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RESUMO

As leishmanioses sao importantes doencas negligenciadas causadas pelo parasito
Leishmania spp. e sao transmitidas por flebotomineos, sendo Lutzomyia longipalpis
o principal vetor do agente causador de leishmaniose visceral nas Américas. As
metodologias de controle da leishmaniose baseadas no tratamento dos doentes,
controle vetorial utilizando-se inseticidas e eutanasia de caes infectados ndo séo
eficientes, resultando em cerca de 1,5 milhao de casos registrados anualmente em
todo o mundo, o que aponta uma necessidade de se desenvolver novas estratégias
e intervengbes para o controle da doenga. A bactéria Wolbachia pipientis esta
sendo usada para o controle de arbovirus transmitidos por mosquitos, como os
virus da Dengue e Zika, e sua introdugao em vetores de patégenos causadores de
doencas foi eficaz contra parasitos como o Plasmodium. Neste trabalho,
mostramos o primeiro estabelecimento bem-sucedido da W. pipientis em duas
diferentes linhagens celulares embrionarias de L. longipalpis, LL-5 e Lulo, e
analisamos seus efeitos no sistema imune inato destas células, seguido pela
interacdo in vitro de Leishmania infantum com células transfectadas por Wi
pipientis. Nossos resultados mostram que apos diversas tentativas, a cepa wMel
nao foi capaz de estabelecer uma infeccdo estavel em nenhuma das linhagens
celulares de flebotomineos. Por outro lado, a cepa wMelPop-CLA foi capaz de
infectar e se manter nas células Lulo em alta densidade, enquanto que em LL-5 em
niveis mais baixos. As células LL-5 responderam as cepas wMel e wMelPop-CLA
nas primeiras 72 horas poés-infeccao, através da expressdao de peptideos
antimicrobianos e Oxido nitrico, resultando na diminuicdo da deteccdo de W.
pipientis nos estagios iniciais da infec¢do. A presenga de W. pipientis, apdés uma
infeccéo estavel em LL-5, ndo causou nenhum efeito na expressdo de genes do
sistema imune. Ja nas células Lulo com infeccao estavel por W. pipientis, a
expressao de genes de imunidade envolvidos com a regulacdo negativa das vias
imunes inatas de IMD, Toll e Jak-Stat foi significativamente reduzida, em
comparacdo com o controle ndo infectado, sugerindo ativacdo imune apods
transinfeccdo por W. pipientis. Além disso, a transinfeccdo por W. pipientis n&o
promoveu um efeito negativo sobre a carga parasitaria de L. infantum nessas
células. Interessantemente, a presenca de W. pipientis diminuiu significativamente
a carga viral de um dos virus enddgenos presentes naturalmente nesta linhagem
celular, em comparagdo com o controle ndo infectado. Como conclusdo, as
respostas imunes iniciais fortes observadas em células LL-5 podem explicar a
ineficiéncia de infecgbes estaveis e com alta densidade nessas células. Em relagao
as células Lulo, a alta densidade indicou que esta linhagem se apresentou mais
permissiva a infeccao por W. pipientis, causando um efeito no sistema imune inato,
mas nao contra a interacao in vitro de L. infantum. Isto estabelece as células Lulo
como um bom sistema para a adaptacao de W. pipientis em L. longipalpis.

Palavras-chave: Wolbachia, Lutzomyia longipalpis, célula Lulo, célula LL-5,
Leishmania infantum




ABSTRACT

Leishmaniases are important neglected diseases caused by the parasite
Leishmania spp. and transmitted by phlebotomine, with Lutzomyia longipalpis being
the main vector of visceral leishmaniasis in the Americas. The methods for
Leishmaniasis control are based on patient treatment, vector control using
insecticides and the euthanasia of infected dogs, which are not effective, resulting in
about 1.5 millions of recorded cases annually worldwide. This indicates the need for
new strategies and interventions for Leishmaniases control. The bacterium
Wolbachia pipientis is being used to control mosquito-borne arboviruses, such as
Dengue and Zika viruses, and its introduction into invertebrate vectors has been
effective against the parasite Plasmodium. In this study, we show the first
successful establishment of W. pipientis into two different embryonic cell lines of L.
longipalpis, LL-5 and Lulo, and its effects on the innate immune system of these
cells has been analyzed, followed by the in vitro interaction of Leishmania infantum
with the phlebotomine cell lines transinfected with W. pipientis. Our results shown
that after several attempts, the wMel strain was not able to establish a stable
infection in any of the phlebotomine cell lines. On the other hand, the wMelPop-CLA
strain was able to infect and maintain stable at high densities into Lulo cells, while
into LL-5, the density was kept in lower levels. The immune system of LL-5 cells
responded to the wMel and wMelPop-CLA strains in the first 72 hours post-
infection, through the expression of antimicrobial peptides and nitric oxide, resulting
in decreased detection of W. pipientis at early stages of infection. After stable
infections, the presence of W. pipientis had no effect on the expression of immune
system genes. In Lulo cells with stable infection, the expression of immune genes
that control negatively the immune pathways IMD, Toll e Jak-Stat was significantly
decreased, in comparison with the uninfected control, which suggests the activation
of immune genes after the W. pipientis transinfection. Furthermore, the W. pipientis
transinfection did not promote a negative effect on the parasite load of L. infantum
in Lulo cells. Interestingly, the presence of W. pipientis significantly decreased the
viral load of one of the endogenous viruses in this cell line, compared with the
uninfected control. In conclusion, the strong initial immune responses observed in
LL-5 cells may explain the inefficiency of stable infections with W. pipientis and also
its low density. In Lulo, the high density indicated that this line was more permissive
to W. pipientis infection, causing an effect on the innate immune system, but not
against the in vitro interaction of L. infantum. This points out Lulo cells as a good
system for the adaptation of W. pipientis into L. longipalpis.

Key-words: Wolbachia, Lutzomyia longipalpis, Lulo cells, LL-5 cells, Leishmania
infantum
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1 Introducao

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas endémicas em 98 paises, com uma
incidéncia anual de 0,7 a 1,2 milhdes de casos para as formas tegumentares (figura
1A), cerca de 300.000 novos casos de leishmaniose visceral (figura 1B) e estima-
se que mais de 1 bilhdo de pessoas vivam em area de risco de transmissao
(PIGOTT et al., 2014; WHO, 2014).

Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Peru, Brasil,
Afeganistao, Ira, Paquistdo, Colémbia, Argélia, Arabia Saudita e Siria, enquanto
que, para leishmaniose visceral, a mesma propor¢ao dos casos ocorrem em
Bangladesh, Brasil, india e Sudao e, para a forma muco cutanea, a grande maioria
ocorre no Brasil, Peru e Bolivia (DESJEUX, 1996; WHO, 2016).

As leishmanioses tém sido associadas com areas rurais, peri-rurais e de
pobreza, mas atualmente elas tém se adaptado também a ambientes urbanos, e
em varias regides do globo, como em areas tropicais, subtropicais, sudeste da
Europa, Américas e Asia (HERWALDT, 1999; MARKLE et al., 2004, PIGOTT et al.,
2014).

