquetsiose mais grave que acomete o homem. A
doenca € causada por Rickettsia rickettsii, uma o-proteobactéria intracelular
obrigatéria transmitida pela picada de diferentes espécies de carrapatos. Apesar
das altas taxas de letalidade da FMB, sua profilaxia baseia-se exclusivamente na
pratica de se evitar 0 contato com o0s carrapatos vetores. Neste contexto, a
identificacdo e caracterizacdo das proteinas envolvidas nas interacbes entre R.
rickettsii e carrapatos é importante, podendo auxiliar na identificacdo de potenciais
alvos para o controle da doenca. Para isso, 0 uso de um sistema in vitro (linhagem
celular) é fundamental, pois permite que analises sejam realizadas ao longo da
infeccdo e com um maior controle das condicbes experimentais que o0s
experimentos in vivo, além de ndo envolver o uso de animais vertebrados. Assim, 0
objetivo geral desse projeto de pesquisa foi identificar o conjunto de proteinas
(proteoma) de células do carrapato Rhipicephalus microplus (linhagem BMEZ26)
infectadas ou néo por R. rickettsii. As proteinas extraidas de células BME26 em um
ponto inicial da (6 h) e na fase exponencial de crescimento bacteriano (48 h) foram
processadas e analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas in tandem (LC-MS/MS). Como controle, as proteinas extraidas de células
nao infectadas nos pontos de 6 e 48 h foram igualmente processadas e analisadas.
Um total de 1.119 proteinas foram identificadas, das quais 1.111 correspondem a
proteinas de carrapatos e apenas oito a proteinas de bactérias, as quais foram
desconsideradas das anélises subsequentes. Apds 6 h de infec¢do, 163 proteinas
de foram induzidas e 159 foram reprimidas. Em 48 h, 95 proteinas foram induzidas
e 65 foram reprimidas. Dentre as proteinas moduladas em resposta a infeccéo por
R. rickettsii, proteinas de regulacdo negativa de apoptose foram reprimidas no ponto

de 6 h e induzidas no ponto de 48 h. A apoptose é um processo de morte celular



programada, o qual é ativado por diferentes estimulos, inclusive por infeccées. Apos
o reconhecimento do estimulo, uma série de fatores sdo ativados, incluindo as
enzimas-chave do processo, denominadas caspases, culminando na morte celular.
Como o sistema imune de artropode € mais simples que o sistema imune de
vertebrados, a apoptose € um mecanismo importante de controle das infec¢des.
Dessa forma, avaliamos a fragmentacdo de DNA gendmico (DNAQ) e a exposicao
de fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica, duas caracteristicas
tipicas de células em apoptose, e a atividade de caspase 3 em células BME26
infectadas ou ndo por R. rickettsii. A fragmentacdo de DNAg foi observado apenas
nas células nao infectadas apos 96 h. Além disso, a atividade da caspase-3 foi
significativamente menor em células infectadas em relagdo ao controle. Em
contrapartida, a inibicdo da atividade da caspase-3 nao foi observada quando as
células foram estimuladas com riquétsias termo-inativadas, sugerindo que fatores
produzidos por R. rickettsii sejam necessarios para esse efeito. A exposicdo de
fosfadidilserina também foi pronunciadamente maior em células infectadas do que
em células ndo infectadas ou estimuladas com bactérias termo-inativadas. A
inibicdo quimica da apoptose com Z-DEVD-Fmk, inibidor de caspase-3, favoreceu
o crescimento de R. rickettsii em células BME26. Por outro lado, o tratamento com
estaurosporina, um ativador classico da apoptose, inibiu o crescimento bacteriano.
Em conjunto, os dados mostram que o processo de apoptose em células BME26 é
controlado por R. rickettsii, 0 que € importante para a sua proliferacdo. Esse € o
primeiro relato sobre a inibicdo da apoptose em células de carrapatos por bactérias
do género Rickettsia. Estudos futuros deveréo ser realizados para identificar as
proteinas de R. rickettsii, bem como de seus carrapatos vetores, envolvidas no
controle da apoptose, podendo auxiliar numa melhor compreensdo da interacéo

vetor-patégeno.
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ABSTRACT
MARTINS, L.A. Determination of the tick cells proteome in response to
Rickettsia rickettsii infection, the etiologic agent of spotted fever. [Ph.D thesis
(Biology of Host-Pathogen Interactions)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2018.

