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RESUMO

A leishmaniose € um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania que afetam homens e animais. A leishmaniose canina € uma doenca de grande
importancia na salde puablica, pois os cdes sdo o principal reservatério do parasito. A
maioria dos cées infectados vem de areas pobres, onde ha ectoparasitos, como o carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Sua presenca levantou a hipdtese de que este poderia ser um
vetor do parasito. O objetivo deste trabalho foi propor um modelo in vitro de estudo da
interacdo entre Leishmania spp. e carrapatos Ixodideos, usando a linhagem celular do
carrapato Ixodes scapularis (IDE8). Para esta analise, células IDE8 foram incubadas com
promastigotas de L. amazonensis ou L. infantum durante: 2, 24 e 48 h a 34 ° C. Resultados
mostraram que as formas promastigotas se ligam, interagem com a membrana das células
de carrapato, sdo endocitadas e permanecem dentro de um vacuolo justaposto, como
mostrado por microscopia eletronica de transmissao e varredura. O indice de associagédo
entre IDES e L. amazonensis ndo se alterou, mas entre IDE8 e L. infantum aumentou em
cerca de 7 vezes em 48h. Os ensaios de viabilidade através da atividade de LDH
mostraram que as células permanecem viaveis durante incubag¢do com os parasitas. Além
disso, L. infantum apresentou uma sobrevivéncia 13 vezes maior do que L. amazonensis
apos a interacdo com IDE8 em 48h. As células IDE8 apresentaram aumento de 2 vezes
na producdo de ROS e de 8 vezes da producdo de oxiesterol apds a interacdo com L.
infantum. Os lipideos triacilglicerol, 1,2 e 1,3 diacilglicer6is, monoacilglicerol e
colesterol esterificado, todos derivados dos acidos graxos, também apresentaram aumento
apods a interagdo. Assim, nossos dados indicam a capacidade de Leishmania spp. interagir
com ceélulas de carrapato in vitro, sobreviver a essa interacdo e modular reacdes

metabdlicas na célula hospedeira.

Palavras-chave: leishmaniose canina, células de carrapatos, Leishmania spp,
metabolismo lipidico de carrapato.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania
that affect humans and animals. Canine leishmaniasis is a disease of great public health
importance, since dogs are the main reservoir of the parasite. Most infected dogs come
from poor areas where there are ectoparasites, such as the Rhipicephalus sanguineus tick.
Its presence raised the hypothesis that this could be a vector of the parasite. The aim of
this work was to propose an in vitro model to study the interaction between Leishmania
spp. and Ixodid ticks, using the cell line from the Ixodes scapularis tick (IDES8). For this
analysis, IDE8 tick cells were incubated with L. amazonensis or L. infantum
promastigotes during: 2, 24 and 48 h at 34 ° C. The results showed that promastigotes
bind, interact with the tick cell membrane, are endocytosed, and remain within a
juxtaposed vacuole, as shown by transmission and scanning electron microscopy. The
association index between IDES8 and L. amazonensis did not change, but between IDES
and L. infantum it increased approximately 7 times up to 48 h. Viability assay through
LDH activity demonstrated that IDE8 tick cell remain viable during infection with
parasites. Furthermore, L. infantum showed a survival 13 times higher than L.
amazonensis after interaction with IDE8. IDES tick cells infected with L. infantum also
showed a 2-fold increase in ROS production and an 8-fold increase in oxysterol
production. The lipids triacylglycerol, 1,2 and 1,3 diacylglycerols, monoacylglycerol and
esterified cholesterol, derived from fatty acids, also showed an increase after the
interaction. Therefore, our data indicate that Leishmania spp. are able to interact with tick

cells in vitro, survive, and modulate metabolic reactions in tick cells.

Key words: canine leishmaniasis, tick cells, Leishmania spp, tick lipid metabolis.



1. Introducgéo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais causadas por diversas
espécies de parasitas do género Leishmania, que acometem principalmente pessoas em
situacdo de vulnerabilidade sécio econdmica. Sao transmitidos por insetos chamados
de flebotomineos, conhecido popularmente por mosquito-palha.

As leishmanioses possuem formas tegumentares e visceral, sendo essa Ultima a
forma mais grave da doenca. Além de acometer humanos, as leishmanioses tambem
séo encontradas em outros mamiferos, sendo o cdo o principal reservatorio do parasito
no ambiente urbano. Muitas vezes esses animais Sdo assintomaticos, mas tém a
capacidade de manter o parasita no meio natural durante certo tempo. Associado aos
cdes encontramos muitos outros ectoparasitos hemat6fagos, como carrapatos e pulgas,
que por sua intima e constante associagdo muitas vezes sdo considerados potenciais
vetores do parasito Leishmania. Alguns estudos vém tentando elucidar se os carrapatos
podem ser vetores bioldgicos desse parasito. Baseado nisso, o objetivo do nosso
trabalho foi propor um modelo de estudo in vitro, usando células de linhagem
embrionarias de carrapato para avaliar como elas interagem com diferentes espécies de
Leishmania. Avaliamos a capacidade de associacdo entre as células e os parasitos, a
sobrevivéncia de ambos ap6s o periodo de associacgdo, se houve algum tipo de estresse
oxidativo causado a célula hospedeira pela interacdo com o parasito e como o

metabolismo lipidico foi modulado pela presenca do parasita Leishmania.

2. Revisao de Literatura

2.1. Epidemiologia da Leishmaniose

As leishmanioses sdo um espectro de doencas negligenciadas causadas por
protozoarios parasitas do género Leishmania e transmitidas por 2 géneros de vetores
da familia Phlebotominae, os géneros Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus
(Velho Mundo). Esse conjunto de doencas afeta populagfes em condigOes de
vulnerabilidade econdmica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, tendo poucas op¢des de tratamento, com alto custo, alta desisténcia devido a
forma de administracdo (injetavel e dolorosa, requerendo internacéo), muitos efeitos

colaterais e baixa efetividade



(Soares-Bezerra, 2004). A maioria dos casos de leishmaniose sdo agravados por
condi¢Oes de desnutrigdo, deslocamento de populagdes, moradias precarias e o tipo de
resposta imune por parte dos hospedeiros. A doenca afeta hoje cerca de 12 milhdes de
pessoas, com aproximadamente 350 milhGes em constante risco de infec¢do (Okwor e
Uzonna, 2016). Além disso, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) em 2018 estimou
que cerca de 30.000 e 1 milhdo de novos casos ocorram todo ano no mundo, de
leishmaniose visceral e tegumentar, respectivamente (OPS, 2019 ;WHO?,2020).
Apesar desses dados, ainda acredita-se haver uma grande subnotificacdo devido as
dificuldades de diagnostico da leishmaniose, alguns sintomas inespecificos nos
quadros subclinicos e a presenca de assintomaticos na populagdo, muito comum em
areas endémicas (Elmahallawy et al, 2014, Burza,Croft & Boelaert, 2018). Outros
desafios também aumentam a subnotificacdo, como erros e/ou dificuldade nos
registros de pacientes infectados. Um exemplo dessa dificuldade é o caso de Bihar, na
india, onde um estudo mostrou que a subnotificacdo nesse local é oito vezes maior que
a prevaléncia real da doenca, devido ao fato que as estimativas do pais séo feitas
baseadas no numero de pacientes, que usam o sistema de salude publico, ignorando
uma parcela consideravel da populacdo que faz uso do sistema de salde privado
(Okwor e Uzonna, 2016, Singh et al, 2006).

Apesar desses nimeros alarmantes, a perspectiva é que 0s casos aumentem cada
vez mais, pois a leishmaniose também é largamente influenciada por eventos antrpicos
como desmatamento, construcdo de barragens, urbanizacdo descontrolada e guerras.
Esses fatores tém efeitos epidemioldgicos intensos sobre as populacfes de vetores,
reservatorios da doenca e no deslocamento de pessoas ndo imunes para regides
endémicas. (Wilhelm, 2019; WHO?, 2020).

Apesar de ocorrer em todos o0s continentes e em quase 100 territdrios ao redor do
mundo, o Brasil ocupa uma posicdo de destaque na epidemiologia global de
leishmaniose, sendo um pais altamente endémico para a doenca. Em 2018 o Brasil
representava 97% dos casos de leishmaniose visceral das Américas e estava entre 0s
10 paises mais endémicos do mundo para as formas visceral e cutanea da doenca.
Dessa forma, fica claro porque a leishmaniose é e deve ser considerada como um
assunto de grande preocupagdo na saude publica. 1sso levou ao ministério da saude
classificar essa doenca dentre as que possuem carater de notificacdo obrigatorio em

qualquer caso suspeito e/ou



confirmado no territorio nacional, seja a forma canina ou a forma humana da doenca

(Guia de vigilancia em Salde, 2019).

2.2. A doenca

As leishmanioses sdo causadas por cerca de 20 diferentes espécies de parasitos do
género Leishmania, sendo um parasito intracelular obrigatdrio transmitido para seus
hospedeiros pela picada de fémeas de flebotomineo, conhecido popularmente como
mosquito-palha (Burza,Croft & Boelaert, 2018). Esses insetos tém uma grande
variedade de hospedeiros mamiferos como canideos, roedores, marsupiais e o ser
humano. Dessa forma, a doenca pode ter uma transmissdo zoondtica ou
antropozoondtica (Steverding, 2017). Sdo admitidos hoje 4 subgéneros para 0 grupo:
Leishmania, Viannia, Mundinia e Sauroleishmania. Apenas o género Sauroleishmania
ndo apresenta representantes que infectam o homem. O género Mundinia foi descrito
recentemente, e apesar disso ha indicativos de que esse seria um grupo mais primitivo
do que os outros subgéneros ja conhecidos, tendo se separado de seus grupos-irmaos
antes da divisdo de Gondwana (Butenko et al, 2019). Infelizmente seus representantes
ainda ndo foram extensamente estudados. Os hospedeiros humanos identificados como
infectados por espécies desse grupo eram imunocomprometidos, indicando que talvez
ele possa se adaptar a um outro nicho de hospedeiros disponiveis. Além disso, 0
principal inseto que vem sendo discutido como vetor para esse subgénero é um diptero
do género Ceratopogonidae, o diferenciando consideravelmente dos outros subgéneros
conhecidos (Dougall et al, 2011; Seblova et al, 2015, Butenko et al, 2019)

Os subgéneros de Leishmania de maior importancia no contexto de satde publica
sdo Viannia e Leishmania, que causam sinais clinicos das leishmanioses. Esses
subgéneros se diferenciam pela regido preferencial de colonizacdo no trato digestivo
do inseto vetor; Viannia sdo parasitas chamados de peripilares, colonizam todo
intestino (anterior, médio e posterior) e Leishmania sdo parasitas suprapilares,
colonizam apenas a porgdo anterior e média do intestino. As diferentes espécies de
parasitas estdo relacionadas a distintas manifestacdes clinicas da doenca, variando a

severidade e a localizacéo das lesbes (Tabela 1).



Subgénero Espécie Novo mundo/ Manifestacgéo clinica Reservatdrio

Velho Mundo
L. amazonensis NM CL, DCL, MCL Mamifero/ Humano
L. donovani VM VL, PKDL Mamifero/ Humano
8
g L. infantum NM VL, CL Mamifero/ Humano
g L. major VM L Mamifero/ Humano
B4
m s
-~ L. mexicana NM CL, DCL Mamifero/ Humano
L.venezuelensis NM CL Mamifero/ Humano
L. braziliensis NM CL, MCL Mamifero/ Humano
8
< . ,
g L. guyanensis NM CL, MCL Mamifero/ Humano
= L. panamensis NM CL, MCL Mamifero/ Humano

Tabela 2. Relacdo de espécie / localizacdo / manifestacdo clinica das principais
espécies de Leishmania. Fonte: Modificado de Akhoundi et al, 2016.

As manifestacdes clinicas da leishmaniose humana se dividem entre tegumentares
e viscerais. As principais formas tegumentares sdo leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose cuténea disseminada, leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose
mucocutanea. A lesdo cutanea localizada aparece na pele em geral no local da picada
do inseto, e que ap6s um periodo de incubacdo, que pode variar de 2 semanas a 2 meses,
gera uma papula avermelhada e indolor, que pode aumentar ulcerar com o tempo. A
lesdo pode ter aspecto purulento e arredondado com bordas altas regulares bem
avermelhadas e o centro granuloso mais claro (Figura 1A - D). Essa ferida oferece um
ambiente propicio a colonizagdo de patdgenos secundarios, que podem aumentar a
inflamacdo local e gerar secrecOes, dor e inchaco da regido. Quando essa lesdo é
formada em locais apenas cartilaginosos, como o pavilhdo auricular, pode haver graves
danos ao tecido e até a mutilacdo do mesmo (Figura 1E e F). A LC pode curar-se
espontaneamente ou se tornar cronica.