No Brasil, o primeiro registro da ocorréncia de leishmaniose cutanea ocorreu
em 1913 em material originado do municipio de Boa Esperanca, no Mato Grosso, e
o primeiro relato de leishmaniose visceral ocorreu em 1934, quando foi feito o
diagnéstico em pacientes com suspeita de febre amarela (PENNA et al., 1934).
Atualmente, no pais, cerca de 20.000 e 3.000 casos de leishmaniose tegumentar e
leishmaniose visceral foram relatados por ano, respectivamente, no periodo de
2007 a 2015 (PORTAL DA SAUDE, 2015). A doenca se estabeleceu, na década de
80, em centros urbanos do pais principalmente devido a migragdes internas, a
elevada populagao de caes (importante reservatorio urbano) e a alta adaptabilidade
da espécie Lutzomyia longipalpis (principal vetor de Leishmania infantum nas

Américas) as areas com a presenca do homem (HARHAY et al, 2011).
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As leishmanioses s&o causadas por mais de 20 espécies de
tripanossomatideos do género Leishmania sp., as quais podem desenvolver para
uma das trés principais formas da doenca: cutdnea, muco cutanea ou visceral
(WHO, 2016). A forma cutanea, a mais comum das trés formas, pode causar
feridas crénicas na pele que, se nado tratadas, estas ndo cicatrizam; a muco
cuténea, a forma mais desfigurante, afeta principalmente nariz, boca e garganta, o
que pode deformar o tecido da regido; e a visceral, a qual os parasitos afetam
orgaos vitais como baco e figado e, se néo tratada, pode evoluir para morte, sendo
esta a mais séria dentre os trés tipos da doenca (HERWALDT, 1999; WHO, 2016).

I complatamente ausente

Indeterminado

B corpletaments presente

I completamente ausents

Indeterminado

B complctamente presente

Figura 1: Distribuicdo das leishmanioses baseada em casos notificados. Evidéncia da
presenca da doenca de acordo com a escala de cores, sendo verde ausente e em vinho areas com
alta transmissédo. Os pontos em azul indicam pontos de ocorréncia. Em (A) esta representada a
distribuicdo da leishmaniose cuténea, enquanto que em (B) a forma visceral (modificado de PIGOTT
et al, 2014).



18

1.2 Transmissao

A transmissdao dos parasitos causadores das leishmanioses ocorre
principalmente através da picada de fémeas de flebotomineos de diferentes
especies, sendo estes insetos os hospedeiros invertebrados de espécies de
Leishmania sp. (KILLICK-KENDRICK, 1999). Atualmente, estima-se que existam
cerca de 1000 espécies de flebotomineos descritas, com aproximadamente 277
destas descritas no Brasil (SHIMABUKURO et al., 2017). Destas 1000 espécies
descritas, aproximadamente 30 estdo envolvidas na transmissao de parasitos do
género Leishmania (BATES, 2007; ANDRADE-FILHO et al., 2017). Outras formas
de transmissdo, mas pouco comuns, sao através de transmissao congénita e
parenteral, como por exemplo, através de transfusdo sanguinea, compartilhamento
de seringas contaminadas ou acidente laboratorial (HERWALDT, 1999; CARDO,
2006).

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes a familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae e ordem Diptera, possuindo seis subtribos
(Phlebotomina, Australophlebotomina, Brumptomyiina, Sergentomyiina,
Lutzomyiina e Psychodopygina) e os géneros de flebotomineos contendo
importantes vetores do parasito sdo Phlebotomus e Lutzomyia (YOUNG &
DUNCAN, 1994; AKHOUNDI et al., 2016). Estes insetos sdo bastante pequenos,
com cerca de 2-3mm de comprimento, seu voo € silencioso, possuem O corpo
coberto de cerdas, quando pousam mantém as asas semi-abertas sobre o
abdémen, possuem preferéncia por locais umidos e sdo mais ativos na fase
crepuscular e noturna (KILLICK-KENDRICK, 1999; PIGOTT et al., 2014).

Tanto os machos como as fémeas necessitam de se alimentar de substancias
acucaradas tais como seiva de plantas, néctar de flores e secregbes acucaradas de
insetos parasitos de plantas como fonte de energia (MOLYNEUX et al., 1991;
HAMILTON & NAIEM, 2000). A alimentagdo sanguinea € exercida apenas pelas
fémeas e esse tipo de dieta propicia nutrientes para a maturagdo do ovario e produgéo
de ovos (YOUNG & DUNCAN, 1994).

O parasito do género Leishmania foi descoberto por Cunningham em 1885 e

este mesmo parasito foi descrito por Leishman e Donovan em 1903, a partir do
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isolamento do parasito em baco de pacientes da india, sendo denominado
Leishmania donovani, 0 qual foi posteriormente concluido que se tratavam do
mesmo protozoario (CUNNINGHAM, 1885; DONOVAN, 1903; LEISHMAN, 1903).
Este género abrange protozoarios da familia Trypanosomatidae, os quais se
subdividem em subgéneros de acordo com o desenvolvimento no intestino do vetor
e/ou distribuicao geografica, sendo os principais do subgénero Leishmania e
Viannia (LAINSON & SHAW, 1987; SHAW, 1994).

Ha diversas espécies causadoras das leishmanioses, sendo que, dentre as
30 espécies causadoras das diferentes formas da doenca em mamiferos, 21 delas
tem a capacidade de infectar o homem (DPDx, 2015). Dentre as espécies
causadoras mais comuns de leishmaniose tegumentar temos: Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana, Leishmania guyaniensis, Leishmania major,
Leishmania tropica, Leishmania naiffi Leishmania shawi, Leishmania lainsoni,
Leishmania amazonensis (GONTIJO & CARVALHO, 2003; MCCALL et al., 2013).
Ja para leishmaniose visceral, as principais espécies sao Leishmania donovani e

Leishmania infantum (sinonimia Leishmania chagasi) (MCCALL et al., 2013).

1.3 O ciclo da Leishmania

O ciclo da Leishmania constitui-se de dois estagios, também chamado de
heteroxénico, sendo um destes com a sua ocorréncia dentro do flebotomineo vetor,
e o outro no reservatorio ou hospedeiro vertebrado (figura 2). Os hospedeiros
vertebrados podem ser diversos mamiferos, como caes domésticos, roedores,
preguicas, marsupiais € o homem como hospedeiro acidental, o qual parece nao
ter papel importante na manutengao do ciclo na natureza, com excecéo da india,
onde o ciclo é principalmente antroponético (GONTIJO & CARVALHO, 2003;
PIGOTT et al., 2014; DPDx, 2015).