Rocky Mountain spotted fever, known in Brazil as Brazilian spotted fever (FMB), is
the most severe rickettsial disease that affects humas. The disease is caused by
Rickettsia rickettsii, an obligate intracellular a-proteobacterium transmitted by the
bite of different species of ticks. Despite the high rates of FMB lethality, its
prophylaxis is based exclusively on the practice of avoiding contact with the vector
ticks. In this context, the identification and characterization of the proteins involved
in the interactions between R. rickettsii and ticks is important and may help to identify
potential targets for disease control. To this end, the use of an in vitro system (cell
line) is fundamental because it allows that analyzes can be carried out throughout
the infection and with a greater control of the experimental conditions than the in vivo
experiments, besides not involving the use of vertebrate animals. Thus, the general
objective of this research project was to identify the protein (proteome) of
Rhipicephalus microplus tick cells (BME26 line) infected or not by R. rickettsii.
Proteins extracted from BME26 cells at a starting point of infection (6 h) and in the
exponential phase of bacterial growth (48 h) were processed and analyzed by liquid
chromatography coupled to in-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). As a
control, proteins extracted from uninfected cells at 6 and 48 h were also processed
and analyzed. A total of 1,119 proteins were identified, of which 1,111 corresponded
to tick proteins and only eight to bacterial proteins, which were discarded from
subsequent analyzes. After 6 h of infection, 163 proteins were upregulated and 159
were downregulated. In 48 h, 95 proteins were upregulated and 65 were
downregulated. Among the proteins modulated in response to R. rickettsii infection,
apoptosis negative regulatory proteins were downregulated at the 6 h point and
upregulated at the 48 h point. Apoptosis is a programmed cell death process, which
is activated by different stimuli, including infections. After the stimulus recognition, a
number of factors are activated, including the key enzymes of process, called



caspases, culminating in cell death. As the arthropod immune system is simpler than
the vertebrate immune system, apoptosis is an important mechanism of infection
control. Therefore, we evaluated the fragmentation of genomic DNA (DNAg) and the
phosphatidylserine exposure on the outer surface of the plasma membrane, two
typical characteristics of cells in apoptosis, as well as the activity of caspase 3, in
BMEZ26 cells infected or not by R. rickettsii. DNAg fragmentation was observed only
in uninfected cells after 96 h. In addition, caspase-3 activity was significantly lower
in infected cells than in control cells. In contrast, inhibition of the caspase-3 activity
was not observed when cells were stimulated with heat-killed rickettsiae, suggesting
that factors produced by R. rickettsii are required for such effect. Phosphedidylserine
exposure was also markedly higher in infected cells than in uninfected or in cells
stimulated with heat-killed bacteria. Chemical inhibition of apoptosis with Z-DEVD-
Fmk, a caspase-3 inhibitor, favored the growth of R. rickettsii in BME cells26. On the
other hand, staurosporin treatment, a classic activator of apoptosis, inhibited
bacterial growth. Taken together, these data show that the process of apoptosis in
BMEZ26 cells is controlled by R. rickettsii, which is important for its proliferation. This
is the first report on the inhibition of apoptosis in tick cells by bacteria of the genus
Rickettsia. Future studies should be carried out to identify the rickettsial proteins, as
well as their vector ticks, involved in the control of apoptosis, and may help to better
understand the vector-pathogen interaction.

Keywords: Tick. Rickettsia. Proteoma. Cell culture. Apoptosis.



1. INTRODUCAO

1.1.Febre maculosa das Montanhas Rochosas: aspectos gerais

A febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rock Mountain spotted fever;
RMSF), conhecida no Brasil como febre maculosa brasileira (FMB), € a mais grave
riquetsiose que acomete o homem (Dantas-Torres, 2007; Labruna, 2009). O agente
etiolégico da doenca, a bactéria Rickettsia rickettsii, estd restrita ao continente
americano, onde se encontra amplamente distribuido, com casos reportados no
Canada, Estados Unidos (Chapman et al., 2006), México (Zavala-Castro et al.,
2006), Costa Rica (Fuentes, 1986; Hun, Cortés e Taylor, 2008), Panama (Estripeaut
et al., 2007), Colombia (Hidalgo et al., 2007), Argentina (Ripoll et al., 1999; Paddock
et al., 2008) e Brasil (Angerami et al., 2006; Galvao et al., 2002; de Lemos, Rozental
e Villela, 2002).

A transmissao de R. rickettsii € dada pela picada de diferentes espécies de
carrapatos (filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida)
(Dantas-Torres, Chomel e Otranto, 2012). Nos EUA, as espécies Dermacentor
variabilis e Dermacentor andersoni sdo as principais transmissoras. No estado da
Carolina do Norte, o carrapato Amblyomma americanum também foi incriminado
como vetor, enquanto em uma regido restrita do estado do Arizona, e também no
México, Rhipicephalus sanguineus transmite a bactéria (Dantas-Torres, Chomel e
Otranto, 2012). Espécies do complexo Amblyomma cajennense (Nava et al., 2014)
sdo transmissoras na Ameérica Central e na América do Sul, incluindo o Brasil, onde
Amblyomma sculptum € o principal vetor (Labruna, 2009). Na regido metropolitana
do estado de Sao Paulo, Amblyomma aureolatum também é reconhecido como
vetor, enquanto R. sanguineus é considerado um vetor potencial (Labruna, 2009;
Dantas-Torres, Chomel e Otranto, 2012).