A forma disseminada da doenca é incomum e se caracteriza por varias lesdes
papulares, semelhantes a acnes, espalhadas pelo corpo. Esta bem relacionada com
algumas espécies de Leishmania como L. braziliensis, L. panamensis, L. amazonensis,
L. guyanensis e L. mexicana. Apés a formacéo das lesdes primarias, hd a migracéo do
parasita pelo sistema circulatério e linfatico do individuo levando o parasita a se
estabelecer em regiGes mais distantes da lesdo primaria e assim se formam lesdes

em



multiplas partes do corpo (Figura 2A). A forma difusa da doenca pode ser muito dificil
de distinguir de outras doencas infecciosas, pois pode ser resultado de um tratamento
malsucedido da forma cuténea localizada, devido a acdo direta do parasita ou pode se
relacionar com algum comprometimento imunoldgico por parte do paciente, que
dificulta uma resposta adequada do hospedeiro. As lesdes aparecem de forma
espalhada por todo o corpo, formando nodulos grandes e/ou placas, possui uma
evolucdo lenta com poucas opg¢des de tratamento e frequentes recaidas (Figura 2B).
(Teixeira et al, 2013; Handler et al, 2015, Steverding, 2017; OPS, 2019).

A forma mucocutanea, ou mucosa, ocorre apenas na América Latina, e é uma
forma da doenca especialmente grave (Figura 2C - E). Pode ser causada por
tratamento inadequado ou progressao da forma cutanea de forma que o parasita alcanga
avia linfatica ou sanguinea e atinge as mucosas. Sao observados sérios danos ao tecido
oro-nasal do paciente, destruindo septo nasal, palato, columela nasal e até labios,
levando a desfiguracdo e mutilacdo facial. Além disso, pode afetar o palato mole
prejudicando a capacidade comunicativa do individuo (OPS, 2019), o que causa
muitos problemas socioecondmico e psicoldgico devido a estigmatizacdo do individuo
(Teixeiraetal, 2013; Handler et al, 2015, Steverding, 2017; OPS, 2019).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doenca, podendo levar a
morte, se o individuo infectado ndo receber tratamento adequado, principalmente
idosos e criangas. As principais espécies envolvidas com essa manifestacdo € a L.
infantum (Novo mundo) e L. donovani (Velho mundo). Essas espécies tém um alto
tropismo por 6rgaos com funcdes imunes e hematopoiéticas como figado, baco, medula
6ssea e linfonodos. O acometimento desses 6rgdos pode causar, anemia, pancitopenia
e a hepatoesplenomegalia, bem caracteristica da doenga (Teixeira et al, 2013;
Steverding, 2017). Apos o inicio dos sintomas, se o individuo néo receber tratamento
adequado, 0 mesmo pode vir a bito num prazo aproximado de 2 anos por insuficiéncia
hepatica, sangramentos, sepse bacteriana ou anemia extrema (Teixeira et al, 2013;
Wilhelm, 2019). Mesmo com tratamento, pode existir uma taxa de mortalidade de mais
de 10%, principalmente em pacientes portadores do virus HIV ou em condicgdes de
saude debilitadas (Delgado et al, 1999; Abongomera et al, 2020). Infelizmente, um
dos primeiros sinais clinicos € a febre, que pode ser intermitente ou ndo, sendo um
sintoma comum a uma infinidade de doencas infecciosas, dificultando muito o

diagndstico prematuro (Figura 3A e B).



Uma condi¢do rara no Brasil que acomete mais frequentemente pacientes
imunossuprimidos, € a leishmaniose dérmica po6s- Calazar (LDPC) (Figura 3C).
Ocorre apos o tratamento da LV, quando ha a persisténcia do patdgeno na pele e o
organismo produz uma resposta imune mediada por interferon-y contra esses parasitas.
Esta forma da doenca é caracterizada pela formacédo de papulas na pele por todo o
corpo. Ha fatores que aumentam o risco de desenvolvimento dessa forma da doenca
como tratamento incompleto e exposicéo a luz ultravioleta. A prevaléncia desses casos
na populacdo mundial é bem variavel, podendo ser de 5-10% na Asia e chegar a 50%
na Africa. Apesar de poucos pacientes manifestarem sintomas graves, que levem a
morte na LDPC, é importante lembrar que as les6es séo fontes infec¢do para os vetores
do ambiente e podem permanecer assim por muitos anos, de forma que em epidemias
intensas de leishmaniose, as pessoas ndo tratadas podem se converter em reservatorios
em meio a populacdo saudavel (Burza,Croft & Boelaert, 2018; Wilhelm, 2019).

Apesar dos graves quadros sintomatoldgicos conhecidos, uma grande parte dos
individuos infectados por Leishmania sdo assintomaticos, e podem permanecer assim
por meses ou até anos, até que haja uma condicéo de queda da imunidade, como por
exemplo em pacientes soropositivos para HIV ou transplantados. Estima-se que até
20% dos pacientes com leishmaniose sejam soropositivos, 0 que aumenta grandemente
as chances de desenvolverem as formas mais fatais da doenca, uma vez que a
modulacdo do sistema imune por parte das células T auxiliares fica gravemente
comprometido. J& os individuos transplantados podem ser infectados por meio do
préprio 6rgdo transplantado ou podem se encontrar infectados antes, porém em
laténcia. Ao fazer uso das drogas imunossupressoras para garantir o sucesso do
transplante, ha a quebra dessa laténcia e os parasitos podem se manifestar de forma

intensa no organismo (Wilhelm, 2019).



Figura 1. (A — D) Evolugéo de uma lesdo de LC durante aproximadamente 6 meses.
(E) Leséo de LC e (F) Deformidade no pavilhdo auricular com uma lesdo de LC. Fonte:
Burza,Croft & Boelaert, 2018 e OPS, Manual de procedimientos para vigilancia y control
de las Leishmaniasis en las Américas, 2019.




Figura 2. (A) Lesdes multiplas de leishmaniose cutanea disseminada; (B) Lesdes
multiplas e placas crostosas de leishmaniose difusa; (C - E) Lesbes graves na mucosa oro-
nasal de leishmaniose mucosa/mucocutanea. Fonte: Burza,Croft & Boelaert, 2018 e OPS,
Manual de procedimientos para vigilancia y control de las Leishmaniasis en las Américas,
20109.




Figura 3. (A e B) Hepatoesplenomegalia em 2 pacientes com leishmaniose visceral,
(C) Lesdo de LDPC. Fonte: Burza,Croft & Boelaert, 2018 e OPS, Manual de
procedimientos para vigilancia y control de las Leishmaniasis en las Américas, 2019.

2.3. O ciclo de vida de Leishmania no vetor
O parasita Leishmania apresenta 2 formas evolutivas: promastigotas e
amastigota (Figura 4). A forma promastigota ocorre no inseto vetor, flebotomineo, e
sofre varias diferenciacdes ao longo de todo o trato digestivo do vetor. Ja a forma
amastigota é a forma presente no hospedeiro mamifero, intracelular obrigatoria, e se
multiplica dentro do vaclolo parasitéforo de células do sistema fagocitico

mononuclear.




Vacuolo
parasitoforo

Amastigota

Macrofago

Corpo celular

Figura 4. Micrografia das formas (A) promastigotas e (B) amastigota observada no
microscopio eletrdnico de varredura. Fonte: Teixeira et al, 2013

Ao fazer a refeicdo sanguinea, o flebotomineo adquire o sangue contendo as
formas amastigotas presentes no hospedeiro mamifero, que rapidamente se
diferenciam nas primeiras formas promastigotas no vetor, denominadas promastigotas
prociclicas. Essa diferenciacdo ocorre nas primeiras 24 — 48h no intestino posterior
separadas do epitélio intestinal por uma barreira chamada matriz peritrofica tipo I. Essa
forma corresponde a primeira fase de multiplicacdo no interior do vetor e tem por
caracteristica seu pequeno flagelo e relativa resisténcia as enzimas digestivas. Apesar
de muitas morrerem no processo, ha uma parcela que resiste e se multiplica
sucessivamente. Apds isso, essas formas se diferenciam e ddo origem ao promastigota
nectomona, que tem tamanho maior que a forma prociclica e tem a capacidade de
evadir a membrana peritréfica e se aderir ao epitélio intestinal pelo flagelo, presente na
porc¢do anterior do corpo celular. Apds essa diferenciacdo, ocorre outra subsequente
originando a forma leptomona. Sua principal funcdo é a replicacdo massiva e 0
aumento consideravel no numero de parasitas. Essa forma sofre um processo posterior
de metaciclogénese, formando promastigotas metaciclicos, infectivas, que se
acumulam proximo a valvula estomodeal e podem ser transmitidas aos hospedeiros
mamiferos. As leptomonas também secretam um gel (PSG
— do inglés “promastigote secretory gel”), que envolvem os parasitas proximos a
valvula aumentando a obstrucdo da faringe do inseto (Bates, 2007). Existe também
uma forma chamada haptomona que se adere firmemente a valvula estomodeal,
causando grande obstrucdo. Ainda ndo se tem certeza de qual seria a sua forma

precursora — nectomona ou
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leptomona. Esses varios mecanismos de obstrucdo da probdscide do inseto séo
importantes na transmisséo do parasita. No momento da picada, o excesso de parasitas
associada a proboscide impede o movimento de sucgdo do sangue, sendo necessario
que o inseto regurgite aquela massa parasitaria no hospedeiro para liberar sua faringe.
Além disso, os flebotomineos sdo organismos telmofagicos, ou seja, rompem o tecido
e vasos adjacentes formando pequenas “pocas de sangue”, onde fazem sua refeicao
sanguinea. Essa forma de alimentacdo causa grande irritagdo no local e, por
consequéncia, um maior recrutamento de célula e mediadores de resposta imune do
hospedeiro. Essas duas caracteristicas combinadas sdo muito favordveis a uma
infeccdo bem-sucedida (Langley,1976; Bouchet e Lavaud, 1999).

Recentemente foi descrita uma nova forma de promastigota, denominada
retroleptomona, que corresponde a um metaciclico que se desdiferencia e volta ao
estado de leptomona, onde se multiplica intensamente e posteriormente se diferencia
novamente em metaciclicos. Isso ocorre a cada ciclo de alimentagdo sanguinea, o que
promove um aumento de parasitas no interior do vetor e consequentemente de indculo
no hospedeiro vertebrado durante a picada. O ciclo de diferenciacdo da Leishmania
dentro do hospedeiro invertebrado esta descrito na Figura 5 (Serafim et al, 2017,
Teixeira et al2013; Kamhawi, 2006).
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Figura5. Ciclo de vida de Leishmania dentro do vetor flebotomineo com suas respectivas

fases de diferenciagdo, exceto retroleptomonas. Fonte: Serafim et al, 2017.
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2.4. Ciclo de vida de Leishmania no hospedeiro mamifero

Ao serem regurgitadas no hospedeiro mamifero, as formas promastigotas
metaciclicas encontram uma série de barreiras fisicas e imunolodgicas. Mediadores
ligados ao parasito como: PSG, exossomas e moléculas de superficie, além da saliva
do vetor, que possui atividade anti-hemostatica e antinflamatoria, sensibilizam o
hospedeiro e ativam o recrutamento de células do sistema imune de mamiferos, em
especial macrofagos e neutrofilos (Atayde et al, 2016; Mondragon-Shem et al, 2020).
Apds o contato inicial, os parasitos sdo fagocitados por macréfagos e se mantém dentro
do vacuolo parasitoforo, onde se diferenciam em amastigotas e se multiplicam. Essa
multiplicacdo ocorre até que o vactolo contendo os parasitas se expanda e ocupe boa
parte do citoplasma da célula, causando o rompimento da mesma. Dessa forma ha a
liberacdo de parasitas no meio extracelular, que podem infectar novas células,

estabelecendo a infeccdo no hospedeiro (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo de vida de Leishmania completo. Durante a refeicdo sanguinea
(1), os insetos flebotomineos infectados regurgitam sangue, transmitindo e liberando
0s promastigotas metaciclicos (2) que néo se replicam, mas sdo altamente infecciosos,
no hospedeiro mamifero. Os parasitos sao fagocitados por macréfagos e neutréfilos (3).
Nos macrdfagos, os parasitas se diferenciam em amastigotas infectantes (4), que se
multiplicam por fissdo binéaria (5), ap6s a saida da ruptura células e infectar outras
células vizinhas (6). Para espécies de Leishmania que causam a forma visceral da
doenca, diferentes 6rgdaos podem ser alcangados, como figado ou baco (7), onde os
parasitas se replicardo e estabelecerdo a infeccdo (8). Quando um flebotomineo se
alimenta de sangue de um hospedeiro mamifero infectado (9), células circundantes
contendo amastigotas ou amastigotas livres liberadas serdo ingeridas. Quando dentro
do intestino do inseto (10), os parasitos irdo se diferenciar novamente em
promastigotas pré-ciclicos no intestino posterior (11), que se multiplicardo e migrardo
(12) para o intestino médio anterior (valvula estomodeal) do inseto (13) onde eles se
diferenciardo em formas infecciosas metaciclicas. Esse processo se chama
metaciclogénese. Promastigotas metaciclicos que ndo sdo regurgitados durante a
refeicdo de sangue sofrem desdiferenciagcdo em promastigotas retroleptomonas, se
tornando multiplicativos novamente dentro do vetor, aumentando a quantidade de
parasitos haptomonas anexados ao intestino médio anterior do flebotomineo,
aumentando por consequéncia 0 numero de parasitos metaciclicos (14). Fonte: Silva et
al..2020 _ Maodificado e fraduzido
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2.5. Moléculas biol6gicas importantes na interacédo parasita x hospedeiro:
Os lipideos.