Os parasitos causadores destas doengas possuem diferentes formas
evolutivas no seu ciclo de vida, sendo estas conhecidas genericamente como
amastigotas e promastigotas. O estagio evolutivo denominado amastigota é

encontrado principalmente no interior de células do sistema monocitico fagocitario dos
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hospedeiros vertebrados e possui forma arredondada ou oval, sendo seu flagelo
rudimentar e nao exteriorizado. Por outro lado, as promastigotas sao encontradas
principalmente no tubo digestivo dos insetos vetores e apresentam formato alongado e
um flagelo livre (GONTIJO & CARVALHO, 2003; McCALL et al., 2013).

Flebotomineos adultos apresentam boa longevidade em campo e, para
manutengéo do ciclo na natureza, as fémeas precisam fazer um repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado infectado com Leishmania sp. € permanecerem cerca
de duas semanas no ambiente, sendo este tempo suficiente para transmitirem o
parasito para o hospedeiro sadio (CASANOVA et al., 2009).

O ciclo se inicia quando uma fémea de flebotomineo dilacera os tecidos do
hospedeiro vertebrado, incluindo vasos sanguineos, para realizacdo da telmofagia.
Assim, é formado um concentrado de sangue e células na pele do hospedeiro, onde a
fémea ingere os parasitos na forma amastigota livres ou dentro de macréfagos
(BATES et al., 2007).

A transicao entre o hospedeiro vertebrado e o vetor faz com que o parasito se
desenvolva para a forma promastigota prociclica no intestino do flebotomineo através
de mudancas fisiolégicas como mudancas do pH intestinal, diminuicdo da temperatura
e acao de enzimas digestivas (BOROVSKY & SCHLEIN, 1987; KILLICK-KENDRICK,
1990; DOSTALOVA & VOLF, 2012). Estas novas formas possuem um flagelo curto,
pouca movimentacdo e se limitam ao interior da matriz peritréfica, onde se
proliferam através de fissdo binaria (BATES et al., 2007).

Apbs escaparem da matriz peritréfica através da expressado e secrecdo de
quitinases, estes parasitos diminuem sua proliferacao e adquirem uma forma mais
alongada e mével chamada de nectomonada, as quais se aderem as células do
epitélio (dependendo do subgénero), através do LPG (lipofosfoglicano) que cobre
todo o corpo do parasito, para evitar que sejam expelidas durante a excregcao de
dejetos originarios do final da digestao (BATES et al., 2007; DOSTALOVA & VOLF,
2012).

Em seguida, de acordo com o subgénero, os parasitos migram para a regiao
toracica do tubo digestivo médio e colonizam a valvula do estomodeu, sendo este
um processo essencial para uma transmissao efetiva, uma vez que os parasitos
secretam quitinases que causam danos a quitina que reveste esta valvula. A

mesma perde sua funcao, que é de impedir o refluxo de sangue para o intestino
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anterior durante a hematofagia (SCHLEIN et al., 1983; ROGERS et al., 2002). Além
disso, nesta regido, os parasitos transformam-se em outro tipo morfolégico
denominado formas leptomonadas que, além de continuarem a replicacdo do
parasito, secretam wuma matriz gelatinosa formada principalmente por
proteofosfoglicanos filamentosos denominada de PSG (do inglés “promastigote
secretory gel”) que obstrui a regido toracica do intestino médio e intestino anterior,
mantendo a valvula do estomodeu constantemente aberta (ROGERS et al., 2004).
Ao mesmo tempo em que ocorre a produgdo de PSG, a queda de pH e exaustao
de nutrientes observados nesta etapa do ciclo evolutivo de Leishmania induz a
transformacao dos parasitos nas formas metaciclicas altamente moveis, com
menor tamanho celular e um longo flagelo livre que é regurgitada e liberada na pele
do hospedeiro vertebrado durante o novo repasto sanguineo (KILLICK-KENDRICK,
1990; DOSTALOVA & VOLF, 2012). O dano causado pela secrecéo de quitinase,
aliado a obstrucao do tubo digestivo pelo PSG sé&o, desta forma, responsaveis pela
transmissao de espécies de lLeishmania por flebotomineos aos hospedeiros
vertebrados.

O hospedeiro vertebrado, no momento da picada do flebotomineo infectado,
adquire as formas promastigotas metaciclicas do parasito que, em poucos minutos,
sdo fagocitadas por células fagociticas, como neutrofilos e macréfagos, sendo
estes os mais importantes para a proliferacao dos parasitos (PETERS et al., 2008).
Apbs internalizacdo, as formas promastigotas comegcam a se diferenciar em
amastigotas, se multiplicam dentro do fagolisossomo até que a célula se rompa,
liberando os parasitos que podem assim infectar novos macréfagos ou outras
células em diferentes tecidos (PETERS et al., 2008; LIU & UZONNA, 2012).
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Figura 2: Ciclo da Leishmania nos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Desenho
esquematico demonstrando a manutencéo do ciclo de transmissdo da Leishmania que ocorre no

flebotomineo vetor e no hospedeiro mamifero (FREZARD, 2015).

1.4 Prevencgao e controle

Atualmente ndo ha vacinas e drogas eficazes disponiveis capazes de
prevenir a infeccao de leishmaniose visceral em humanos, sendo a melhor forma
de controle um conjunto de estratégias contra a picada do inseto vetor, além de
diagnoéstico precoce, tratamento adequado, controle de animais reservatérios do
parasito, evitar lixo organico para reduzir as chances de proliferacdo do inseto e
controle do vetor com o uso de inseticidas. Mesmo assim os numeros de casos
continuam elevados (WHO, 2014; DPDx, 2015).

O uso de inseticidas ainda tem sido utilizado para o controle de
flebotomineos. O uso do piretréide lambdacialotrina foi responsavel pela reducao
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do risco da forma cutdnea da doenca em 60% em Kabul e em 54% nos Andes
Peruvianos, mas ainda nao se sabe o efeito em massa da reducdo da populagao
dos insetos no ambiente (DAVIES et al., 2003). De acordo com o Manual de
Vigilancia Sanitaria do Brasil, os produtos empregados no pais sao a cipermetrina e
deltametrina, os quais s&o aplicados em borrifagées no periodo do ano em que se
observa o aumento da densidade do vetor e, nas areas com transmissao moderada
ou intensa, é necessaria uma segunda aplicacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).
Em estudos feitos com ambos inseticidas, foi observado que, apesar das espécies
vetoras serem sensiveis aos inseticidas dentro do domicilio borrifado (e esta
protecdo ndao se mantém em areas fora do mesmo), o efeito residual dos
inseticidas tem uma duracdo de apenas 2 a 4 meses, o que limita a eficacia do
método (BARATA et al., 2001).

Outra forma de evitar a picada do vetor na leishmaniose visceral é o uso de
mosquiteiros, devido ao fato deste se alimentar preferencialmente dentro das
casas. Um estudo no Nepal mostrou que o uso de mosquiteiros reduziu em 70% as
chances de se adquirir leishmaniose visceral (BERN et al.,, 2000) e, se tratadas
com piretréides, reduziu entre 64 e 100% as chances do inseto se alimentar do
homem, segundo um estudo na Siria (TAYEH et al., 1997). O uso de mosquiteiros
com inseticidas mostrou uma melhor protecdo, mas esta metodologia ainda néao foi
introduzida em programas de controle em outros paises cuja incidéncia é elevada,
além da auséncia de estudos relacionados ao impacto da redu¢ao da populagao de
flebotomineos nestas regides e no ecossistema (DAVIES et al., 2003).