A bactéria R. rickettsii, que é inoculada juntamente com a saliva durante o
repasto sanguineo do carrapato, coloniza as células endoteliais dos vasos
sanguineos que irrigam diferentes 6rgados do hospedeiro. A infecgdo das células
endoteliais desencadeia vasculite, a qual pode ser fatal, principalmente quando

atinge 6rgdos como cérebro, coracao, rins e pulmdes (Walker, Valbuena e Olano,
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2003). A antibioticoterapia para o tratamento da doenca € efetiva, porém apenas
guando iniciada precocemente, ao surgimento das primeiras manifestacbes da
doenca. No entanto, tais manifestacdes, que incluem febre, cefaleia e mialgia, s&o
muito semelhantes as de enfermidades causadas por virus, tais como gripe e
dengue, ou por outras bactérias, dificultando o diagndstico clinico (Chen e Sexton,
2008; Raoult e Roux, 1997). O diagnostico laboratorial recomendado pela OMS
(Organizacao Mundial da Saude) € a imunofluorescéncia indireta (RIFI), um teste
sorolégico no qual anticorpos reagem com antigenos especificos de riquétsias. No
entanto, esses anticorpos ndao sdo detectaveis em menos de 10 a 12 dias de
infeccdo, o que também limita o diagndstico precoce da doenca (Chen e Sexton,
2008).

Em decorréncia de seu diagnéstico tardio, as taxas de letalidade da FMB séo
altas, podendo ultrapassar os 70%. A maior incidéncia da doenca ocorre na regiao
sudeste, justamente a mais populosa do pais (Ministério da Saude -
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/fevereiro/02/Casos-
confirmados-febre-maculosa.pdf). Somente no estado de Sao Paulo, 818 casos ao
longo de pelo menos 116 municipios foram confirmados laboratorialmente de 2007
a 2018, dos quais 419 evoluiram a Obito [Tabela 1; Centro de Vigilancia
Epidemiolégica (CVE) da Secretaria de Saude do Estado de S&o Paulo -
http://www.saude.sp.gov.br/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica-prof.-
alexandre-vranjac/zoonoses/febre-maculosa/dados-estatisticos].

Apesar da severidade e das altas taxas de letalidade da doencga, ainda hoje
sua profilaxia baseia-se exclusivamente na pratica de se evitar o contato com 0s
carrapatos vetores (Dantas-Torres, 2007). Nesse contexto, entender o0s
mecanismos moleculares da interacao de R. rickettsii com seus carrapatos vetores
€ importante, podendo auxiliar na identificacdo de potenciais alvos para o
desenvolvimento de estratégias tanto para o controle de carrapatos quanto para o

bloqueio da transmissao dessa bactéria.
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Tabela 1. Casos autéctones confirmados de FMB no Estado de Sdo Paulo segundo evolucéo
final e ano de inicio dos sintomas (dados de 2007 a 2018%).

2007 1 23 12 34,3 0 36
2008 2 30 16 34,8 0 48
2009 2 a4 27 38,0 0 73
2010 0 a0 26 39,4 2 62
2011 2 36 42 53,8 0 80
2012 1 31 a7 60,3 0 79
2013 2 25 34 57.6 1 62
2014 1 21 58 73,4 3 83
2015 2 36 64 64,0 1 103
2016 0 31 39 55,7 0 70
2017 4 34 36 51,4 2 76
2018 0 22 18 45,0 0 40
Total 17 373 419 52,9 9 818

Fonte: SINAN-NET
*dados provisérios até 09/08/2018

1.2.Estudos da interacdo R. rickettsii-carrapatos vetores

Embora esteja restrita as células endoteliais no hospedeiro vertebrado, R.
rickettsii infecta todos os tecidos dos seus carrapatos vetores. Primeiramente, as
bactérias, ingeridas em conjunto com a alimenta¢édo sanguinea, coloniza o intestino.
Do intestino, migra, via hemolinfa para os demais tecidos, incluindo as glandulas
salivares, das quais pode ser transmitida para outro hospedeiro vertebrado durante
um repasto sanguineo subsequente (Dantas-Torres, 2007). Como também coloniza
0s ovarios, a transmissdo de R. rickettsii pode ser transovariana, além de
transestadial (Burgdorfer e Brinton, 1975) e interestadial (Azad e Beard, 1998), de
forma que os carrapatos, além de vetores, sdo reservatorios da bactéria (Burgdorfer
e Brinton, 1975; Labruna, 2009). No entanto, as diferentes formas de transmissao
parecem nao ser suficientes para manter altas taxas de prevaléncia da bactéria nas
populacdes naturais de carrapatos, que oscilam em torno de 1,5% (Guedes et al.,
2005; Pinter e Labruna, 2006; Horta et al., 2007). Essa baixa prevaléncia de
carrapatos infectados parece estar associada a menores taxas reprodutivas e de
sobrevivéncia de linhagens infectadas (Labruna et al., 2008; Soares et al., 2012;
Niebylski, Peacock e Schwan, 1999; Burgdorfer e Brinton, 1975), sugerindo que R.