Por definicdo, parasita € um organismo que se utiliza de componentes do seu
hospedeiro para sobreviver e/ou reproduzir. A Leishmania, assim como outros
hemoparasitos, precisam em ao menos um estagio de sua vida de nutricdo por
componentes do sangue. Moléculas biolégicas como carboidratos, proteinas e lipideos
sdo usadas como fonte de energia e ajudam na manutencdo do metabolismo desses
parasitos.

Lipideos constituem um grupo de compostos que tem em comum a insolubilidade
em agua. Possuem func@es bioldgicas diversas, assim como sua quimica. Geralmente,
séo utilizados para armazenamento de energia na maioria dos organismos. Apresentam
também funcbes estruturais em membranas bioldgicas, precursor de hormonios,
mensageiros intracelulares, co-fatores de enzimas, agentes emulsificantes, dentre
outras funcbes (Voet e Voet, 2006; Nelson e Cox, 2008). Como exemplo, temos 0s
triacilglicerois (TAG) que sdo a principal forma de armazenamento de energia em
muitos organismos; fosfolipideos (FL) e esterois sdo 0s principais elementos
estruturais das membranas bioldgicas; o colesterol, além de um componente vital das
membranas celulares, € um precursor dos hormonios esteroides e sais biliares; e 0 acido
araquidénico é o precursor das prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos,
leucotrienos e lipoxinas, que sdo potentes mediadores intracelulares capazes de
controlar varios processos complexos. Essas variadas func@es bioldgicas fazem com
que os lipideos sejam importantes alvos de estudo (Igbal e Hussain, 2009).

Lipideos fornecem o meio no qual as proteinas integrais de membrana (aquelas
nas quais os dominios transmembrana abrangem a bicamada) estdo dispersas.
Proteinas periféricas também interagem com a superficie da membrana e sdo
encontradas parcialmente inseridas na bicamada lipidica. Estas proteinas anfitropicas
séo encontradas nos compartimentos aquosos da célula e interagem com a superficie
de membrana de modo reversivel. A bicamada lipidica fornece um rico e variado
ambiente para as proteinas que incluem um interior altamente hidrofobico delimitado
pela regido hidrofilica em contato intimo com a superficie da membrana. Cada classe
de lipideos é constituida de um amplo espectro de variantes quimicos e estruturais que
em conjunto determinam a fluidez da membrana, permeabilidade e carga superficial.

Em artropodes, lipideos sdo usados como substratos para reproducdo,
embriogénese, metamorfose e voo. Além disso, sdo usados como meio de

comunicacéo (feromonios),
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regulacdo de diversos processos fisiologicos (hormonios), protecdo em ambientes
extremamente secos (cuticulas lipidicas) e como constituintes celulares (membranas)
(Gilbert e Haruo Chino, 1974).
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Figura 7. Estrutura de moléculas de triacilglicerol, colesterol e acidos graxos. Fonte:
Juliana Dias, www.todamateria.com.br.
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2.6. Reservatorios e a Zoonose

Reservatorios sdo individuos, que tem a capacidade de manter o parasita no meio
natural durante certo tempo e espaco. Sdo conhecidos como sentinelas para a
populacdo humana, pois em geral, as infeccdes nos animais antecedem 0s casos
humanos. Eles podem ser “reservatorios de manutencdo”, caso apenas mantenham a
populacdo de parasitas circulantes, ou podem ser “reservatoérios amplificadores”, caso
além de manter os parasitas circulantes na natureza, permitam um incremento na
populacdo dos mesmos favorecendo assim as infeccdes. Esses 2 papéis podem ser
alternados por uma mesma espécie em determinado tempo/espaco (Alencar, 1959;
Roque e Jansen, 2014).

O parasito Leishmania ja foi encontrado em diversas espécies de mamiferos
domeésticos como: cdes, gatos, vacas, cabras, coelhos e equinos e selvagens, como:
raposa, gambas, rato selvagem, lebres, bufalos e cangurus vermelhos, o que demonstra
uma grande heterogeneidade genética e plasticidade na sua adaptacdo a biologia de
varios animais (Mhadhbi e Sassi, 2020 ). Por esse motivo, os ciclos de transmissao que
envolvem Leishmania spp sdo bem complexos e variam de acordo com as regides, em
especial quando falamos de ciclos silvestres. Assim, visto essa grande capacidade de
infeccdo de diferentes espécies, Roque e Jansen, 2014 discutem até mesmo a
adequacdo do termo “tropismo” para esse grupo de parasitas.

“Assim, desafiamos o conceito classico de tropismo de tecidos das
espécies de Leishmania. Este termo vem do grego “tropos”, um
movimento em uma dire¢do particular em resposta a um estimulo externo.
Em Leishmania spp., entretanto, as células do sistema fagocitico
mononuclear representam o nicho preferencial. Em termos ecoldgicos, 0s
tecidos onde as espécies de Leishmania sdo encontradas representam
nichos mais favoraveis para o estabelecimento permanente, que podem
variar entre 0s hospedeiros mamiferos; a infeccdo preferencial ndo é o
resultado de um tropismo por um determinado tecido.”

A maioria dos reservatérios sugeridos para Leishmania spp sdo baseadas em
achados moleculares de infec¢Ges naturais, porém sé essa informacao néo é suficiente
para estruturar que tal espécie tenha importancia epidemioldgica na manutencéo da
populacdo de parasitas. Para que uma espécie seja considerada um reservatorio ha
varios parametros levados em consideragdo como espeécie e coinfecgdes no hospedeiro,
habitos de vida, nicho, tempo de multiplicacdo do parasita e ciclo de vida, via de
exposicao e intensidade da mesma, entre outros. Assim, para que uma espécie seja um

bom
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reservatorio é necessario que todos esses fatores se combinem juntos e a0 mesmo
tempo. Por outro lado, essa combinacgdo pode variar de acordo com as mudangas no
meio e tornar outras espécies mais aptas a transmitir o patdégeno (Roque e Jansen,
2014).

Apesar das questdes supracitadas, de forma geral, uma espécie é aceita como
reservatério quando combina um xenodiagnéstico e a cultura de tecidos positivas
mostra uma potencial biodisponibilidade de parasitas ao vetor. Para a leishmaniose,
algumas dessas espécies sdo: do género Didelphis, das ordens Pilosa, Cingulata,
Rodentia, Chiroptera e Primata. Entretanto, até hoje o0s reservatorios mais
significativos sdo os da ordem Carnivora: os canideos, e mais recentemente, 0s gatos
domésticos (Felis catus). (Rogue e Jansen, 2014; Santos e Oliveira, 2019)

Os gatos tém sido uma escolha muito comum para tutores da atualidade, devido a
um conjunto de fatores, entre eles praticidade e necessidade de menos espago
disponivel ao animal. A leishmaniose felina tem emergido mais comumente nos
altimos 20 anos, em geral, nas regides endémicas (Mhadhbi e Sassi, 2020). A principal
forma de transmissdo atribuida aos felinos é a picada do flebotomineo infectado. Os
dados sobre os gatos domeésticos infectados com Leishmania sdo mais limitados que
os de cdes, além do fato que em geral suas infecgbes sdo subclinicas ou raras. No
entanto, em regides endémicas, esses individuos podem atuar como um reservatorio
secundario, pois sdo capazes de infectar o flebotomineo. No Brasil, alguns estudos
mostram que a prevaléncia varia de 6 a 15% de infeccdo em felinos em regides
endémicas, porém em algumas regides, como Aracatuba, em Sao Paulo, chega a 49%.
(Pennisi e Persichetti, 2018; CRMVSP, 2021; CVBD, 2021)

Apesar da L. infantum ser a espécie mais comumente achada nos felinos
infectados, alguns trabalhos mostram a presenca de outras espécies como L.
amazonensis, L. braziliensis, L. mexicana, L. venezuelensis no Novo Mundo (Solano-
Gallego et al,2009; Pennisi et al, 2015). Do ponto de vista imunoldgico, a resposta
humoral e adaptativa mediada por células dos gatos susceptiveis é similar a dos caes,
sendo o desequilibrio entre o perfil de células TH2/TH1 o principal fator que leva ao
desenvolvimento dos sinais clinicos (Solano-Gallego et al, 2009; Esch et al, 2013).
Alguns estudos vém relacionando o agravamento da doenca com 0 aumento na
expressao de anticorpos anti- Leishmania, conforme também observamos nos cées.
Alguns sintomas séo comuns as infecc¢des caninas e felinas como linfadenomegalia,
perda de peso, anorexia, letargia, poliuria e polidipsia, estomatite entre outros (Figura
7) (Pennisi e Persichetti, 2018).
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Os cées sdo de longe o principal reservatério mais conhecido de leishmaniose no
ciclo urbano (Dantas-Torres et al, 2019). A leishmaniose canina afeta cerca de 70
paises e pode ser encontrada em quase todos os continentes. Em algumas regides da
Europa os numeros de cdes diagnosticados podem chegar 2,5 milhGes de cées. Na
Ameérica do Sul, também se estima que haja milhdes de cées infectados, porém essa
estimativa costuma ser subestimada devido a dificuldade de diagnostico e
subnotificacdo. Além disso, a politica publica de recolhimento de animais errantes é
por vezes ineficaz, 0 que permite que esses cdes permanecam em ambientes
superlotados e expostos a infeccdo, sem cuidados adequados. (CVBD, 2020).

O cdo é considerado um bom reservatorio, pois seu contato constante com o
homem proporciona uma fonte de infecgdo que permanece rotineiramente proxima as
pessoas. Além disso, eles possuem um longo periodo pré-patente de infec¢do, uma alta
carga parasitaria na pele, proporcionando uma fonte de aquisicdo de parasitas aos
vetores e apresentam muitos casos de recidivas apds o tratamento. Hoje, cerca de 50%
dos cdes infectados sdo assintomaticos, alguns podem progredir para a cura, sendo
considerados resistentes. No entanto, cdes assintomaticos sdo competentes para
transmitir a infeccdo, sendo motivo de igual preocupacdo na questdo de satde publica.
(CVBD, 2020). Alguns trabalhos tém mostrado a presenca de mais de uma espécie de
Leishmania em um mesmo cdo infectado, como L. amazonensis (Sanches et al, 2016)

Nos individuos sintomaticos, os sintomas podem ser muito inespecificos, como
febre, anemia e perda de peso, porém pode haver apolecia, atrofia muscular, ulceracdes
cutaneas, hiperqueratose, onicogrifose, epistaxe, esplenomegalia entre outros (Figura
8). (CRMVSP, 2021)
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Figura 8. Cées e gatos com sinais clinicos de leishmaniose. (A) epistaxe, (B) perda
de peso, (C) ulceracBes oculares, (D) lesbes cutaneas, (E) epistaxe com lesdo nasal e (F)
nddulos na orelha. Fonte: (A - C) Folha de Séo Paulo (D) Claudia Pinto, 2019 e (E - F)
Souza et al, 20009.

2.7. Carrapatos e a transmissdo da Leishmaniose

Os carrapatos sao artropodes hematofagicos, que parasitam todas as espécies de
vertebrados, exceto os peixes. Seu registro fossil é precario, porém indica que sua
existéncia data de 65- 146 milhGes de anos atras, na era do Cretaceo. Sdo classificados
como pertencente ao filo Artropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, Ordem
Parasitiformes e Subordem Ixodida. Essa subordem é dividida em 3 familias:
Argasidae conhecidos como carrapatos moles, Ixodidae , chamandos de carrapatos
duros e Nuttalliellidae, que possui apenas 1 espécie representante Nuttalliella
namaqua. Atualmente, toda a subordem Ixodida possui aproximadamente 900
espécies descritas, sendo a maioria Ixodideos. O estilo de vida dos ixodideos envolve
uma alimentacdo por um longo periodo de tempo e de grandes quantidades de sangue
por parte das fémeas, a secre¢do de saliva no tecido dos hospedeiros, a baixa
locomog&o- em geral associada a atividade de seus hospedeiros- e a postura de uma
grande quantidade de ovos (Nava,GuglielImone e Mangold, 2009 ;Baneth, 2014).