As estratégias para o controle zoonético de leishmaniose visceral consistem
em diagnéstico precoce e tratamento com drogas antimoniais com elevado custo e
altamente téxicas (GAVGANI et al., 2002). Em alguns paises, como China e Brasil,
tém se aplicado medidas de controle de caes, sendo estes importantes
reservatoérios do parasito, através da eutanasia dos mesmos. Esta metodologia se
mostrou efetiva na China (XU, 1989), mas no Brasil, onde uma das diretrizes do
Programa de Vigilancia e Controle da leishmaniose Visceral (PVCLV) era a
eutanasia de caes infectados, o numero de casos continuou a subir, o que
demonstrou a baixa eficacia da metodologia em diferentes regides, podendo ser
devido a nao importancia de caes como reservatoérios do parasito em determinadas
areas (LACERDA, 1994; VON ZUBEN & DONALISIO, 2016). Outro método para
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controle visando o cao doméstico consiste do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina, o que reduz as chances de picada do animal por flebotomineos e,
mais recentemente, o uso de vacinas, os quais se mostram efetivos na reducao de
casos nos locais onde os caes possuem importante papel na transmissdo da
doenca (GAVGANI et al., 2002).

Vacinas para leishmaniose também tém sido utilizadas como forma de
controle da doenca. As vacinas de primeira geracao utilizavam promastigotas vivos
para imunizar individuos que viviam em areas endémicas, mas devido aos graves
efeitos adversos, seu uso foi descontinuado (MODABBER, 2000). Além disto,
foram feitos testes utilizando vacinas com parasitos mortos ou atenuados, o que
apresenta uma grande diversidade de antigenos. Estas vacinas induziram a
proliferacdo de varias células de defesa, anticorpos e, assim, poderiam promover
uma protecao contra Leishmania, mas estas vacinas apresentam baixa estabilidade
e eficacia, além de nao serem consideras seguras em comparagao com outras que
apresentam subunidades ou proteinas do parasito (GIUNCHETTI, et al., 2007,
FIUZA et al., 2013). Existem diversas vacinas que podem conferir protecao contra
leishmanioses, mas nao foram ainda testadas em humanos para que, caso
eficazes, sejam disponiveis para a populacdo (GHORBANI &FARHOUDI, 2018).

Diante das limitagbes dos programas de prevencao e controle das
leishmanioses, ha a necessidade urgente de estudos a procura de estratégias
alternativas e complementares. Recentemente, com o potencial uso de bactérias
simbiontes obrigatérias no combate de doencas transmitidas por insetos vetores,
esta tem se tornado uma importante estratégia, uma vez que pode reduzir a
capacidade de um artrépode vetor em transmitir o organismo patdgeno para o
homem (MOREIRA et al., 2009; HOFFMANN et al., 2011). A bactéria em questao é

denominada Wolbachia pipientis.

1.5 Wolbachia pipientis como medida de controle

Atualmente, a abordagem para controle de doencas veiculadas por insetos

vetores que consiste na utilizagado da bactéria W. pipientis como uma medida de
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diminuicdo ou bloqueio da transmissao de patégenos tem sido amplamente
utilizada, como foi visto contra Dengue, Chikungunya, Plasmodium e, mais
recentemente, contra os virus Zika e Mayaro (MOREIRA et al., 2009; HOFFMANN
et al.,, 2011; BIAN et al., 2013; ALIOTA, et al., 2016; DUTRA et al., 2016, PEREIRA
et al., 2018). A protecao causada pela presenca da bactéria no inseto hospedeiro
parece estar relacionada a indugao do sistema imune do vetor contra patégenos
(KAMBRIS et al.,, 2009; ITURBE-ORMAETXE et al.,, 2011a), bem como por
competicao intracelular por nutrientes (MOREIRA et al., 2009).

W. pipientis € uma a-proteobactéria intracelular simbionte que infecta
naturalmente cerca de 40% a 70% das espécies de artropodes do planeta, é
transmitida maternalmente entre as geracdes e é capaz de invadir uma populacao
de insetos rapidamente, através do fendmeno da incompatibilidade citoplasmatica
(WERREN et al., 2008; ZUG & HAMMERSTEIN, 2012).

A incompatibilidade citoplasmatica, ou IC, € uma importante caracteristica
para a disseminagcao da bactéria no ambiente através do cruzamento de machos
infectados por W. pipientis com fémeas nao infectadas, o que resulta na auséncia
de descendentes. Ja o cruzamento entre fémeas infectadas com machos nao
infectados ou com aqueles contendo a bactéria, resultam na progénie viavel e
infectada por W. pipientis (STOUTHAMER et al., 1999; WERREN et al., 2008).
Desta forma, fémeas infectadas por W. pipientis apresentam uma vantagem
reprodutiva em relagdo as nao infectadas, como podemos observar no esquema a

seguir (figura 3).
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Figura 3: O fenémeno da incompatibilidade citoplasmatica (IC) em insetos. Desenho
esquematico demonstrando a diferenca dos cruzamentos de insetos infectados e nao infectados por
W. pipientis. Em (A) temos o cruzamento dos n&o infectados pela bactéria, gerando descendentes;
em (B) o cruzamento da fémea infectada por W. pipientis e o macho néo infectado, o que gera
descendentes infectados pela bactéria; em (C) temos o fenémeno da IC, que ocorre quando machos
infectados cruzam com fémeas ndo infectadas, ndo gerando descendentes férteis; e em (D) o
cruzamento de ambos insetos infectados, o que também gera descendentes infectados por W.
pipientis. (modificado de: http://www.eliminatedengue.com/our-research/wolbachia).



27

Recentemente, infecgbes experimentais de diferentes mosquitos vetores com
espécies de W. pipientis abriram novas perspectivas para o controle de insetos
transmissores de agentes causadores de doencas e a adaptacdo de uma certa
espécie de W. pipientis em um novo hospedeiro depende da habilidade desta bactéria
em colonizar diversos tecidos do hospedeiro (BRAIG et al, 1994; WALKER &
MOREIRA, 2011). Neste sentido, para facilitar a transferéncia de W. pipientis para
novos hospedeiros filogeneticamente distantes da espécie de inseto que é
naturalmente infectada, a cultura de W. pipientis em linhagens celulares constitui-se de
uma etapa fundamental na adaptacdo e na habilidade de W. pipientis em infectar
células e tecidos deste novo hospedeiro (ITURBE-ORMAETXE et al.,, 2011a;
WALKER & MOREIRA, 2011).