rickettsii seja patogénica também para seus vetores.
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Apesar de A. sculptum e A. aureolatum serem importantes vetores de R.
rickettsii no Brasil, essas duas espécies exibem diferencas marcantes em relacéo a
susceptibilidade a infeccdo. ApOs infeccdes experimentais em laboratério, a
prevaléncia de carrapatos A. aureolatum infectados varia de 80-100%, enquanto em
A. sculptum, oscila entre 1-10% (Labruna et al., 2008). Em um estudo posterior,
observou-se que se R. rickettsii consegue colonizar o intestino de carrapatos A.
sculptum e A. aureolatum, as glandulas salivares também séo colonizadas (Martins
et al., 2017). Ou seja, ndo foram observados carrapatos com infecgao restrita ao
intestino, sugerindo que esse 0rgao contenha fatores importantes para o controle
da infeccdo. Os transcriptomas do intestino de carrapatos infectados e néo
infectados, determinados por sequenciamento de RNA de Ultima geracdo em larga
escala (RNA-seq), mostraram que a maioria das sequéncias codificadoras (CDSs)
de A. sculptum diferencialmente expressas pela infeccéo foi induzida, enquanto as
CDSs de A. aureolatum foram majoritariamente reprimidas. Dentre as principais
classes funcionais que compreendem as CDSs reguladas diferencialmente estao
componentes do sistema imune. Assim, € muito provavel que as diferentes
respostas transcricionais do intestino dessas duas espécies de carrapatos estejam
relacionadas as suas diferencas de susceptibilidade a infeccdo (Martins et al.,
2017).

A determinacdo da expressao génica de um patdégeno durante a infeccéo do
vetor ou hospedeiro vertebrado também pode fornecer informacfes importantes
para um melhor entendimento da relacdo vetor-patdgeno-hospedeiro e, portanto,
vem sendo empregada para o estudo de uma grande diversidade de
microrganismos (La, Raoult e Renesto, 2008). Dessa forma, nosso grupo de
pesquisa determinou o perfil transcricional de R. rickettsii infectando érgaos de
fémeas adultas de A. aureolatum submetidas a uma elevacao da temperatura ou a
alimentacao sanguinea por microarranjos de oligonucleotideos (Galletti et al., 2013).
Estudos anteriores haviam sugerido que esses dois fatores fossem importantes para
a reativacao da viruléncia da bactéria em carrapatos (Gilford e Price, 1955; Spencer
e Parker, 1923), porém 0s mecanismos moleculares responsaveis por esse

fenbmeno ndo haviam sido elucidados. De maneira geral, nossos resultados
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mostraram que a aquisicdo da alimentacdo sanguinea pelo vetor modula um
namero cinco vezes maior de genes do que a elevagao da temperatura em 10°C. A
expressdo de fatores de viruléncia bacterianos foi induzida pela alimentagéo
sanguinea, dentre eles componentes do sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS).
Bactérias Gram-negativas utilizam o T4SS para conduzir efetores (DNA e proteinas)
para a célula hospedeira, onde desempenham diferentes funcdes, evitando sua
eliminacdo e garantindo a replicacdo (Alvarez-Martinez e Christie, 2009; Voth,
Broederdorf e Graham, 2012). Além dos genes codificadores de componentes do
T4SS, também foi observada a modulacdo de enzimas antioxidantes, que podem
refletir a tentativa de R. rickettsii se proteger dos efeitos de radicais livres
possivelmente produzidos no intestino dos carrapatos alimentados (Graca-Souza et
al.,, 2006). Em um trabalho subsequente, demonstrou-se que a elevacdo da
temperatura em 10°C modula um nimero maior de genes bacterianos nas glandulas
salivares, enquanto a alimentacdo sanguinea ocasiona maiores efeitos na
expressao génica de bactérias colonizando o intestino (Galletti et al., 2016). Como
o0 intestino € o primeiro sitio de replicacdo bacteriana nos carrapatos, é possivel que
os genes de R. rickettsii induzidos pela alimenta¢do sanguinea nesse 6rgao estejam
envolvidos na colonizacao do vetor. Por outro lado, a elevacdo da temperatura
parece ser importante para ativar genes da bactéria infectando as glandulas
salivares, preparando a R. rickettsii para ser transmitida para o hospedeiro
vertebrado (Galletti et al., 2016).

1.3.Cultivos celulares como modelos para estudo da relagdo patégeno-
vetor

O desenvolvimento de sistemas de cultivo de células in vitro, particularmente

de linhagens celulares continuas derivadas de tecidos de artrépodes vetores, vem
contribuindo de maneira significativa para os estudos da relacao patdégeno-vetor. As
primeiras linhagens celulares continuas de carrapatos foram estabelecidas em 1975
(Varma, Pudney e Leake, 1975). Desde entéo, os avancos na formulacédo de meios
de cultura (Munderloh e Kurtti, 1989) permitiram o isolamento e o cultivo de

linhagens celulares de diferentes espécies de carrapatos, as quais foram
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estabelecidas a partir de células embrionarias, sendo a maioria delas derivada de
espécies economicamente importantes (Bell-Sakyi et al., 2007). Além de
propiciarem a amplia¢cdo do conhecimento sobre a biologia basica desses animais,
também podem auxiliar a compreenséo das suas relagées com os patdégenos que
transmitem, bem como com seus hospedeiros. Os cultivos celulares também
correspondem a sistemas nos quais as hipoteses podem ser testadas em condi¢des
controladas, permitindo que ensaios in vitro sejam realizados antes dos ensaios
envolvendo o uso de animais (in vivo).