Os carrapatos sdo reconhecidos como vetores de doencas desde tempos muito
antigos. Uma das primeiras mencdes a essa capacidade de parasitar outros hospedeiros
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foi citada por Homero, cerca de 850 a.C., citando que o cdo de Ulisses era infestado
por carrapatos. Outra mencao sobre a capacidade desse artropode transmitir doencas é
a descricdo da “febre do carrapato” em um papiro egipicio em 1550 a.C. (Hoogstraal
1970- 1984; Obenchain and Galun 1982). Hoje, os carrapatos sao o segundo maior
vetor de doencas do mundo, atras apenas do mosquito. Em certas partes do mundo,
como a América do Norte, 0s carrapatos sdao 0 vetor de maior importancia
epidemioldgica, por serem capazes de transmitir uma grande variedade de patégenos,
incluindo virus, bactérias, protozoarios e helmintos e vem sido observada a expansao
das regides acometidas por esses vetores (de la Fuente, 2003; Baneth, 2014).

A expansdo de areas acometidas por carrapatos e as doencas adjacentes estdo
associados ao transporte por animais migratorios, introducdo de uma nova espécie de
hospedeiro em um habitat, onde antes eles ndo estavam presente, desequilibrio ou
mudanca na localizagdo de populacGes de animais selvagens, mudancas climaticas que
permitem que ambientes antes indspitos, agora se tornem adequados a colonizagdo por
novas espécies de parasitas/hospedeiros e desmatamento de areas silvestres sem
manejo adequado, 0 que permite o contato humano e de animais domésticos com esses
artrépodes. Essas interferéncias antrépicas intensas no ecossistema facilitam que haja
cada vez mais transbordamentos (ou em inglés spillover), proporcionando mais meios
para que a capacidade vetorial desses carrapatos se altere e eles possam transmitir cada
vez mais patdgenos a um grupo maior de hospedeiros. Evidéncia disso € que varias
“infecgOes vetorizadas por carrapatos” (TBI do inglés “tick-borne infections”), antes de
acometerem a populacdo humana e de animais domésticos e/ou de producgdo, eram
circulantes apenas no contexto selvagem como no caso dos patdgenos Candidatus
Neoehrlichia mikurensis,

B. microti, Ehrlichia chaffeensis e A. phagocytophilum. (Baneth, 2014; Plowright et
al, 2017).

Nesse contexto, a observacdo de que o cdo possui uma intima e constante
associagdo com carrapatos levantou o debate sobre a capacidade vetorial dos
carrapatos frente ao parasita Leishmania infantum, principal causador da leishmaniose
canina (LCan), uma vez que muitos casos de LCan se sobrepdem aos casos de
erlichiose e babesiose, doencas vetorizadas por uma espécie de carrapato muito comum
em cdes, Riphicephalus sanguineus. A presenca de comorbidades nesses animais néo
é rara, e em muitos casos tem sido associada com a manifestacdo clinica de LCan em
animais antes assintomaticos (Toepp et al, 2019; Manoj et al, 2020). Dessa forma,
devido a essa associacdo, 0s pesquisadores tém o interesse em investigar a ligacao

desses ectoparasitos com a
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transmissdo e manifestacéo clinica da leishmaniose canina (Coutinho et al, 2005;
Coutinho e Linardi, 2007; Ferreira et al, 2009; Dantas-Torres, 2011).

As controvérsias a respeito desse tema transpassam por décadas. Por um lado, a
interacdo altamente especifica da Leishamnia com seu vetor faz com que se questione
a possibilidade de um organismo tdo distinto, como o carrapato, possa vetorizar com
sucesso esse parasita para outros hospedeiros. Por outro lado, muitos trabalhos vém
sugerindo de que essa hipotese possa de fato ocorrer.

Uma tese de 1984, defendida na Universidade de Oklahoma, nos Estados Unidos,
avaliou essa pergunta sobre o titulo “Um estudo da transmissao de leishmaniose canina
por carrapato - Rhipicephalus sanguineus (Latreille) e uma comparacdo ultra estrutural
de promastigotas”. Nesse estudo, a principal pergunta avaliada era se carrapatos naive
alimentados em cées infectados com Leishmania sp, quando se alimentassem em cées
naive, seriam capazes de transmitir o parasita. Num primeiro momento, ao fazer um
cultivo das glandulas salivares desses carrapatos, o resultado se mostrou positivo a
presenca de Leishmania na cultura desde o dia 3 até o dia 95, confirmando sua
viabilidade. No entanto, ao analisar por histologia em HE os tecidos e hemolinfa dos
carrapatos, ndo se observou nenhum parasita. Apds alguns outros ensaios, eles
observaram que houve a deteccdo de anticorpos anti- Leishmania no sangue dos cées
naive, demonstrando que eles haviam tido um contato imune com o parasita. O cultivo
dos linfonodos extraidos desses cdes também mostrou a presenca de parasitas livres.
Apesar desses resultados, devido ao baixo numero de cdes testados e a massiva
infestacdo por carrapatos, se discute se ndo seria um caso de transmissdo mecanica
eventual.

Algo a ser considerado quando comparamos carrapatos e flebotomineo é sua
estrutura interna (Figura 9). E bem estabelecido que a Leishmania interage em varios
estagios especificamente com algumas regides do intestino do flebotomineo, como o
intestino médio e a faringe (Serafim et al, 2017). Dessa forma, precisamos considerar
que o processo de digestdo dos flebotomineo e carrapatos possuem diferengas tanto
anatdmicas, digestdo extracelular no limem do intestino no caso dos flebotomineo
versus digestéo intracelular em um intestino altamente ramificado sem lGmem no caso
dos carrapatos, quanto metabolicas como, secrecdo de enzimas, pH, composi¢do da
matrix peritréfica (INCTEM - 2012).
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Intestino Intestino Intestino
anterior médio posteior

Figura 9. Comparacdo entre os sistemas digestorios de flebotomineo e carrapato.
Fonte: (A) Desenho esquematico do intestino de um flebotomineo. (Campolina,
2017- modificado) e (B) desenho esquematico do intestino de um carrapato. (Jornal
da USP — Pesquisadora Andréa Fogaca - modificado).

Varios estudos sugerem, que o carrapato R. sanguineus pode ser vetor secundario
da leishmaniose, em particular em locais onde ndo ha a detec¢do do vetor habitual
Lutzomyia longipalpis, porém ha registro de casos autoctones de LCan. Alguns estudos
mostram a presenca de KDNA e RNA de Leishmania em macerados de carrapatos
coletados decées e a presenca de formas promastigotas em diferentes érgdos como
ovarios, intestino e glandulas salivares de carrapatos, sugerindo um possivel ciclo do

parasita nesse artropode
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(Viol et al, 2016). Também hé estudos que sugerem um possivel mecanismo de resposta
imune por parte dos hemdcitos de carrapato, principais células mediadoras da resposta
imune inata de invertebrados, contra Leishmania spp. (Campos e Costa, 2014; Trotta et
al, 2021; Morasi et al, 2013; Dantas — Torres, 2011; de Sousa et al, 2013; Feitosa et al,
2018; Cazan et al, 2020; Sgroi et al, 2021). Esses fatos evidenciam as controvérsias na
comunidade cientifica a cerca desse tema (Otranto e Dantas- Torres, 2009; Paz et al,
2010).

2.8. Cultivo Celular como ferramenta de estudos biol6gicos

O cultivo celular comecou seu desenvolvimento no inicio do século XX com
Harrison, em 1907, estabelecendo o crescimento de fibras nervosas embrionérias de rd in
vitro e mais tarde com Carrel, em 1912, fazendo explantes de tecido conjuntivo de filhote
de galinha. O objetivo primario dessa técnica era avaliar o comportamento celular livre
das variacdes ambientais que o organismo completo proporciona, e dessa forma isolar o
efeito das variaveis avaliadas no estudo (MOLINARO,2012; SKLOOT, 2011).

Os primeiros estudos se deram isolando fragmentos de tecidos animais de forma
mecanica. Estes eram mantidos com incremento de nutrientes; no comeco eram utilizados
fluidos animais e mais tarde foram desenvolvidos meio de cultivos cada vez mais
especificos para atender a necessidade de cada tipo celular. Nesse periodo, houve muitos
avancos e estabelecimento de linhagens, tanto primarias como permanentes, de varias

espécies de animais. (Tabela 2)

Todo esse avango culminou no estabelecimento da primeira linhagem celular humana

- HelLa - em 1952, por Gey et al., a partir do carcinoma cervical de uma paciente negra
chamada Henrietta Lacks (SKLOOT, 2011). O desenvolvimento dessa linhagem foi
fundamental para diversos avancgos nas mais variadas vertentes da ciéncia, incluindo a
testagem de resisténcia antimicrobiana, pesquisas sobre doencas degenerativas, terapia
celular, bem como o estabelecimento de outras linhagens continuas.

Hoje em dia, as linhagens celulares ndo se limitam mais apenas ao seu objetivo
original, mas seu estudo tem influéncia direta no desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes para uso na medicina, compreender melhor as interacBes entre patdgenos e
hospedeiros, elaboracdo de bioprodutos, entre outras utilidades, como mostrados na

figura 10.
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Data Evento Referéncia
1907 Crescimento de fibra nervosa de embrido de rd in vitro  Harrison, 1907
Explantes de tecido conjuntivo de pintinhos; musculo A '
1912 cardiaco contratil por 2—3 meses Camel, |9|2, BU"O“S, 1912
1916 Trigsir:izagég elsuhbcutljtura IdT exfpéan::s Rous & ION.‘S, 1916
Subcultura de linhas de células fibroblasticas . :
1923 Diferencia¢do de tecidos embriondrios em cultura de Carrel & Eb@llﬂg, 1923
1925-26 6rgaos Strangeways & Fell, 1925, 1926
g ' Y
Cultura de 6rgdos de ossos longos de pintinhos '
1929 Introdugdo do uso de antibidticos em cultura de tecidos Fel_l & RObISOﬂ, I‘).",‘)
1948 Estabelecimento do fibroblasto de células L de KQIIOV&, 1948; Cruikshank & lOWbUIy, 1952
1943 camundongo; primeiro linhagem celular continua Earle o a|. 1943
Clonagem da célula L !
1948 Crescimento do virus em cultura de células Sanford et Jl., 1948
1949 Crescimento do virus em cultura de células Endlers et al.. 1949
L)

Tabela 2. Principais eventos no desenvolvimento de culturas de células e tecidos na
primeira metade do século XX. Fonte FRESHNEY, 2010 - Traduzido e modificado.

FLUXO INTRACELULAR:
Processamento de RNA, hormonio
receptores, fluxo de metabdlitos,
mobilizagdo de calcio, transdugdo
de sinal, trafico de membrana

PESQUISA BASICA

ATIVIDADE INTRACELULAR:
Transcrigdo de DNA, sintese de proteinas,
metabolismo de energia, metabolismo de
drogas, ciclo celular, diferenciagdo,
apoptose

GENOMICA: Andlise genética,
transfecgdo, infecgdo,
transformacgdo, imortalizagdo,
senescéncia

"
)i

PROTEOMICA: produtos génicos,
fendétipo celular, vias metabdlicas

INTERAGAO CELULA-CELULA:
Morfogénese, controle paracrino,
proliferacdo celular,

cinética, cooperacdo metabdlica,
adesdo celular e motilidade,
interacdo de matriz, invasdo

PESQUISA APLICADA

PRODUTOS CELULARES:
Biotecnologia, design de bioretor
, colheita de produtos,
processamento down-stream

IMUNOLOGIA: Epitopos de superficie
celular, hibridomas, citocinas e
sinalizagdo, inflamagdo

FARMACOLOGIA:

Agdo de drogas, interagdes ligante —
receptor, metabolismo e resisténcia a
drogas

ENGENHARIA DE TECIDOS:
Construgdes de tecido, matrizes

e suportes, fontes de células-tronco,
propagacao, diferenciagdo

TOXICOLOGIA: Infecgdo,
citotoxicidade, mutagénese,
carcinogénese, irritagdo,
inflamacdo

Figura 10. Aplicaces para técnica de cultivo celular. Fonte FRESHNEY, 2010 -

Traduzido.

Os avancos no campo do estabelecimento e manutencédo das linhagens celulares

ndo se restringiram a células de mamiferos. Um exemplo de organismo que tem um




namero de linhagens crescendo exponencialmente nas Ultimas décadas é o carrapato. As
celulas de linhagem de carrapato foram desenvolvidas ha mais de 50 anos e desde entéo
vem sendo utilizadas para inimeros fins como pesquisa nas relacdes entre parasita x
hospedeiro x vetor, biologia basica de parasitas e vetores, isolamento de patdgenos,
manipulagdo genética, imunidade comparada de artropodes e outros topicos.