Apb6s continuas passagens em linhagens celulares de Aedes aegypti, a
linhagem de W. pipientis que infecta naturalmente Drosophila melanogaster, wMelPop,
foi transferida com sucesso para adultos de A. aegypti através de microinjecdes em
embrides, sendo capaz de invadir varios tecidos do hospedeiro, gerar linhagens de
insetos com 100% de transmissao vertical e reduzir a longevidade do inseto adulto em
cerca de 50% (McMENIMAN et al., 2009). Esta nomenclatura, wMelPop-CLA, se da
ao fato desta cepa de wMelPop ter se adaptado a linhagens celulares apés um longo
periodo em cultivo (McMENIMAN et al., 2008).

Os estudos de comportamento alimentar em A. acgypti infectados pela cepa
wMelPop-CLA de W. pipientis demonstraram que insetos adultos com mais de 15 dias
apobs a eclosao infectados com a bactéria apresentaram um aumento significativo do
tempo gasto para picar e maior dificuldade em completar o repasto sanguineo em
hospedeiros humanos em comparacao com insetos controle nao infectados por W.
pipientis (MOREIRA et al., 2009a). Além disso, fémeas de A. aegypti infectadas por W.
pipientis apresentam mudancas fenotipicas das pecas bucais ao atingirem idade mais
avancada, apresentando uma proboscide maleavel, o que prejudicou o processo de
alimentacao (TURLEY et al., 2009).

Outro efeito que a cepa wMelPop-CLA causou no hospedeiro A. aegypti foi o
aumento da expresséo de genes do sistema imune do hospedeiro. As principais vias
de insetos foram descritas baseando-se nas vias de Drosophila sp., sendo as
principais Toll, IMD e Jak-Stat (ROSETTO et al., 1995; LEMAITRE et al., 1995;
ZEIDLER et al., 2000).
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A via Toll é ativada principalmente através de infecgdes por fungos e bactérias
Gram-positivas (figura 4), o que leva a produgcdo de peptideos antimicrobianos
(AMPs), como por exemplo a Drosomicina. Esta via € composta de componentes
humorais e celulares e contem varios genes, como o gene Cactus que controla a via
negativamente, o gene Dorsal que migra para o nucleo para ativar a transcricdo de
genes, e o Myd88 que esta envolvido em cascatas para fosforilagdo e degradacéo do
gene Cactus (VALANNE et al., 2011).

A via IMD, do inglés “immuno deficiency”, controla grande parte de peptideos
antimicrobianos (figura 4), como Diptericina e Cecropina, e € uma via essencial da
imunidade de insetos (LEMAITRE et al, 1995), sendo ela ativada a partir do
reconhecimento de peptideoglicanos (PGN) presente em grande parte de bactérias
patogénicas (JANEWAY, 2013; STOVEN et al., 2003). O gene que controla
negativamente esta via € denominado Caspar, e a ativagdo do gene Relish através da
sua fosforilacéo, leva a transcricdo de genes que codificam AMPs no nucleo (STOVEN
et al., 2003).

A via de sinal de transducdo, denominada JAK/STAT (figura 4), contém
também varias moléculas importantes para sua ativagéo, sendo similares a mesma via
em mamiferos (DARNELL, 1997). Foram descritos diversos componentes, como o
ligante “unpaired”, ou UPD, os receptores JAK e STAT, além das moléculas que
regulam negativamente, como a proteina que inibe o STAT chamada de PIAS (do
inglés “Protein Inhibitor of Activated STAT”) e o supressor de sinalizagado de citocina
chamado SOCS (do inglés “Suppressor Of Cytokine Signaling™ (CHUNG et al., 1997,
ZEIDLER et al., 2000).
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Figura 4. Desenho esquematico representando as principais vias de imunidade de
invertebrados. Através de estudos envolvendo a mosca Drosophila melanogaster, as principais
vias de imunidade de invertebrados foram estabelecidas, sendo estas IMD, TOLL e JAK-STAT,
além dos genes que regulam negativa ou positivamente, fatores de transcricdo e efeitos causados
nas células (modificado de SOUZA-NETO et al, 2009).

Foi observado efeitos da cepa wMelPop-CLA em diversas vias de imunidade,
como o efeito em algumas serino-proteases, TEPs (proteinas contendo tio-éster),
profenoloxidases que participam no processo de melanizagdo, lisozimas,
peptideoglicanos, peptideos antimicrobianos e o fator de transcricao de NF-kB. Ja
alguns genes da via Toll, tripsina e outros tiveram a sua expressao reduzida. Além
disto, estes mosquitos foram infectados com nematodeos filaridides da espécie Brugia
pahangi e foi observado uma reducao significativa no niumero destes nematddeos
presentes no mosquito com W. pipientis, em relagdo aos selvagens (KAMBRIS et al.,
2009).

Em relacao a protecao contra parasitos, através da injecao de embrides de
Anopheles stephensi (o principal vetor de malaria na Asia) com a cepa de W. pipientis

wAIbB proveniente de Aedes albopictus, a bactéria foi capaz de infectar diversos
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tecidos, incluindo os ovarios do hospedeiro e causar a incompatibilidade
citoplasmatica, o que favoreceu a disseminacdo da bactéria nas populagdes de
mosquitos, em condi¢ées de laboratério. Aléem disso, a presenca de wAIbB em A.
stephensi reduziu significativamente a carga parasitaria de oocistos de Plasmodium
falciparum na lamina basal do intestino e de esporozoitos na glandula salivar de
mosquitos infectados em comparacdao com mosquitos controle nao infectados (BIAN et
al., 2013). Outro trabalho com Anopheles gambiae e infecgéo transiente por wMelPop-
CLA demonstrou que, nestes mosquitos infectados, genes como TEP1 que apresenta
similaridade com a proteina C3 do complemento dos vertebrados e atua na fagocitose,
e os peptideos antimicrobianos Cecropina e Defensina foram super expressos e
apresentaram uma reducgéo significativa no numero de oocistos de Plasmodium
berghei, em comparagédo com mosquitos nao infectados (KAMBRIS et al., 2010).

Cepas de W. pipientis infectam naturalmente varias espécies e populagdes
de flebotomineos do género Phlebotomus e Lutzomyia. A espécie Phlebotomus
papatasi foi encontrada infectada pela cepa wPap, Phlebotomus perniciosus por
wPrn, enquanto que Lutzomyia shannoni e Lutzomyia whitmani ambas infectadas
por wWhi (ONO et al., 2001; BENLARBI & READY, 2003). Como estas duas
espécies de Lutzomyia ndo sao estreitamente relacionadas, o fato de ambas serem
infectadas pela mesma cepa de W. pipientis sugere uma recente transmissao
horizontal da bactéria e estes dados confirmam a existéncia de infeccées naturais
de W. pipientis em flebotomineos (ONO et al., 2001; PARVIZI et al, 2013, DE
OLIVEIRA et al.,, 2015). Além destas, as espécies Psychodopygus davisi,
Psychodopygus llanosmartinsi, Sciopemyia sordelli e Evandromyia sericea
coletadas de campo tambem foram encontradas naturalmente infectadas pela
bactéria (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Recentemente, em outras trés espécies do género Lutzomyia foi possivel
detectar a presenga de W. pipientis: Lutzomyia dubitans, Lutzomyia cayennensis €
Lutzomyia evansi, sendo estas pertencentes ao supergrupo B (VIVERO et al,
2017).