Muitas das linhagens de células de carrapatos ja foram utilizadas para a
propagacédo de microrganismos, incluindo os intracelulares obrigatorios (Bell-Sakyi
et al., 2007). Essas linhagens também j& foram utilizadas como modelo para
analisar a resposta de carrapatos a infeccao por diferentes patdégenos. Por exemplo,
linhagens celulares foram utilizadas para analisar os efeitos da infeccdo pela
bactéria Anaplasma marginale (de la Fuente, Blouin et al., 2007; Zivkovic et al.,
2009), agente etilégico da anaplasmose bovina, e Anaplasma phagocytophilum
(Zivkovic et al., 2009; Villar, Ayllén, Alberdi, et al., 2015), agente etioldgico da
anaplasmose granulocitica humana, sobre a expressao génica global do carrapato
Ixodes scapularis. As linhagens celulares de carrapatos ainda sao uteis para
caracterizar a funcdo de proteinas, por exemplo utilizando RNA de interferéncia
(RNAI) (de la Fuente, Kocan, et al., 2007) ou transformac¢des genéticas (Kurtti et al.,
2008).

Mais recentemente, andlises do proteoma de linhagens de carrapatos em
resposta a infeccdo por patdgenos também tém sido reportadas (Villar, Aylion,
Alberdi, et al., 2015; Weisheit et al., 2015; Grabowski et al., 2016). Analises
prote6bmicas permitem determinar se um determinado estimulo ou condic&o levam
a alteracdes nos niveis de proteinas de um sistema, além de permitirem determinar
a ocorréncia de modificagbes pos-traducionais, de produtos de splicing alternativo
e de degradacao (Boyce, Cullen e Adler, 2004). Um estudo combinando analises
transcriptbmicas, protedmicas e metabolémicas foi conduzido para determinar os
efeitos da infeccdo de A. phagocytophilum sobre células de I. scapularis (Villar,

Ayllén, Alberdi, et al.,, 2015). Foi observado que a infeccdo afeta a via de
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processamento de proteinas pelo reticulo endoplasmatico, além de alterar o
metabolismo da glicose. Um outro estudo combinando analises transcriptdmicas e
protedmicas mostrou que proteinas envolvidas com a resposta imune, tais como o
fator H, e a resposta a estresses, como, por exemplo, a calreticulina, sdo induzidas
pela infeccao de células dos carrapatos Ixodes ricinus e I. scapularis com flavivirus
(tick-borne encephalitis virus; TBEV) (Weisheit et al., 2015). Ainda, Grabowski e
colaboradores (2016) identificaram um aumento dos niveis de proteinas associadas
a traducéo de proteinas, metabolismo de aminoacidos e
dobramento/transporte/degradacdo de proteinas frente a infeccdo de células
embrionarias de |. scapularis pelo virus Langat, um flavivirus também transmitido
por carrapatos e relacionado ao TBEV.

Andlises protebmicas também tém sido utilizadas para o estudo da resposta
de 6rgaos de carrapatos a infeccdo por patdégenos (Rachinsky, Guerrero e Scoles,
2007; 2008; Weisheit et al., 2015). Rachinsky e colaboradores determinaram o0s
efeitos da infeccéo por Babesia bovis, agente etioldgico da babesiose bovina, sobre
o perfil proteico dos ovarios (Rachinsky, Guerrero e Scoles, 2007) e intestino
(Rachinsky, Guerrero e Scoles, 2008) do carrapato R. microplus. Foram observadas
diferencas pronunciadas nos niveis de proteinas de membrana ou associadas a
membranas nos ovarios de carrapatos infectados em relacdo aos nao infectados
(Rachinsky, Guerrero e Scoles, 2007). Em relacdo as proteinas diferencialmente
expressas no intestino, destacam-se componentes de citoesqueleto e actina,
fatores de apoptose, componentes do metabolismo redox e vias de sinalizagcéo
intracelular (Rachinsky, Guerrero e Scoles, 2008).

A linhagem BMEZ26, a qual é derivada de células embrionarias de R.
microplus, foi caracterizada celular e molecularmente por Esteves e colaboradores
(Esteves et al., 2008). Também ja foi demonstrado que essa linhagem é susceptivel
a propagacéao de Borrelia burgdorferi (Munderloh et al., 1993), agente etiol6gico da
doeca de Lyme, e de A. marginale (Esteves et al., 2009). Além disso, células BME26
transcrevem constitutivamente diferentes genes envolvidos nas respostas
imunoldgicas de carrapatos, como ferritina, proteinas de choque térmico, proteinas