As linhagens celulares continuas de carrapatos podem demorar a ser estabelecidas,
mas apresentam muitas vantagens na rotina laboratorial. S&o células de facil manutencéo
e podem sobreviver em altas densidades sem precisar de subcultivos regulares. Além
disso, essas linhagens ndo tém seu crescimento inibido pelo contado célula-célula, e por
essa razdo crescem em 3 dimensfes. Ndo possuem uma forte aderéncia com as
superficies, formando uma monocamada que facilmente entra em suspensdo. Apesar de
exigirem certa dedicacao na ressuscitacdo das células criopreservadas, podemos manté-
las assim por mais de 10 anos (MUNDERLOH e KURTTI,1989; Bell- Sakyi et al, 2007;
Bell- Sakyi et al, 2018).

Essas linhagens sdo desenvolvidas a partir de ovos, larvas ou ninfas desses
artropodes, o que faz essas linhagens embrionarias possuirem pelo menos 2 tipos
celulares. Essa heterogeneidade celular se mostrou fundamental para a manutencéo das
linhagens em longo prazo, visto que a tentativa de fazer linhagens com clones néo foi
bem-sucedida. A maioria das linhagens desenvolvidas até hoje foi a partir de Ixodideos,
gue conservaram varias caracteristicas de seus progenitores como: A boa resisténcia e
longa duracdo das linhagens, visto que é necessario apenas trocas semanais de meio de
cultura e eventuais subcultivos. Além disso, possuem crescimento lento, o que favorece
seu uso no isolamento de alguns patogenos. Por serem provenientes de artropodes
hemato6fagos, eles apresentam uma boa sobrevivéncia aos meios de cultivo de mamiferos.
MUNDERLOH e KURTTI,1989, descreveram a formulacdo mais usada hoje em dia para
a manutencdo dessas células baseado no meio L15 (Leibovitz) modificado e
suplementado com caldo triptose fosfato e soro fetal bovino. Essas linhagens sdo mantidas
no intervalo de temperatura de 28°c a 34°c sem uso de diéxido de carbono (CO2), com
algumas excecOes que podem ser mantidos a 37°C. Algumas linhagens de argasideos
também ja foram estabelecidas, mas ndo apresentam a mesma resisténcia que os cultivos
de Ixodideos (Bell- Sakyi et al, 2007; Bell- Sakyi et al, 2018). Uma das linhagens de
Ixodideos mais utilizadas nos estudos de interacdo e isolamento é a linhagem IDE8 de

Ixodes scapularis. E uma linhagem embrionéria com células grandes, semi

25



aderentes, com ramificagdes e pseuddpodes, lembrando uma célula neuronal humana
(Figura 11C e D) (Munderloh et al, 1994).

O Tick- Cell BioBank hoje é o principal banco de células de carrapato, que possui
como principal objetivo isolar e desenvolver novas linhagens celulares, e distribuir essas
linhagens pelo mundo a fim de aumentar o conhecimento relacionado a sua biologia. O
Tick cell biobank possui em seu acervo mais de 70 tipos linhagens de artropodes,
incluindo Ixodideos, Argasideos, e alguns insetos vetores de doengas negligenciadas
(Figura 11). Além disso, nos ultimos anos, o Tick- Cell BioBank tem buscado estabelecer
linhagens de insetos importantes na agricultura. Hoje, fica localizado na universidade de
Liverpool, na Inglaterra e conta com alguns outpots em 3 outros continentes: Asia —

Malésia; Africa — Quénia e América — Brasil.
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Figura 11. Esfregaco em citocentrifuga corado com Giemsa de linhagem
celulares continuos de carrapato. (A) Linhagem IRE/CTVM18 de Ixodes ricinus e (B)
linhagem AVL/CTVM17 de Amblyomma variegatum, (C) Ehrlichia canis infectando a
linhagem IDE8 e (D) Ehrlichia ruminantium infectando a linhagem IDES8. As setas
indicam pontos onde ha a presenca de col6nias bacterianas. Fonte: Bell- Sakyi et al, 2007.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é utilizar as linhagens celulares de
carrapato como modelo in vitro a fim de esclarecer aspectos biolégicos da interacdo
carrapato e Leishmania.
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3. Objetivo

Estabelecer um modelo in vitro de estudo da interagdo entre Leishmania spp. e
carrapatos Ixodideos, usando linhagens celulares do carrapato Ixodes scapularis.

3.1. Objetivos especificos;

e Avaliar a capacidade de interacdo de promastigotas de Leishmania infantum e
Leishmania amazonensis com as linhagens de celulares de carrapato;

e Auvaliar a viabilidade das células de carrapato de linhagem durante infeccdo
com Leishmania spp.

o Caracterizar a interagdo da Leishmania com células de carrapato por microscopia

eletronica de transmisséo e varredura;

e Auvaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio pelas células de carrapato

frente a infeccdo por Leishmania infantum;
e Analisar o perfil lipidico das células de carrapato infectadas ou n&o por

Leishmania

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Parasitos

Foram utilizadas duas espécies de Leishmania: Leishmania amazonensis
(WHOM/BR/75/Josefa) e Leishmania infantum chagasi (MCAN/BR/2008/1112). L.
amazonensis foi mantida no meio de cultura “Schneider Insect Medium” suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (cripion) (SFB) e 50 pug/ml de Gentamicina (Sigma) a
26°C e L. infantum chagasi foi mantida no meio de cultura “Schneider Insect Medium”
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (cripion) (SFB) e 50ug/ml de Gentamicina
(Sigma) a 26°C.
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4.2. Células de carrapato

Foi utilizada a linhagem celular IDES8, da espécie de Ixodes scapularis, cedida
gentilmente pelo Prof. Adivaldo Fonseca, DPA_ UFRRJ e pela Dra. Lesley Bell-Sakyi
da Universidade de Liverpool. A linhagem IDE8 foi mantida em meio L15B
suplementado com 10% de soro fetal bovino, acrescido de 1% de penicilina/

estreptomicina a 29°C.

4.3. Interacdo de células de carrapato com leishmanias

As células de linhagem de carrapato IDE8 foram plaqueadas em laminulas redondas
de vidro em placas de 24 pocos e mantidas a 34°C por 24h em meio L15B para IDES.
Apbs esse periodo, as células foram incubadas com formas promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum chagasi na proporc¢éo de 5:1 por 2 horas. Ao final desse tempo,
0s parasitos livres foram removidos por lavagem com PBS e a interagéo foi avaliada nos
tempos de 2h, 24h e 48h. Ao final de cada tempo de incubacéo, as células foram fixadas
por 10 minutos em metanol e coradas com Giemsa. O indice de associacdo (% células
infectadas X nimero de parasitos / célula) foi determinado pela contagem de no minimo

200 células por laminula.

4.4. Sobrevivéncia dos parasitos apds a interacéo

As células de linhagem de carrapato IDE8 foram semeadas em placas de 24 pocos e
mantidas a 34°C por 24h em meio L15B. Apds esse periodo, as células foram incubadas
com formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum na proporgéo de 5:1 por 2
horas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e incubadas com meio de cultivo
por 48h. Ao final desse tempo, 0 sobrenadante foi retirado e foi adicionado meio
Schneider na placa por mais 48h no volume final de 500 pl/poco e as celulas incubadas a
26°C. Apds esse periodo de incubacao, o niumero de promastigotas por ml foi determinado
em hemocitdmetro.

4.5. Coloragao com azul de trypan (“trypan blue”)

Células de linhagem IDES8 na concentragdo de 2x10° foram infectadas conforme
descrito acima e posteriormente, no tempo de 48 horas, células foram lavadas com PBS

e coradas com azul de trypan 0,03% e contadas em microscopio invertido.

4.6. Atividade de LDH
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O sobrenadante das incubacbes de 48h de infeccdo, conforme descrito no topico
anterior, foram centrifugados 2 vezes e congelados para andlise posterior da atividade da
enzima lactato desidrogenase, enzima citoplasmaética utilizada como repérter de
permeabilidade da membrana resultante de morte celular (PEREIRA, 2017;
THOMASSIAN et al, 2007). Para essa analise foi utilizado kit da Promega (CytoTox96
Non- Radio). Sobrenadantes foram incubados com 50ul de substrato. Apds 30 minutos
no escuro, foi adicionado 50pl de solugéo stop. A leitura foi feita a 490 nm em leitor de
placa.

4.7. Microscopia eletronica de varredura

O processamento da amostra foi realizado em colaboracdo da Prof Maria Cristina
Motta — UFRJ- usando laminulas de vidro pre-revestidas com 1 mg / ml de poli-L-lisina.
Células de carrapato IDES8 infectadas com L. amazonensis foram fixadas por 1 h em
glutaraldeido a 2,5% diluido em PBS (pH 7,2)]. As células foram entdo aderidas a
laminulas, pés-fixado por 1 h com 1% de tetroxido de ésmio diluido em tampédo
cacodilato, e desidratado em uma série de alcool graduada (50%, 70%, 90% e duas trocas
de etanol a 100% 33 durante 10 min a cada passo). As amostras foram secas em ponto
critico um aparelho Leica EM CPDO030 (Leica, Wetzlar, Alemanha). Os espécimes foram
revestidos com platina em um Leica EM SCDO050 antes da visualizacdo usando um

Microscopio eletrénico de varredura Zeiss EVO 40 VP.

4.8. Microscopia eletrénica de transmisséo

Células de carrapato infectadas com L. amazonensis foram fixadas por 1 h em
glutaraldeido tipo Il a 2,5% diluido em PBS (pH 7,2). Eles foram lavados duas vezes em
tampdo cacodilato e poésfixados (1% de tetroxido de 6smio, 0,8% de ferrocianeto de
potassio, 5 mM de cloreto de calcio diluido em tampédo cacodilato 0,1 M) por 1 h. As
amostras foram entdo lavadas em tampéao cacodilato, desidratado em uma série graduada
de soluges de acetona (50%, 70%, 90% e duas trocas de 100% de acetona) por 10 min
cada etapa, e incorporado em resina Polybed. Seccdes ultrafinas foram coradas com 5%
de uranilo acetato de sddio por 45 min e citrato de chumbo por 5 min antes da observacao
em TECNAI Spirit (FEI) TEM funcionando a 80 kV. Esse procedimento também foi

realizado em colaboracdo com a Prof. Maria Cristina Motta — UFRJ

30



4.9. Dosagem de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Células de linhagem IDE8 foram incubadas a 34°C com L. infantum em garrafas de
cultivo de 25cm?® por 2h. Apos, os parasitas livres foram lavados com PBS e a dosagem
foi feita 48h apds a infeccdo pelo método Amplex Red Invitrogen® 100ul/mL e lido em

540 nm no .espectrofotdbmetro imediatamente ap0s acrescentar o AmplexRed.

4.10. Efeito da interacdo sobre perfil lipidico das células de linhagem
A linhagem celular IDES8 foi incubada com L. infantum em garrafas de cultivo celular
conforme descrito acima por 48h. Apoés esse periodo, as células foram ressuspensas e
lavadas 2 vezes com PBS, contadas e numero de células foi igualado em cada
experimento. Foram 5 parasitas/ 1 célula de carrapato. As amostras foram utilizadas para

extracdo de lipideos.

4.11. Extracao de lipideos

A extracdo lipidica foi realizada de acordo com Bligh e Dyer (1959). As amostras
foram lavadas 2 vezes com PBS, em seguida foi adicionado uma solucgéo de cloroférmio:
metanol: 4gua destilada (0,5:1:0,4 v/v). Em seguida, foram vortexadas em intervalos de 5
minutos durante 1 hora tornando-se uma fase Unica. Apds as amostras seguiram para
centrifugacdo a 3000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi
novamente extraido. Ao final, ambos os sobrenadantes recolhidos foram incubados com
uma solucgéo de cloroférmio-agua (1:1 v/v). Os sobrenadantes foram centrifugados por
3000 rpm por 30 min para separacdo das fases organica e aquosa. A fase organica foi

separada e armazenada em tubos de micro centrifuga.

4.12. Cromatografia de camada fina de alto desempenho (HP TLC)

As fases organicas extraidas foram secas utilizando arraste de nitrogénio (N2) em
banho seco a 37 °C até completa evaporagdo dos solventes para definir a quantidade de
lipideos. Apds, os tubos foram pesados em balanca semi-analitica e a quantidade de
lipideos foi estabelecida pela diferenca entre pesos dos micros tubo vazios e peso dos

micros tubo com amostra ja seca (processo de gravimetria). ApoOs a gravimetria, as
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amostras foram ressuspensas em 20 pl de cloroférmio, homogeneizadas e utilizadas para
analise do perfil lipidico.