Em diversos trabalhos anteriores, a espécie Lutzomyia longipalpis, principal
vetor de L. infantum o qual causa leishmaniose visceral, ndo tinha sido detectada
infectada com W. pipientis, considerando-se individuos de diferentes populagées
(ONO et al., 2001; SANT'ANNA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015). Entretanto,
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recentemente, a bactéria W. pipientis foi detectada na espécie L. longipalpis em
uma pequena populagao coletada no Brasil, o que pode ser resultado de um evento
raro de transmissao horizontal através dos habitos alimentares da larva, apos
ingestao de outros artrépodes, ou ate mesmo uma infecgao local, ja que a espécie
em questao € um complexo de espécies (MAINGON et al., 2008; DA ROCHA et al.,
2017). Esta espécie foi descrita pela primeira vez em 1912 por Lutz e Neiva no
Brasil e, apo6s diversos outros estudos, foram apontadas varias diferencas
morfolégicas e fenotipicas que se acreditavam se tratar de espécies distintas ou
espécies irmas (MANGABEIRA, 1969, WARD et al., 1983; LAMPO et al., 1999).
Posteriormente, estudos utilizando enzimas de multi-locus e aqueles relacionados a
variabilidade genética, foi levantada a hipétese de ter ocorrido especiagéo, serem
espécies irmas ou uma espécie com alta heterogeneidade (LANZARO et al., 1993;
BAUZER et al., 2007). Recentemente, ndo se sabe ao certo quantas espécies
irmas existem de L. longipalpis, sendo que no Brasil foram determinadas pelo
menos sete destas (ARAKI et al., 2009). Espera-se que, com novos estudos e
metodologias mais sofisticadas, seja possivel entender melhor a evolugéo
molecular deste complexo de espécies e avaliar se determinados genes e padrbes
fenotipicos podem ter efeito na capacidade vetorial de L. longipalpis em transmitir o
parasito do género Leishmania (SOUZA et al., 2017).

1.6 Linhagens celulares LL-5 e Lulo de L. longipalpis

A linhagem celular LL-5 foi estabelecida por Tesh em Modi em 1983 através
de ovos de flebotomineos coletados da col6nia vinda da Inglaterra, sendo esta
originada da Lapinha, no Brasil. Estas células possuem pelo menos dois tipos
diferentes de células, epitelidides e fibroblastdides (TESH & MODI, 1983). Em
2000, Rey e colaboradores publicaram o estudo da caracterizagdo da linhagem
celular Lulo a partir de material embriénico de ovos e larvas coletados de colénia
estabelecida na Colémbia. Esta linhagem contém células predominantemente
epitelidides e, ambas as células LL-5 e Lulo, foram suscetiveis a infecgbes por
arborvirus (TESH & MODI, 1983; REY et al., 2000).
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Atualmente, somente um trabalho utilizou a linhagem celular LL-5 de
flebotomineos para estudos sobre expressdo de genes do sistema imune
(TINOCO-NUNES et al., 2016), mas existem varios utilizando ambas em ensaios
de adesédo de Leishmania e interagcdo com outros tripanossomatideos (FAMPA et
al, 2003; CORTES et al., 2011; SOARES et al., 2017). Outros estudos apontaram a
célula Lulo como um bom modelo para estudo de interagdo com Leishmania e do
ciclo de vida do parasito (REY et al.,, 2000; BELLO et al., 2005; CORTES et al,,
2011). Nestes estudos, mesmo sendo celulas embribnicas epitelidides, foi possivel
observar a adesao do parasito através do flagelo, do polo posterior e até mesmo
pela lateral do mesmo. Além disto, em estudos do ciclo de vida, foi observado
formas amastigotas nestas células presentes no vacuolo parasitéforo (BELLO et
al., 2005).

Mais recentemente, através do estudo da resposta das células Lulo frente a
infeccao por virus, foi descoberta a infeccao natural destas células por virus
especificos de insetos, sendo estes denominados Lulo Virus 1, pertencente a
familia Luteoviridaec, e Lulo Virus 2, classificado como pertencente a familia
Permutotetraviridae (FERREIRA et al., 2018).

Diante das vantagens do uso de W. pipientis, além da recente publicacao de
um protocolo de microinjecdo em embrides em flebotomineos (JEFFRIES et al.,
2018), acreditamos ser de extrema importancia estudos envolvendo a introdugcao
de W. pipientis em linhagens celulares de flebotomineos para que ocorra a
adaptacao da bactéria no novo hospedeiro. Este passo inicial de contato de W.
pipientis com um novo hospedeiro utilizando-se a replicagao da bactéria em
linhagens celulares foi utilizado com sucesso em A. aegypti, servindo como ponto
de partida para estratégias de introducdo de W. pipientis que gerassem
transfec¢des permanentes com geracao de incompatibilidade citoplasmatica e com
potencial de bloquear a replicacdo do virus da dengue, tanto no corpo como nas
glandulas salivares do mosquito. Desta forma, propomos neste trabalho
desenvolver um protocolo de transfeccao de linhagens celulares de Lu. longipalpis
com cepas de W. pipientis, investigando sua acado na expressdo de genes
envolvidos na resposta imune inata deste hospedeiro, bem como a interacao de
formas promastigotas de Leishmania infantum com células de flebotomineos

transfectadas e nao transfectadas por W. pipientis.
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2 Justificativa

Recentemente, infecgcdes experimentais de mosquitos com diferentes cepas
de W. pipientis abriram novas perspectivas para o controle de insetos
transmissores de patdogenos causadores de doencas, como o World Mosquito
Program (www.worldmosquitoprogram.org), o qual tem utilizado esta bactéria como
controle biolégico da transmissdo da Dengue, Zika e Chikungunya em diversos
paises.

Para que a infecgdo por W. pipientis aconteca, € necessaria a adaptacéo
desta cepa de W. pipientis no novo hospedeiro, o que depende da habilidade desta
bactéria em colonizar tecidos variados, além de nao apresentar efeitos
extremamente negativos no fenétipo deste novo hospedeiro. Neste sentido, para
melhor transferéncia de W. pipientis a hospedeiros filogeneticamente distantes,
McMeniman e colaboradores em 2008 demonstraram que o estabelecimento da
infeccdo por W. pipientis em um novo hospedeiro € um processo laborioso que
necessita diversas tentativas até que se obtenha sucesso na infeccao.

Como a espécie L. longipalpis foi encontrada naturalmente infectada por W.
pipientis apenas em uma pequena populacdo e em apenar 2% dos individuos, a
transfeccdo desta bactéria em linhagens celulares constitui-se como fator
fundamental na adaptacdo e na habilidade de W. pipientis em infectar células e
tecidos deste novo hospedeiro. Apés infeccdo, € importante verificar se a presenca
da bactéria pode afetar o sistema imune destas células e, através do efeito na
expressdo génica, reduzir a infeccdo por L. infantum. Além disto, ja que
flebotomineos sdo transmissores de virus, foi analiso se a W. pipientis pode reduzir
a carga viral de virus especificos de insetos presentes naturalmente nas células
Lulo.