geradoras de espécies reativas de oxigénio (EROSs), proteinas antioxidantes,
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inibidores de proteases e o0s peptideos antimicrobianos (PAMs) microplusina,
defensina e ixodidina (Esteves et al., 2008). Essa linhagem celular foi ainda utilizada
como modelo para analisar a resposta transcricional global em resposta a infecgcéo
por A. marginale (Bifano et al., 2014). Posteriormente, foi demonstrado que as vias
de sinalizacdo e de outros componentes do sistema imune sao diferencialmente
expressos em ceélulas BME26 frente a infeccdo por A. marginale e que essa
resposta € diferente daquela desencadeada frente a outros estimulos microbianos
(Rosa et al., 2016). Enquanto leveduras e bactérias induzem a expressao de grande
parte das CDSs de proteinas relacionadas ao sistema imune, A. marginale tem o
efeito oposto, reprimindo a maioria das CDSs analisadas. Esses resultaram
sugeriram que A. marginale manipule as células hospedeiras, diminuindo a
producdo de moléculas antimicrobianas, de modo a favorecer sua proliferagdo
(Rosa et al., 2016). Posteriormente, foi reportado que A. marginale também regula
o metabolismo redox de células BME26, reprimindo a expressdo de enzimas pro-
oxidantes e induzindo a expressao de enzimas antioxidantes (Kalil et al., 2017).
Além disso, o silenciamento génico de enzimas pro-oxidantes mediado por RNAI
ocasionou um aumento da proliferacdo da bactéria, demonstrando que um ambiente

intracelular antioxidante favorece a proliferacdo de A. marginale (Kalil et al., 2017).

1.4.A apoptose como um mecanismo de defesa contra patdgenos

Apoés a invasdo de um artrépode por microrganismos reacdes celulares e
humorais sdo deflagradas de modo a eliminar os invasores. Por exemplo, os
hemacitos, que sdo as células circulantes da hemolinfa, realizam a fagocitose ou
encapsulamento dos microrganismos invasores. Além disso, diversas moléculas
efetoras, tais como PAMs, sdo produzidas em diferentes tecidos do artropode,
agindo diretamente sobre diferentes microrganismos. Como o sistema imune de
artrépodes € mais simples que o sistema imune de vertebrados, ndo apresentando
a resposta imune adaptativa (Baxter, Contet e Krueger, 2017), a apoptose
desempenha um papel central na defesa de artropodes contra patdgenos, com o

papel de eliminar as células infectadas para o beneficio das demais células (Cooper
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e Mitchell-Foster, 2011; Ekert, Paul e Vaux, 1997; Lamkanfi e Dixit, 2010; Rudel,

Kepp e Kozjak-Pavlovic, 2010).

7

A apoptose é um processo fisiolégico de morte celular programada que

ocorre em organismos multicelulares, sendo essencial para o desenvolvimento, a

manutencdo da homeostase e a regulacéo da resposta imune (Ekert e Vaux, 1997;

Elmore, 2007; Zhang, Zhang e Herman, 2003). Esse processo pode ser

desencadeado por duas vias principais: a via intrinseca ou mitocondrial, na qual as

mitocondrias desempenham um papel central, e a via extrinseca ou via receptores

de morte, na qual os receptores da membrana plasmatica atuam como ponto de

partida do processo apoptético [(Ashkenazi, 2008; Derakhshan, Chen e Waes,
2017; Elmore, 2007; Lowe e Lin 2000); Figura 1].
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Figura 1. Via intrinseca e via extrinseca de ativacdo da apoptose. A apoptose pode ser ativada
pela via intrinseca (ou mitocondrial), na qual as mitocdndrias desempenham um papel central, ou
pela via extrinseca, na qual receptores da membrana plasméatica atuam como ponto de partida no
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processo. Ambas levam a ativacdo de caspases, culminando na apoptose (Ashkenazi 2008; Elmore
2007; Zhang, Zhang, e Herman 2003).
[Imagem modificada de: https://biologydictionary.net/apoptosis]

A via intrinseca envolve diversos estimulos, que podem ser sinais nao letais
(tais como a auséncia de fatores de crescimento), os quais inibem a apoptose, ou
sinais letais (por exemplo, danos no DNA), induzindo a apoptose. Os estimulos
letais causam mudancas na membrana interna da mitocéndria, ocasionando um
aumento da permeabilidade, que leva tanto a perda do potencial de membrana
guanto ao extravasamento de proteinas pré-apoptoéticas para o citosol, como, por
exemplo, citocromo ¢ e SMAC (segundo ativador de caspase derivado da
mitocondria). No citosol, o citocromo c liga-se ao Apaf-1 (fator ativador da protease
apoptotica 1) e a pré-caspase-9, formando um complexo chamado apoptossomo. O
apoptossomo, por sua vez, ativa a caspase-9, resultando na ativacdo das caspases
efetoras. O SMAC liga-se a proteina IAP (inibidor de apoptose) e impede a inibicdo
da ativacdo da caspase-9 que, consequentemente, leva a ativacdo da caspase-3.
Essa via é ainda regulada pelas proteinas da familia Bcl-2, que € composta por duas
subfamilias: as pré-apoptoticas (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim e BH3-apenas) e
as anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-x, BAG). As proteinas Bcl-2 e Bcl-x estao localizadas
na superficie citosoélica da membrana mitocondrial e blogueiam a liberacdo de
citocromo ¢ e de outras proteinas pro-apoptoticas. Dentre as proteinas pro-
apoptéticas, a BH3-apenas é a primeira a ser ativada com o sinal apoptotico, sendo
responsavel pela polimerizacdo das Bak e Bax (Ashkenazi, 2008; Elmore, 2007;
Zhang, Zhang e Herman, 2003).