O perfil lipidico foi determinado por cromatografia de camada fina de alto
desempenho (HPTLC). Para isso amostras foram aplicadas em placas de gel de silica60,
e submergidas numa solucdo de n-hexano-eter dietilico-acido acético (30:40:0,5 V/V)
para separacdo de lipideos neutros. Para revelacdo das bandas formadas, placas foram
coradas com reagente cromogénico de Charring e aquecidas a 200 °C por 30 minutos.
Ap0s revelacdo placas foram escaneadas e analise densitométrica foi realizada utilizando
o programa Image Master Total Lab. Os lipideos foram identificados por comparacao aos
padrdes monoacilglicerol (MAG), fosfolipideos (PL), oxiesterol (OXY), &cido graxo
(FA) e colesterol esterificado (CHOE).

4.13. Incubacdo com precursor lipidico acido palmitico 3H

As amostras foram incubadas com aproximadamente 180 uCi de 3H-palmitato (3H-
FA, acido graxo (acido palmitico/palmitato), acido palmitico 16:0 [9,10- 3H (N)],
PerkinElmer, Boston, MA, USA) complexado a 288 uL de albumina livre de acidos
graxos 0,019% (BSA-FFA, Sigma) por amostra. Foram feitas analises de lipideos totais
apos 48h de interacdo e de lipideos especificos nos tempos de 24h, 48h e 72h de interacao.

4.14, Analise por cintilacdo de lipideos derivados de acidos graxos com

acido palmitico 3H

Apos a extracdo de lipideos das células IDES, infectadas ou ndo com L. infantum,
previamente marcados com 3H-FA-BSA, os mesmos foram concentrados por
centrifugagdo, ressuspendidos em 50 pL de cloroformio, e utilizado 10% do volume total
da amostra (5 pL) para fazer a estimativa da quantidade do complexo 3H-FA-BSA se
manteve dentro das células controle ou experimental. A aliquota de 10% da amostra foi
inserida em tubos (Pico Pro Vial, 4 mL, PerkinElmer) junto a 1 mL de coquetel de
cintilacdo (Optiphase Hisafe 3 - PerkinElmer). A radioatividade associada aos lipideos

foi determinada por cintilacdo liquida utilizando o cintilador PerkinElmer TriCarb

O contador de cintilagdo tem a capacidade de quantificar a radiagdo na amostra
estimando quanto a amostra cintila em comparagéo aos seus padrdes internos de cintilacéo

- seja para radiacdo alfa, beta ou alfa e beta - emitida por isétopos como:
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carbono-14 (14C), fésforo-32- (32P) e tritio (3H). Seu resultado é emitido em Contagens
por minuto (CPMA) de radiacdo que compde determinada amostra. Como a quantidade
de CPMA varia de acordo com a precisdo do aparelho utilizado, se faz necesséria a
conversao para uma unidade de radiacdo universal, chamada de Desintegracfes por
minuto (DPM). Essa conversdo é feita com o auxilio de um padréo externo de contagem,

a Curva de Quench para Tritio (Packard/PerkinElmer).

4.15. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 7.0
software. O teste Student's t-test foi utilizado nas analises com somente dois grupos e
ANOVA para mais de trés grupos. Resultados de p > 0,005 foi considerado uma diferenca

estatistica significante.

5. RESULTADOS

5.1. Interacgéo carrapato x Leishmania amazonensis

Inicialmente avaliamos a interacdo de células IDE8 de Ixodes scapularis com
promastigotas de L. amazonensis, espécie causadora de leishmaniose tegumentar em
humanos e também ja descrita em caes. Os resultados mostram em 24 e 48 horas uma
diminuicdo na quantidade de células infectadas de aproximadamente 2,5 x em relacdoao
tempo inicial de infeccdo de 2h (Figura 12A). Apesar disso, 0 nimero de parasita por
célula infectada tem um aumento significativo entre 2 -24h, de 1,5 x na quantidade de
parasitas inicial e que se mantem em 48h (Figura 12B). Ao calcularmos o indice de
associacao que leva em consideracdo esses dois parametros ndo foi observado diferencga
significativa entre os tempos analisados (Figura 12C). Na microscopia Optica é possivel
observar interacdo de promastigotas de L. amazonensis com células de carrapato IDE8

em 2h e o parasita internalizado em 24h (Figura 13).
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Figura 12. Interacdo IDES8 e Leishmania amazonensis. Células de linhagem IDE8
foram incubadas com promastigotas de L. amazonensis numa MOI de 5:1 por diferentes
tempos. Apés 2 horas, as células foram lavadas com PBS para remocdo dos parasitos
livres. As células foram incubadas pelos tempos indicados. Apds esses periodos de tempo,
foram determinados (A) % de células infectadas, (B) parasita/ celula e (C) indice de
associacdo. Dados = média + SEM de 3 experimentos em triplicata. **** p< 0,0001; ***
p<0,0002 e ** p<0,0013.
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Figur . Interacio entre IDE8 Leishmania amazonensis. Células de linhagem
IDE8 foram incubadas com promastigotas de L. amazonensis numa MOI de 5:1 por
diferentes tempos. Apods 2h, as células foram lavadas com PBS para remogéo dos parasitos
livres. (A) O parasito esta aderido a membrana da célula de linhagem IDES8 e (B) o parasito
foi internalizado dentro da célula de linhagem IDES.

5.2. Microscopias Eletrénicas da interacdo de Células de linhagem IDE8 com
Leishmania.

A fim de avaliar por ultraestrutura a interacdo entres as células de carrapato IDE8 os
parasitas, realizamos uma microscopia eletrénica de varredura (Figura 14). Nas imagens
de 2 horas podemos identificar formas promastigotas do parasita interagindo com a bolsa
flagelar na extremidade da célula, de onde se projeta o flagelo, e com o corpo celular com
as células IDES.

Posteriormente avaliamos por microscopia eletronica de transmissao 0s aspectos mais
detalhados da interacdo nos tempos de 24h e 48h, onde se observa uma intima associacao
dos parasitas possuem com a membrana das células IDE8 no momento da invaséo da
celula (Figura 15A e B). Alem disso, observamos a formagao de um vacuolo justaposto
em torno dos parasitas (Figura 15C), assim como a presenca de estruturas eletrondensas

dentro do vacuolo justaposto ao parasita (Figura 15D).




Figura 14. Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de linhagem celular IDE8
incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis por 2 horas a 34°C. P =
promastigotas.

Figura 15. Microscopia eletronica de transmisséo de linhagem celular IDE8 e formas
promastigotas de L. amazonensis ap0s (A, B, C) 24h e (D) 48h de interacdo. P= parasitos;
tc= célula de carrapato; seta em B indica membrana do parasito interagindo intimamente
com a superficie da célula de carrapato; cabeca de seta: indica projec6es da membrana de
carrapato em direcdo ao parasito
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5.3. Interacéo célula de carrapato x Leishmania infantum

Em seguida avaliamos a interacdo de L. infantum, principal agente causador da
leishmaniose canina e visceral humana, nos tempos de 2h, 24h e 48h. Os resultados
mostram uma reducédo de aproximadamente 0,8% de células infectadas entre 2 — 24h, mas
em 48h h& um aumento de 2 vezes no percentual de células infectadas do que em 2h
(Figuralé A). Em seguida analisamos o nimero de parasitas por célula de carrapato
IDES8. Os dados mostram que entre 2 e 24h ndo houve uma diferenca significativa no
numero de parasitas por células IDE8, no entanto em 48h hd um aumento na quantidade
de parasitas nas células infectadas de 1,5 vezes quando comparado a 24h de infec¢édo
(Figural6 B). Em relagéo a 2 horas, em 48 horas houve um aumento de mais de 2 vezes
de parasitas por célula IDES.

A partir desses dois dados, calculamos o indice de associacdo que indica um
aumento em 48h de aproximadamente 7 vezes em relacdo a 2h e de 4 vezes e meia em

comparagdo com 24h. (Figura 16C).
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Figura 16. Interacdo IDE8 e Leishmania infantum. Células de linhagem IDE8 foram
incubadas com promastigotas de L. infantum numa MOI de 5:1 por diferentes tempos.
Ap0s 2 horas, as células foram lavadas com PBS para remoc¢éo dos parasitos livres. As
células foram incubadas pelos tempos indicados. Ap6s esses periodos de tempo, foram
determinados (A) % de células infectadas, (B) parasita/ célula e (C) indice de associacao.
Dados = média * erro padréo de 3 experimentos em triplicata. * p< 0,0254; ** p< 0,0017
e **** p< (0,0001.

5.4. Sobrevivéncia de Leishmania apds a interacdo com células de carrapato

A anélise da sobrevivéncia das diferentes espécies de Leishmania apos interagdo por
48 horas com células de carrapato da espécie IDE8 mostrou que L. infantum sobreviveu
13 vezes mais do que L. amazonensis apds contato com IDES8 (Figura 17).
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Figura 17. Sobrevivéncia dos parasitos ap0s interacdo de 48h. Células IDE8 foram
incubadas com formas promastigotas de L. amazonenses e L. infantum (5 parasitos: 1
célula) por 2h e apos esse periodo foram lavadas com PBS e incubadas por 48 horas a
34°C. Em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionado meio Schneider e incubado
por mais 48h a 26°C. Ao final, 0 nUmero de promastigotas foi contado em camara de
Neubauer. (Média + erro padréo de quatro experimentos independentes em triplicata.
***p<0,0001.)

5.5. Viabilidade celular de linhagem celular de carrapato infectada com

Leishmania

Avaliamos a viabilidade da membrana das células infectadas ou ndo por L.
amazonensis pelo método de exclusao “trypan blue” e foi observado uma redugdo na
viabilidade em 48h, onde foi encontrado de 91% de células IDE8 viaveis nas células
controles ndo infectados e 77,1% nas células IDE8 infectadas com L. amazonensis.
(Figura 18). Do mesmo modo, avaliamos a viabilidade das células IDE8 infectadas com
ambas as espécies de Leishmania frente as células controle ndo infectadas, através do
ensaio da enzima lactato desidrogenase no sobrenadante. Essa enzima € intracelular, e €
encontrada no sobrenadante caso as células estejam lisadas. De acordo com o gréafico
abaixo, ndo houve diferenca estatistica entre a viabilidade das células IDE8 infectadas e

ndo infectadas com ambas as especies (Figura 19).
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Figura 18. Viabilidade de Membrana celular pelo método de exclusdo azul de
Trypan. As células IDE8 foram incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis
por 2h e mantidos a 34°C nos tempos de 2, 24 e 48h. Apos esse periodo, as células foram
lavadas com PBS e contadas em solucédo de 0,003% de azul de trypan em hemocitometro.
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Figura 19. Atividade de LDH apo6s interacdo de 48h com células IDE8 e L.
amazonensis e L. infantum. As celulas foram incubadas com formas promastigotas por
2h. Apds esse periodo, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 48 horas a
34°C e tiveram seu sobrenadante coletado, centrifugado e congelado. Dados = média
+SEM de dois experimentos independentes.
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5.6. Estresse oxidativo de células de carrapato IDES8 infectadas com Leishmania

infantum

Em seguida, avaliamos se a infec¢do por L. infantum causava algum tipo de
estresse oxidativo na célula de carrapato. Nossos resultados mostram que a presenca do
parasita aumenta em quase 2 vezes a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
nas células IDE8 quando comparadas com as células controles ndo infectados (Figura
20).
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Figura 20. Analise da producéo de peroxido de hidrogénio total em células IDES.
Células de linhagem IDE8 foram incubadas com promastigotas de L. infantum numa MOI
de 5:1. Apds 2 horas, as células foram lavadas com PBS para remog&o dos parasitos livres.
As células foram incubadas por 48h. Dados = média + erro padréo de 2 experimentos em
quadruplicata. P = 0,0003

5.7. Analise do perfil lipidico de células IDES8 infectadas com Leishmania

infantum

Um outro aspecto avaliado foi o perfil lipidico das células IDES8 e se este estava sendo

influenciado pela infec¢do do parasita L. infantum. Avaliamos os seguintes lipideos
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neutros: colesterol esterificado (CHOE), &cidos graxos (AC. GRA), oxisterol (OXY),
monoacilesterol (MAG) e fosofolipideos (FOS).

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa na quantidade de
lipideos analisados, exceto em oxisterol que apresentou um aumento de aproximadamente
3 vezes na quantidade de lipideos presentes nas células IDES8 infectadas em relacéo as

células controles néo infectadas (Figura 21).
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Figura 21. Analise do perfil de cromatografia de camada fina de alto desempenho
(HPTLC) de células IDE8. Células IDE8 foram infectadas com promastigotas de
Leishmania infantum. MOI 5:1. Apo6s infeccdo, os lipideos foram extraidos e analisados
por HTPLC. Dados = media + SEM de n=3. *** p= 0,0002.

Em seguida, marcamos as células de carrapato infectadas ou ndo com acido palmitico
radioativo com tritio para avaliar com mais precisdo a quantidade de lipideos neutros
totais (LNT) derivados de acido graxos e assim monitoramos a variagéo da quantidade de
LNT de 24 ate 72h.