Com isto, estudos in vitro sobre a interacdo W. pipientis-Leishmania-vetor
sdo importantes para verificar, posteriormente, se o uso da bactéria nestes insetos
in vivo pode se tornar uma alternativa adicional para reducédo da transmisséo de

Leishmania pelo vetor no campo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o feito da transfeccao de cepas de Wolbachia pipientis em linhagens
celulares de Lutzomyia longipalpis na expressao de genes relacionados com a

imunidade inata e na interagéo in vitro de Leishmania infantum.

3.2 Objetivos especificos:

* Avaliar a transfeccdo das cepas wMel e wMelPop-CLA de W. pipientis nas
linhagens celulares LL-5 e Lulo de L. longipalpis;

* Verificar se W. pipientis induz a expressdo de genes das principais vias do
sistema imune nas linhagens celulares Lulo e LL-5;

* Avaliar se a presenca da bactéria interfere na adesado de promastigotas de
Leishmania infantum nas células infectadas por W. pipientis em relacao as células
controle;

* Avaliar se a presenca da bactéria interfere na carga viral de virus especificos

de insetos nas células de flebotomineos infectadas por W. pipientis;
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4 Metodologia

4.1 Manutencgao da cultura de células de Lutzomyia longipalpis

Foram utilizadas as células embrionarias LL-5 (TESH & MODI, 1983) e Lulo
(CORTES et al., 2011) gentiimente cedidas pelo laboratério de Fisiologia de Insetos
Hemato6fagos do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas
Gerais — UFMG. Estas células foram cultivadas em meio L-15 Leibovitz L-glutamina
(Sigma) enriquecido com 10% de Caldo de Triptose Fosfato (TPB, Sigma), 10% de
Soro Fetal Bovino inativado a 56 °C por 30 minutos (GIBCO) e antibiéticos
Penicilina e Estreptomicina nas concentragcbées 100U-100ug/mL respectivamente
(Invitrogen), sendo incubadas a 28 °C, sem atmosfera de CO, (BELLO et al., 2005).

As células LL-5 e Lulo foram cultivadas em garrafas para cultivo celular de
25 cm? sem filtro, contendo 5 mL de meio e a passagem foi realizada uma vez por
semana. Quando as células estavam confluentes formando uma monocamada,
elas foram soltas utilizando raspadores e, na mesma garrafa (por até trés
passagens), foi mantido 1 mL e adicionado 4 mL de meio fresco. O restante do
meio com células era descartado, ou congelado para manutencdo do estoque
celular.

O estoque celular foi mantido em freezer a -80 °C ou em nitrogénio liquido e,
para congelamento das células, no momento da passagem, cerca de 4 mL de meio
contendo as células foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL que foi
centrifugado a 600 x g por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e
o sedimento de células foi ressuspendido em solu¢do de congelamento (meio L-15
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino, 10% de Caldo de Triptose Fosfato e
10% de DMSO), transferido para tubos de criopreservacao e entado foram mantidos
em freezer a -80 °C. Antes da transferéncia de células para o nitrogénio liquido, as
aliquotas foram estocadas em freezer a -80 °C por, pelo menos 24 horas, para
evitar o rompimento das mesmas no processo de congelamento.

Para descongelamento das células, as aliquotas estocadas em freezer -80

°C ou em nitrogénio liquido foram mantidas a temperatura ambiente e, apos serem
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descongeladas, o contetdo do tubo de criopreservagao foi transferido para tubo
Falcon de 15 mL e foram adicionados 4 mL de meio fresco. Em seguida, o tubo foi
centrifugado a 600 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, o sedimento
de células foi ressuspendido em 5 mL de meio fresco e por fim foram transferidos

para uma nova garrafa de cultivo celular.

4.2 Extragao de W. pipientis a partir de ovarios de Aedes aegypti

transfectados e infeccdao em linhagens celulares de L. longipalpis

Inicialmente, foi utilizado o protocolo de extragdo de W. pipientis a partir de
ovarios de linhagens do mosquito A. aegypti transfectados com a cepa wMel
mantida no laboratério de Mosquitos Vetores: Endossimbiontes e Interacao
Patogeno-Vetor no Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ/MG, Brasil. A
colénia de mosquitos foi mantida a temperatura média de 27 + 1 °C, umidade de 70
+ 10% e fotoperiodo de 12:12 horas. As larvas foram mantidas em bandejas com
agua e um tablete de racao para peixe Tetramin® Tropical Fish Food tablets (Tetra,
Alemanha, Cat. No. 16110-03). J& os mosquitos foram mantidos em gaiolas com
solucado de sacarose 10% ad libitum e, cerca de uma semana apos as fémeas
terem emergido, estas foram alimentadas através de sistema artificial com sangue
humano proveniente de banco de sangue, tanto para manutencgao da colénia, como
para disseccao dos ovarios para extragao de W. pipientis (DUTRA et al., 2015).

Cerca de 48 horas ap6s o repasto sanguineo, aproximadamente 120 fémeas
foram dissecadas em tampao estéril de Sacarose, Fosfato e Glutamato (tampao
SPG: 218 mM sacarose, 3,8 mM de KH,POy4, 7,2 mM de K;HPO4 e 4,9 mM de L-
glutamato em pH 7.2) e os ovarios foram transferidos para um eppendorfde 1,5 mL
contendo 500 pL do mesmo tampdo em gelo até o fim da dissecacao.
Posteriormente, foi feito o protocolo de extracao que se inicia com a lavagem dos
ovarios trés vezes em tampao SPG, lavagem em etanol 80% por 5 minutos e
repeticdo da lavagem em tampao SPG trés vezes. Ap6s cada lavagem, estes foram
centrifugados a 1000 x g por 1 minuto a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e os

mesmos foram ressuspendidos em 500 uL do tampao. Apds lavagens, foi feita a
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maceracao dos ovarios em Mini-Beadbeater-16 (BioSpec, Cat# 607) contendo uma
pérola de vidro de 2mm por 30 segundos, adicdo de 1 mL de tampao SPG no
macerado seguida por centrifugagcdo a 1000 x g por 10 minuto a 4 °C para
formacao de sedimento de debris celulares. O sobrenadante foi passado em filtro
de seringa de 2,7 uM, seguido pelo filtro de seringa de 1,2 uM e centrifugacao do
filtrado a 14.000 g por 15 minutos a 4 °C para obtencdo do sedimento de W.
pipientis. O sobrenadante foi descartado e o sedimento da bactéria foi
ressuspendido em tampao SPG em volume suficiente para adigdo de 100-200 pL
por poco contendo as células que foram infectadas. A placa contendo células e W.
pipientis foi selada com parafilme e centrifugada a 1500 x g por 1 hora a 28 °C para
aumentar o contato entre ambos, finalizando com a transferéncia da placa para a
incubadora em condicdes ideais de crescimento, sendo a incubacgéo a 28 °C, sem
atmosfera de CO..