A via extrinseca de sinalizacdo de apoptose, por sua vez, consiste na indugao
por fatores externos a célula e envolve receptores localizados na membrana celular.
Por exemplo, a ativacao do receptor de morte Fas (acido graxo sintetase) estimula
o recrutamento de proteinas adaptadoras intracelulares, como o FADD (Fas
associado ao dominio de morte), que, uma vez ativados, reinem as pro-caspases
iniciadoras (pré-caspase-8 ou pré-caspase-10), formando o complexo de
sinalizacdo indutor de morte (DISC). O complexo leva a ativacao das pro-caspases

iniciadoras, atraves da clivagem de seus pro-dominios e dimerizacéo. As caspases
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iniciadoras podem, entdo, ativar as caspases executoras 3 e 7. A ativacao da
caspase-8 pode ainda levar a ativacédo de BID (tBID), um membro da familia Bcl-2
pro-apoptoético que pode facilitar a liberacdo de citocromo ¢ das mitocondrias
através da dimerizacdo de Bak e Bax (Ashkenazi, 2008; Elmore, 2007; Zhang,
Zhang e Herman, 2003).

Apesar de existirem vias diferentes de ativacdo da apoptose, ambas
culminam na ativacdo de caspases, uma familia de cisteina proteases essenciais
tanto para a ativagdo quanto para a execucao da apoptose nas células (Nicholson,
1999; Thornberry e Lazebnik, 1998). As caspases séo conservadas evolutivamente
e sdo sintetizadas e mantidas intracelularmente como pré-enzimas (ou zimégenos),
sendo necesséria a clivagem do pré-dominio para a sua ativagéo (Cooper, Granville
e Lowenberger, 2009; McStay e Green, 2014; Thornberry e Lazebnik, 1998). As
caspases efetoras, tais como caspase-3 e caspase-7, sdo ativadas tanto pela via
intrinseca quanto pela via extrinseca e sua acao resulta na condensacdo da
cromatina, fragmentacdo do DNA, degradacdo de proteinas nucleares e do
citoesqueleto, reticulacdo de proteinas, formacgéo de corpos apoptoticos, expressao
de ligantes para receptores de células fagocitarias e, finalmente, captacédo por
células fagociticas e eliminacdo (Elmore, 2007). Outra caracteristica comum de
células em apoptose € a translocac¢ao da fosfatidilserina da face interna ou citosdlica
da membrana plasmatica para o lado externo das células. A exposicdo da
fosfatidilserina € um fator importante para o reconhecimento e fagocitose de células
apoptéticas (Fadok e Chimini, 2001; Segawa e Nagata, 2015).

Embora a apoptose seja uma resposta evolutivamente conservada e
amplamente estudada em mamiferos, relativamente pouco se sabe sobre os
componentes desse processo em artrépodes, sendo grande parte dos estudos
concentrada em Drosophila melanogaster (Cooper e Mitchell-Foster, 2011) e em
mosquitos (Bryant et al., 2008). Em Drosophila, a caspase Dronc &
constitutivamente ativada, ativando a caspase Drice, que, uma vez ativada, culmina
na morte celular por apoptose. Para garantir a sobrevivéncia das células, a proteina
1 de inibicdo de apoptose de Drosophila (DIAP-1) DIAP-1 interage com Dronc,

controlando sua ativade e impedindo a ativacao de Drice. A apoptose ocorre quando
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as proteinas de pro-morte RGH (Reaper, Grim, Hid, Sickle, Jafrac2) sdo expressas,
ocasionando uma perturbacdo da interacdo entre DIAP-1 e Dronc (Cooper e
Mitchell-Foster, 2011; Steller, 2008).