Primeiramente, observamos que houve uma reducao de lipideos totais de 3 vezes nas
celulas IDES infectadas no tempo de 24h em relagdo a 72h. Além disso, h&4 uma reducéo
significativa na quantidade de lipideos totais de aproximadamente 3 vezes entre as células
IDES8 infectadas quando comparadas as células controles ndo infectadas no tempo de 72h
(Figura 22).
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Figura 22. Lipideos totais marcados com acido palmitico-*H em IDES8 infectados
com Leishmania infantum. As células de linhagem IDE8 foram infectados com L.
infantum MOI 5:1, 5uCi de 3H-FA-BSA. As células foram retiradas, extraidos os lipideos
e analisadas aliquotas da amostra apds os tempos designados. Os experimentos foram
feitos em duplicata (n= 4) Os valores representam a média + SEM. (*) representa o valor
de p <0,05.

Em seguida, escolnemos o mesmo método anterior para avaliar se havia alguma
diferenca entre os lipideos individualmente, devido a sua maior sensibilidade, a fim de
verificar se a via de formacao de algum lipideo especifico estaria favorecida. Avaliamos
fosfolipideos (PL), monoacilglicerol (MAG), 1,2 diacilglicerol (D 1,2), 1,3 diacilglicerol
(D1,3), acidos graxos (FA), triacilglicerol (TAG) e colesterol esterificado (CHOE).

Os fosfolipideos ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa entre as
células infectadas e ndo infectadas (Figura 23A). JA 0 MAG apresentou um aumento
significativo de aproximadamente 40 vezes em 48h nas células infectadas quando
comparado as células controle (Figura 23B) ndo infectadas. Entre as células infectadas
em 48h houve um aumento de 24 vezes na quantidade de MAG em relagdo a 24h de
infecgéo, seguida de uma reducdo em 72 horas de aproximadamente 45 vezes (Figura
23B).

Em seguida, avaliamos a quantidade de 1,2 D, 1,3 D e FA, cujos dados mostram
gue houve um aumento significativo de aproximadamente 5 vezes na quantidade desses
lipideos em 48 horas nas células IDE8 infectadas em rela¢do as células de carrapato

controles néo infectados (Figura 23 C, D e E). Além disso foi observado uma reducéo
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de aproximadamente de 15 vezes de 1,2 D, 1,3 D e FA em 72 horas nas células IDE8
infectadas comparado a células infectadas de 48 horas (Figura 23 C, D e E).

Ao avaliarmos TAG, os dados mostram que ha uma diminuicdo de TAG nas
células IDE8 controles ndo -infectadas ao longo do tempo de 2,6 vezes entre 24h e 48h e
de 4,2 vezes entre 24h e 72h. A andlise das células de carrapato infectadas com L.
infantum, mostram também uma diminuicdo de 2 vezes entre 24 e 48h e uma reducdo de
3,8 vezes entre 48h e 72h. Em seguida, observamos um aumento de TAG de mais de 2
vezes no tempo de 48 h nas células IDES infectadas em relagdo as células controle ndo
infectadas. (Figura 23 F).

A andlise dos dados de CHOE (Figura 23 G) nas células IDE8 mostra que ha
diferencas significativas entre células IDE8 controle e infectadas nas primeiras 48h. Em
24h as células IDES infectadas tiveram um aumento de quase 2 vezes na quantidade de
CHOE em relagdo as células ndo infectadas. J& em 48h, essa diferenca aumentou para
aproximadamente 3 vezes mais CHOE nas células infectadas do que no controle. Entre
as células IDES infectadas também observamos uma diferenca significativa: entre 24h e
72h uma reducdo de mais de 4 vezes e, entre 48h e 72h, uma reducdo de aproximadamente

3 vezes.
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Figura 23. Lipideos totais marcados com acido palmitico-*H em IDE8 infectados
com Leishmania infantum. As células de linhagem IDE8 foram infectados com L.

e

- N D alo

e analisadas aliquotas da amostra ap0s os tempos designados. Os valores representam a
média + erro padrdo; n=4. (*) representa o valor de p < 0,05. Fosfolipideos (PL),
monoacilglicerol (MAG), 1,2 diacilglicerol (D 1,2), 1,3 diacilglicerol (D1,3), cidos



graxos (FA), triacilglicerol (TAG) e colesterol esterificado (CHOE).
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas negligenciadas consideradas pela
OMS como a sétima doenca tropical de maior importancia no mundo, possuindo uma
variedade de manifestacGes clinicas potencialmente fatais ou limitantes (TORRES-
GUERRERQO, et al, 2017; ALVAR, 2012). O ciclo de transmissdo da Leishmania é bem
estabelecido na literatura, cujo vetor mais comum no Brasil é o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis. Apesar disso, a interacdo desse género de parasitos com outros artrépodes é
um campo ainda discutido na literatura.

Nyindo e colaboradores, em 1986, mostraram a interacéo entre células de linhagem
de carrapato das espécies Rhipicephalus appendiculatus e R. evertsi com 2 espécies de
Leishmania: L. major e L. donovani. Estes observaram que nas primeiras 24h de interacdo
apenas 5% das células de linhagem comportaram os parasitos, mas essa médiaaumentou
para 50% em 48h de infeccdo, sem observar diferenca entre as 2 espécies de parasito.
Esse dado é semelhante ao observado nos nossos dados de interagdo entre IDES e L.
infantum, onde vemos um aumento significativo na interacdo a partir de 2h até 48h.
Entretanto, esse fato ndo se aplica a interacdo com Leishmania amazonensis, que apesar
de ter apresentado aumento no percentual de células infectadas e no numero de
parasita/célula infectadas, ndo resultou em um aumento significativo no indice de
asssociaco. E interessante o fato que as primeiras 24h de interacdo com L. amazonensis
h& um namero de parasitas maior do que L. infantum, entretanto, em 48h, esses valores
sdo bem aproximados. Dados similares foram obtidos na interagdo com linhagens
celulares de Rhipicephalus sanguineus com ambas as espécies de Leishmania (dados nao
mostrados). Além disso, L. infantum apresentou em 48h uma quantidade
significativamente maior de parasitos viaveis do que L. amazonensis, conforme mostrado
na figura 16. Esses dados juntos sugerem que L. infantum possui algum mecanismo
especifico de reconhecimento e/ou sobrevivéncia pelas células de carrapato.

A analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissao (MET) mostrou
uma intima associagdo entre o parasita L. amazonensis e a membrana da célula de
carrapato. Além disso, na MET é possivel observar estruturas arredondadas pequenas
dentro do vactolo, justapostas ao parasita. E interessante que alguns autores tém mostrado
que a as linhagens originadas a partir do carrapato Ixodes scapularis possuem um virus
endosimbionte, incapaz de infectar células de mamiferos e insetos (Bell-Sakyi e Attoui,

2016). O virus St Croix River virus (SCRV) pertence a familia Reoviridae, que possui
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como material genético um RNA de dupla fita. Alberdi et al, 2012 e Bell- Sakyi
e Houssam, 2013 mostraram varias imagens de MET, onde identificaram endovirus em
diversas linhagem de carrapatos, tanto Ixodideos quando Argasideos. Essas estruturas séo
morfologicamente similares as estruturas que encontramos em nossas METs. Dessa forma
sugerimos que as estruturas observadas junto aos parasitas no vactolo sejam particulas
virais. E interessante notar que essas particulas virais se encontram em sua maioria dentro
do vacutolo formado, é possivel sugerir que a presenca do parasita possa influenciar na
quantidade do virus. Alguns estudos mostraram que a presenca de simbiontes em insetos
contribui para menor susceptibilidade a infeccdo por patdgenos, tanto bactérias quanto
protozoarios (Dong et al, 2009; Meister et al, 2009 e Telleria, 2018). Se a a presenca do
virus endosimbionte vista na microscopia influencia ou ndo a infec¢do das células de
linhagem por Leishmania, sdo necessarios experimentos com células IDE8 sem o virus.

O objetivo de se estabelecer uma linhagem como modelo experimental é permitir que
outros estudos sejam conduzidos com mais facilidade e reprodutibilidade. Dessa forma,
um aspecto fundamental é que a célula modelo resista a infec¢do pelo agente patogénico
em questdo e permaneca viavel. Dessa forma, a avaliacdo da integridade célula sdo
necessarias, o ensaio de azul de Trypan mostra uma pequena alteracéo na viabilidade, e a
atividade da LDH, que é uma enzima intracelular, ndo mostrou diferenca estatistica
significativa entre células controle e infectadas. Isso mostra que a célula mantém a
integridade de membrana e a viabilidade ap6s a interacdo com os parasitos de ambas as
espécies.

Outro aspecto avaliado foi se a presenca do parasita causava algum estresse as células
IDE8. Um dos mecanismos de estresse celular mais bem caracterizados na literatura € o
estresse oxidativo pela produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), possuindo
efeitos importantes para a sinalizacdo e regulacdo celular (Murphy et al, 2011). Além
disso, esta envolvido na cascata de reacdes que produz potentes microbicidas como anion
hipoclorito e possui efeito nocivo também para a célula hospedeira por sua alta
reatividade com outras moléculas (Pereira et al, 2001). Observamos que a infeccéo por
L. infantum causa o aumento da producdo de EROs, indicando que h& uma resposta
oxidativa por parte da célula na presenca do parasita. 1Sso ocorre no mesmo tempo em
que o indice de associagdo aumenta, sugerindo que o parasita ndo esta sendo afetado pelos

EROs ou que este possa estar evadindo esse mecanismo de defesa.
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E interessante avaliar que a producéo de EROs em células de carrapato é associada
principalmente ao processo de fagocitose realizado pelos hemdcitos, células do sistema
imune inato dos carrapatos responsaveis pela resposta celular frente aos patdgenos, como
um dos principais mecanismos de morte de microrganismos fagocitados (Pereira et al,
2001). Nossos resultados mostram esse mesmo aumento, porém, em uma linhagem
embrionaria de células de carrapato. Além disso, EROs esta associada a uma das
principais formas que os macrofagos controlam a infeccdo por Leishmania em mamiferos,
porém, nossos dados de interacdo com L. infantum no tempo de 48h ndo mostra nenhuma
evidéncia de que esse mecanismo esteja sendo bem-sucedido no controle dos parasitos
quando estes interagem com células de carrapatos. Dahmani e colaboradores, 2020
mostraram que Anaplasma phagocytophilum, uma bactéria vetorizada por carrapato, é
capaz de evadir esse mecanismo de resposta oxidativa através da via da quinurenina, uma
via antioxidante de degradagio do triptofano e formacdo de NAD®. E interessante
ressaltar que Phlebotomus papatasi, um vetor conhecido de Leishmania, apresenta duas
copias dos genes que codificam de uma das principais enzimas dessa via (Quinurenina
aminotransferase - KAT), assim como os Ixodideos. Isso pode sugerir um dos
mecanismos que possibilitam esse artropode vetorizar o parasito Leishmania de forma
bem-sucedida. Além disso, 2 metabdlitos da via da quinurenina, o &cido xanturénico e o
acido quinurénico, atuam como reguladores da producdo de ROS na célula, sendo
responsaveis por ndo permitir seu acimulo ap6s a infeccdo e removendo os ions reativos
para proteger as células do dano oxidativo. Isso contribui para a manutencdo do

hospedeiro vivo e permite que ele vetorize o parasito para outros individuos.

Por definigéo, parasitas sdo organismos que se utilizam dos componentes do seu
hospedeiro para manter sua homeostase. Este fato ocorre principalmente quando se trata
de hemoparasitos transmitidos por um vetor artropode, que precisam, em ao menos um
estagio de sua vida, de nutricdo por componentes do sangue. Dessa forma, ndo € incomum
observar que esses organismos utilizam varias moléculas como carboidratos, proteinas e
lipideos como fonte de energia para a manutencdo do seu metabolismo. Um dos
componentes mais abundantes no sangue séo os lipideos, como acidos graxos e colesterol,
e cada vez mais pesquisas tem mostrado que os parasitos vetorizados por artropodes
necessitam dos lipideos de seus hospedeiros como principal fonte de energia para sintese
de biomoléculas e para manter sua homeostase. Os lipideos sdo componentes

hidrofobicos, que formam as membranas celulares, ativam vias de sinalizacéo e sao fontes
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de energia. Essas moléculas possuem uma capacidade de fornecer mais de 2 vezes a
energia obtida por uma molécula de carboidrato (O"Neal et al, 2020, Toprak et al, 2020).
Assim, buscamos analisar se a composicao lipidica das células de carrapato IDES8 era
alterada durante a infecgdo com Leishmania em comparacao com as células controles ndo
infectados. Na primeira analise pela HP TLC, vimos uma diferenca significativa na
presenca de oxiesterol nas células IDES8 infectadas. O oxiesterol € um lipideo derivado de
colesterol, que pode ser formado a partir da oxidacdo enzimética, oxidacdo nao
enzimatica ou adquirido através da alimentacdo. No caso da oxidacdo ndo enzimatica, o
colesterol é oxidado facilmente em presenca de espécies reativas de oxigénio, consistindo
na primeira etapa da peroxidacdo lipidica, tida como uma via “antioxidante” do colesterol
por alguns autores (Girao et al, 1999).