Nos ultimos anos, estudos realizados para a caracterizacdo de fatores
moleculares envolvidos nas interacfes entre patdgenos e artropodes vetores
detectaram que diversos componentes das vias de apoptose sdo modulados pela
infeccéo (Girard et al., 2005; Girard et al., 2007; Kelly, Moon e Bowers, 2012; Eng e
Severson, 2016; Ocampo et al., 2013; Kumar et al., 2004; Han et al., 2000; Vlachou
et al., 2004; Bartholomay et al., 2004; Hopwood et al., 2001; Ahmed e Hurd, 2006).
Por exemplo, a infec¢cdo de mosquitos Culex pipiens quinquefasciatus pelo virus do
oeste do Nilo (Girard et al., 2005; Girard et al., 2007) leva ao aumento do nimero
de células apoptoticas nas glandulas salivares. A inducdo da apoptose nas
glandulas salivares também é deflagrada pela infeccdo de mosquitos Aedes
albopictus pelo virus Sindbis (Kelly, Moon e Bowers, 2012). Além disso, a infec¢éo
viral também leva a ativacdo da apoptose no intestino de mosquitos Aedes aegypt
em resposta ao virus Dengue 2 (Denv-2), sendo que essa ativagao ocorre apenas
em uma linhagem de mosquitos que é refrataria ao virus, ndo ocorrendo em uma
linhagem susceptivel (Eng e Severson, 2016; Ocampo et al., 2013). A induc¢éo da
apoptose no intestino de mosquitos Anopheles stephensi (Han et al., 2000; Kumar
et al., 2004) e em Anopheles gambiae (Vlachou et al., 2004) também ja foi reportada
pela infeccdo por um protozoario, Plasmodium berghei. Além disso, CDSs de
proteinas envolvidas com apoptose, tais como uma caspase e isoformas da proteina
1 associada com morte (Death-associated protein; DAP-1) também foram induzidas
em hemacitos dos mosquitos Aedes aegypti e Armigeres subalbatus pela infec¢céo
simultdnea com Escherichia coli (bactéria Gram-negativa) e Micrococcus luteus
(bactéria Gram-positiva) (Bartholomay et al., 2004). Também ja foi demonstrado que
a infeccdo dos mosquitos Anopheles stephensi (Hopwood et al., 2001) e Anopheles
gambie (Ahmed e Hurd, 2006) por Plasmodium yoelii nigeriensis leva a apoptose e
reabsorcédo de foliculos germinativos nos ovarios de fémeas infectadas, impactando
negativamente o fitness reprodutivo. E provavel que a apoptose nos ovarios seja

uma tentativa do mosquito de poupar energia para combater a infeccéo.
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Como mencionado anteriormente, a apoptose é importante na defesa do
organismo contra infeccfes, uma vez que leva a eliminacdo da célula infectada,
impedindo, dessa maneira, a proliferacdo do patégeno (Ekert e Vaux, 1997;
Bergsbaken e Cookson, 2009; Zitvogel, Kepp e Kroemer, 2010; Lamkanfi e Dixit,
2010; Rudel, Kepp e Kozjak-Pavlovic, 2010). Em contrapartida, microrganismos
intracelulares usam diferentes estratégias e mecanismos para inibir a apoptose, a
fim de garantir a sua replicacdo e sobrevivéncia na célula hospedeira (Ashida et al.,
2011; Carlyon e Fikrig, 2003; Galindo et al., 2012; de la Fuente et al., 2016; Lee et
al., 2008; Lee e Goodman, 2006; Rikihisa, 2011; Rudel, Kepp e Kozjak-Pavlovic,
2010; Woldehiwet e Yavari, 2014; Ramphul et al., 2015). Em bactérias, por exemplo,
o efetor Ats-1 do T4SS de A. phagocytophilum age na mitocondria da célula
hospedeira, atrasando a apoptose (Niu et al., 2010), o que é fundamental para que
a bactéria finalize seu ciclo de vida em neutrofilos (Yoshiie et al.,, 2000; Ge e
Rikihisa, 2006). Além disso, A. phagocytophilum é capaz de manipular a apoptose
em células de carrapatos (Alberdi et al., 2016; Ayllén et al., 2013; Villar, Ayllon,
Kocan, et al., 2015; Cabezas-Cruz et al., 2016). Estudos anteriores também
demonstraram que R. rickettsii é capaz de manipular a apoptose de células
endoteliais humanas (Joshi et al., 2004; Joshi et al., 2003; Bechelli et al., 2009;
Clifton et al., 1998). Porém, ndo ha estudos correlacionando a apoptose com a
infeccdo de carrapatos por espécies do género Rickettsia, assim como a

caracterizacao destas vias é insuficiente em carrapatos.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos pelo desenvolvimento do presente projeto demonstraram
que a linhagem BME26 € susceptivel a infec¢éo por R. rickettsii. O estabelecimento
de uma linhagem celular como modelo para o estudo da interagéo carrapato-R.
rickettsii € importante, pois, conforme mencionado anteriormente, a obtencédo de
carrapatos envolve o uso de animais vertebrados. Além disso, Sdo0 necessarios
cerca de seis a 0ito meses para a obtengao do ciclo de vida completo de carrapatos
Amblyomma spp. em laboratorio.

O conjunto de dados obtidos pelo proteoma demonstraram que a bactéria R.
rickettsii foi capaz de modular a expressdo de diversas proteinas da célula
hospedeira de modo tempo-dependente, dentre as quais destacam-se proteinas
envolvidas no processo de apoptose, proteinas do complexo ubiquitina-
proteassomo e proteinas de citoesqueleto. Estudos funcionais demonstraram que
R. rickettsii € capaz de inibir a apoptose na linhagem celular BME26 e que essa
inibicdo depende da presenca de bactérias viaveis. Além disso, o crescimento
bacteriano é maior quando a apoptose € inibida quimicamente e menor quando o
processo é induzido, demonstrando que R. rickettsii seja favorecida pela inibicdo da
apoptose.

Estudos futuros deverao ser realizados para a identificacdo dos fatores das
células de carrapatos e de R. rickettsii envolvidos na ativacdo e na inibicdo do
processo apoptoético, podendo auxiliar numa melhor compreensdo da interacéo

vetor-patégeno.
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