Em células de mamiferos, o oxiesterol ja teve diversos efeitos biologicos descritos
como a citotoxidade e atividade antiproliferativa em células tumorais. Além disso regula
a homeostase do colesterol, modulando a atividade de 2 familias de fatores de transcrigéo,
SREBP e LXR (proteinas de ligacdo do elemento regulador de esterol e receptores X do
figado, respectivamente). A inibicdo de SREBP regula a biossintese de &cidos graxos e
colesterol e a captacdo de colesterol, exercendo um efeito inibitério em uma enzima
importante na biossintese do colesterol, a hidroximetil glutaril coenzima A (HMG- CoA).
Ja a ativacdo de LXR induz o efluxo de colesterol e a sintese dos &cidos graxos. Assim,
altos niveis de oxiesterol no organismo, resultando de grande acimulo de colesterol, inibe
a sua captacao ao mesmo tempo que promove a sua remocao de dentro da célula. (Wang
et al, 2008; Silva, Carvalho e Melo, 2011; Choi e Finlay, 2020).

Além disso, o oxiesterol ja foi discutido como um importante imunomodulador em
mamiferos. Bazin e colaboradores, 2006 mostraram que na infecgdo por Leishmania spp,
a adicdo de moléculas de oxiesterol a compostos com atividade leishmanicida aumentava
a inibicdo do crescimento do parasita e causava sua morte celular, inclusive de cepas
modificadas para serem resistentes a anfotericina B, droga usada no tratamento da
leishmaniose. Nossos dados sugerem que a presenca do parasita causa um aumento no
oxiesterol, 0 que baseado nos dados de Bazin e colaboradores, poderia ser um indicativo
de uma resposta regulatoria das células de carrapato sobre os parasitas em multiplicacao.
Além disso, esse aumento foi observado apos 48h, coincidindo com o aumento da
producdo de EROS. Isso pode favorecer a via ndo enzimética de formacéo do oxiesterol.
N&o avaliamos até o momento se ha alguma diferenca na quantidade de colesterol total
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da amostra, mas avaliaremos no futuro se ha ou ndo o aumento da peroxidac&o lipidica,

sugerindo que essa via estaria sendo modulada pela infeccao.

Seguindo as andlises lipidicas das células vimos uma modulagdo significativa dos
glicerolipideos nas células IDE8 infectadas em comparacdo com as células controle. Em
24 horas observamos, tanto nas células infectadas quanto nas células nao infectadas, uma
grande quantidade de TAG, que vai decaindo em 48 e 72h. Os insetos, como a maioria
dos animais, armazenam grandes quantidades de energia na forma de triacilglicerois
(TAG) em varios 6rgéos, sendo um deles o corpo gorduroso, em estruturas celulares
chamadas de goticulas lipidicas ( LD- em inglés “lipid droplets”) (Soulages et al, 2015).
Existem 2 vias que podem resultar na sintese de TAG. A primeira € a via do
monoacilglicerol (MAG). Nessa via 0 MAG sofre a agdo da monoacilglicerol
aciltransferase (MGAT) e é convertido a DAG, que por sua vez € convertido a TAG,
catalisado pela acdo da diacilglicerol aciltransferase (DGAT). A segunda €é a via do
glicerol-3 —fosfato (G3P). O G3P é convertido a acido fosfatidico (PA) através de 2
reacOes sucessivas catalisadas por glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) e acido
lisofosfatidico aciltransferase (LPAAT). Em seguida o PA € fosforilado pela PAP- &cido
fosfatidico fosforilase- e convertido em DAG, gue segue na via de forma semelhante a
via do MAG (Figura 24). Ambas as vias convergem na formacdo do DAG. Essas vias
regulam a quantidade de TAG em reserva ou a disponibilizacdo de glicerolipideos e
acidos graxos para a célula (Shi e Cheng, 2009). As reservas de TAG por sua vez podem
ser mobilizadas de acordo com a necessidade da célula. A via de degradacdo de TAG
causa sucessivas hidroélises catalisadas por lipases que tornam as moléculas disponiveis
para o transporte até os tecidos alvo, como o caso de DAG, que pode ser transportado
atraves da hemolinfa. Nesse processo também sao liberados acidos graxos livres, que se
ligam a lipoproteinas e sdo encaminhados para via de B-oxidacdo, para gerar energia ou

intermediarios de outras vias (Heier e Kiihnlein , 2018).

Algumas células de mamiferos, como BMM e células dendriticas, quando infectadas
com Leishmania spp, mostraram um aumento na sintese de TAG (Lecoeur et al, 2013;
Rabhi et al 2016). Além disso, Xu et al, 2012 mostrou que a aciltransferase DGAT2 tem
um papel importante na formagdo dos LD. Esses mecanismos de regulacdo foram
mostrados para varios microrganismos (Khovidhunkit et al, 2004; Feingold e Grunfeld,
2012, Rabhi et al 2016). Estudos sobre metabolismo lipidico em insetos vetores durante
infeccéo nos modelos Aedes aepypti e Plasmodium gallinaceum e/ou Rhodnus prolixus
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e Trypanosoma. rangeli mostram alteragdes nas lipoproteinas do inseto. Em células de
linhagem de Aedes albopictus infectadas com o virus da dengue foi observado um
aumento na biossintese de PL, esfingolipideos e TAG, como consequéncia da ativacao do
FAS (4cido graxo sintase). De forma semelhante, foi observado no modelo de infeccdo de
células de linguagem de A. albopictus com o virus Zika uma alteracéo no perfil lipidico das
células com acumulo de vaérios lipideos, principalmente PL (Godim et al, 2018). Nossos
dados mostram que concomitantemente a diminuicdo de TAG de 24 para 48h, hd um
aumento significativo em todos os metabolitos da via de degradacéo de TAG como MAG,
0s DAG - 1,2 D e 1,3 D e os &cidos graxos livres. Isso pode sugerir que a célula de
carrapato recrutou moléculas de energia para auxiliar a controlar a infeccdo por
Leishmania infantum, ou que o parasito modulou o metabolismo lipidico na linhagem
célula de carrapato, consumindo o TAG sintetizado pela célula. No Gltimo caso, a célula
hospedeira estaria com deficiénciaem TAG, e estaria sintetizando os precursores lipidicos
necessarios para formar novamente seu estoque energético. Para elucidar quais desses
mecanismos poderia ser avaliado a expressdo das enzimas da via de sintese e degradacao

de TAG ou poderia ser medido a atividade dessas enzimas propriamente ditas.

Viado Via do glicerol-3-
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Figura 24. Via de sintese de TAG. Fonte: Shi e Cheng, 2009- Traduzido e
modificado.
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Em seguida, observamos o aumento de CHOE nas células IDES infectadas até as
48h. O colesterol é esterificado a CHOE através da enzima ACAT (colesterol
acetiltransferase) e pode ser estocado nos LD. E interessante observar que um estudo com
Miltefosina, uma droga usada no tratamento da leishmaniose visceral, mostrou que esse
farmaco causa o0 aumento na quantidade de colesterol em uma amostra de promastigotas
tratadas e uma diminui¢cdo no ergosterol, Unico lipideo que os parasitas do género
Leishmania possuem a capacidade de sintetizar e que ndo esta presente em hospedeiros
mamiferos, (Yao e Wilson, 2016) indicando uma associagdo entre uma maior quantidade
de colesterol e a morte do parasito (Rakotomanga et al, 2007). Outro estudo mostra que
ha& um aumento de colesterol quando o parasita se encontra em fase estacionaria, em
comparagdo com a fase de crescimento exponencial (Yao e Wilson, 2016), o que sugere
uma correlagéo entre uma quantidade maior de colesterol e a auséncia de crescimento da
cultura. Nossos dados mostram que ha um aumento no indice de associa¢do do parasita
entre 24 e 48h. Isso coincide com o aumento na quantidade de colesterol esterificado,
originado através de reacGes que consomem o colesterol. 1sso sugere que 0 aumento que
vemos no indice de associacdo pode ser devido a um ambiente mais favoravel a

multiplicacdo do parasito.

Até o momento apenas dois trabalhos viram alteracbes no perfil lipidico de
carrapatos in vivo desafiados com fungo e com bactéria, respectivamente (Sa et al., 2018;
Hoxemeier et al. 2017). Foi observado que ninfas de I. scapularis alimentadas em animais
infectados com Borrelia burgdorferi e B. mayonii possuiam uma quantidade de colesterol
total baixa no grupo controle ndo infectado e nos grupos infectados nos dias 0 e 1. ApGs
o0 dia 1, o colesterol comecou a se acumular nos grupos de carrapatos ndo infectados,
enguanto os grupos infectados com B. burgdorferi e B. mayonii demonstraram uma
abundancia menor, indicando potencialmente uma maior aquisicdo de colesterol pelas
espiroquetas. No dia 3 pos infeccdo observa-se que o grupo de ninfas infectadas por B.
burgdorferi aumentam o colesterol acima dos grupos de carrapatos controle e infectados
com B. mayonii, essa tendéncia ao longo do tempo em grupos de carrapatos infectados
por B. burgdorferi pode refletir o colesterol recebido na alimentacdo sendo usado para a
remodelacdo da membrana do carrapato e para energia metabdlica (Hoxemeier et al,
2017). Em outro estudo usando R. microplus desfiados com fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae foi observado um aumento em 24 e 48 h pos-indculo de
triacilglicerol e &cidos graxos. Foi demonstrado que a sintese de TAG depende do

metabolismo ativo dos fungos, pois a presenca de conidios mortos nao produziu
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mudancgas significativas na producdo de TAG. No entanto, a sintese de &cido graxo parece
estar associada a presenga fisica de produtos do patdgeno e depende de tempo. (S& et al,
2018).

Em outro estudo, a linhagem de células de Ixodes scapularis ISE6 foram
infectadas com o virus Langat virus (LGTV), um flavivirus menos virulento usadocomo
modelo de infecgdo in vitro para flavivirus transmitidos por carrapato (TBFs), embora o
I. scapularis ndo seja seu vetor natural. Os dados mostraram que diversas proteinas
relacionadas ao metabolismo da célula de carrapato estavam alteradas durante a infeccao,
entre elas, ACATL1 que utiliza metabdlitos de Coenzima A (CoA) durante 0 metabolismo
de acidos graxos e a VNN, uma proteina ancorada por glicosilfosfatidilinisotol (GPI)
envolvida no remodelamento lipidico e sugerem que a diminui¢do da expressao destas

diminui a replicacdo viral (Grabowiski et al, 2017).

Ao analisarmos essas diferencas no processo metabdlico dos lipideos nas células
IDES8 infectadas com Leishamnia podemos obter uma compreensdo mais detalhada dessa
interagdo, bem como explorar a variagdo encontrada. Esse conhecimento pode auxiliar e
facilitar a descoberta de vias para outros modelos de patdgenos que sejam
reconhecidamente transmitidos por carrapato e com potencial utilidade para novos

métodos de controle dentro do carrapato vetor.

7. CONCLUSOES

Neste estudo buscamos estabelecer como modelo experimental de baixo custo o
uso das linhagens embrionéarias de célula de carrapato na pesquisa de hemoparasitos
vetorizados por artrépodes. Nossos resultados mostraram que ha uma intima associacdo
entre 2 espécies do género Leishmania com a linhagem IDES8, proveniente de Ixodes
scapularis. Essa taxa € crescente para a espécie L. infantum, com sua maior associacao
com as células de linhagem em 48h. Mostramos também que nédo ha perda de viabilidade
por parte das células de linhagem apds a infec¢do por ambas as espécies de Leishmania e
nem dos parasitas apos 48h de interacdo. Além disso, ha indicios de que as células reajam
a presenca do parasito pela producdo de EROs, sabidamente toxico aos parasitos.

Registramos também uma modulacéo de grupos de lipideos em decorréncia da
infeccdo por L. infantum. Ressaltamos a importancia do aumento do oxiesterol, muito

associado em diferentes estudos como modulador da via de biossintese do colesterol e 0
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aumento do colesterol esterificado, que tem sido relacionado com o controle do
crescimento ou morte do parasito.

Assim, mostramos que dados obtidos em modelos j& bem estabelecidos na
literatura estdo em conformidade com nosso modelo e por isso propomos o uso das
linhagens embrionarias como uma nova ferramenta, barata e precisa, a ser utilizada na

busca por se entender melhor os aspectos bioquimicos da interacdo vetor x patdgeno.
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