Para infeccao de W. pipientis nas linhagens celulares, as células Lulo e LL-5
foram transferidas para placas de 12 pocos. A partir de uma garrafa de células
confluentes, 500 pL de células foram transferidos para cada um dos pocgos (pelo
menos um pog¢o para cada linhagem celular) e a placa foi mantida na incubadora
por pelo menos duas horas para que as células se aderissem a placa. No dia
seguinte da infeccdo, todo o conteudo de cada poco infectado foi transferido para

uma garrafa de cultivo celular, contendo 4 mL de meio fresco.

4.3 Extracao de cepas de W. pipientis a partir de linhagens celulares de
Aedes albopictus transfectadas e infeccao em linhagens celulares de L.

longipalpis

Foi utilizado outro protocolo de extragdo de W. pipientis a partir da linhagem
celular RML12 de A. albopictus (VORONIN et al., 2009) previamente estabelecidas
no laboraté6rio do projeto World Mosquito Program na Australia, sendo inicialmente
utilizada a cepa wMel devido a sua baixa viruléncia (WALKER et al., 2011), e
posteriormente, a cepa wMelPop-CLA (VORONIN et al., 2009), a qual foi adaptada

a esta linhagem celular. Para cultivo e posterior extragcao da bactéria, a linhagem
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celular RML12 controle e infectadas com as diferentes cepas de W. pipientis foram
mantidas em meio contendo 45% de meio Schneider (GIBCO), 45% de meio M&M,
10% de Soro fetal bovino (GIBCO) e antibiéticos Penicilina e Estreptomicina nas
concentragdes 100U-100 pg/mL respectivamente (Invitrogen). As células foram
incubadas a 28 °C sem atmosfera de CO,.

O protocolo de extracao de W. pipientis € semelhante ao utilizado a partir de
ovarios, com modificagées (ITURBE-ORMAETXE et al., 2011b). As células de
mosquito infectadas com W. pipientis, apds atingirem confluéncia em frascos de
175 cm? sem filtro, foram transferidas para tubos Falcon, em um volume de 70 mL
de meio contendo células (=2,5x108 células). Estes tubos foram centrifugados a
1000 x g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e ressuspendido em
10 mL de tampao SPG para lavagem das células. Esta lavagem foi repetida trés
vezes e, em seguida, foi feita a sonicacao das células duas vezes por 10 segundos
a 20-25 watts para liberacdo da W. pipientis, sendo que os tubos Falcon foram
mantidos no gelo para preservagdo da bactéria, e posteriormente foram
centrifugados a 1000 x g por 10 minutos a 4 °C para formagéo do sedimento dos
debris celulares. O sobrenadante foi entao filtrado em filtros de seringa de 2,7 uM,
seguido de 1,2 uM e o filtrado foi centrifugado a 14.000 x g por 15 minutos a 4 °C
para obtencdo do sedimento de W. pipientis. O sobrenadante obtido apds
centrifugacao foi descartado e o sedimento de W. pipientis foi ressuspendido em
tampao SPG em volume suficiente para adigcao de 100-200 pL por poc¢o contendo
as células para infec¢do. A placa contendo as células e a bactéria W. pipientis foi
selada com parafilme, centrifugada a 1500 x g por 1 hora a 28 °C e transferida para
incubadora em condigdes ideais, como descrito anteriormente.

Para infeccdo de W. pipientis nas linhagens celulares, as células Lulo e LL-5
foram transferidas para placas de 24 pocos e mantidas na incubadora por pelo
menos duas horas antes da infecgcéo para permitir a adeséo das células na placa. A
partir de uma garrafa de células confluentes, diferentes proporgoes de células e de
W. pipientis purificada foram testadas em placas de 24 pogos. Foram testados os
volumes de 250 pL, 500 pL e 750 pL de células a 90% de confluéncia para cada
um dos pocos (pelo menos um poco para cada linhagem celular) e 100 uL, 150 pL
e 200 yL de W. pipientis purificada para cada poco. Cerca de 3 dias apds a

infeccado, todo o conteudo de cada poco infectado foi transferido, diretamente para
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a garrafa de cultivo celular de 25 cm?, ou primeiro para placa de 6 pocos até a
confluéncia e por fim para garrafa de cultivo com a mesma dimensao. Cada garrafa
continha 4 mL de meio fresco e, inicialmente a passagem foi realizada a cada 5
dias.

Para os experimentos de infeccdo por W. pipientis nas células LL-5 e Lulo,
as células RML12 e Mos55 (MARHOUL & PUDNEY, 1972) foram também
infectadas para validacao da técnica. Além disto, em alguns casos, foram feitas trés
sucessivas infeccbes nas diferentes células de flebotomineos para aumentar as
chances de sucesso da infeccdo, como descrito por Voronin e colaboradores
(VORONIN et al., 2009).

Outras metodologias pos-infecgdo foram testadas na tentativa de aumentar
a infeccédo das células de flebotomineos. Para isto, apds a infecgéo e transferéncia
das células para frascos de cultivo celular, foi feito o gqPCR em tempo real (descrito
no item 4.4) para a escolha do frasco com maior densidade de W. pipientis. Em
seguida, as células foram soltas usando raspadores e 100 uL do meio contendo as
células foram transferidos para placas de 96 pocgos e foi feita a diluicdo seriada
1:10 até a diluicdo 1:10" e, por fim, foi adicionado 50 pL de meio fresco. Esta
diluicdo seriada foi feita na tentativa de selecionar os pogos contendo um maior
numero de células infectadas por W. pipientis.

Além da metodologia descrita acima, foram propostos diferentes métodos de
manutencdo das células pés-infecgdo para diminuir o crescimento das mesmas
para permitir que a bactéria se multiplique e dissemine entre as células e, desta
forma, tentar obter uma maior quantidade de células infectadas, tais como:

» Verificar se as células flutuantes no meio de cultura apresentavam maior
densidade de W. pipientis do que as células aderidas no frasco.

* Reducgao da frequéncia da passagem das células para 1 vez a cada 2
semanas, sendo feita a troca do meio a cada 4 dias.

* Reducéao da frequéncia da passagem das células para, pelo menos, uma
vez a cada 7 dias, sendo feita a troca do meio 4 dias apdés a passagem,
adicionando meio com as mesmas concentracbes de reagentes descritas
anteriormente, reduzindo o SFB para 2%.

Apos a passagem das células, o meio restante foi congelado em freezer -

80 °C (como descrito no item 4.1) e 200 uL do meio foi transferido para tubo de 1,5
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mL para extracdo de DNA (descrito no item 4.4). Além disto, também foram
coletados 200 pyL de meio que foram centrifugados a 600 x g por 5 minutos para
formacdo do sedimento de células que foi ressuspendido em TRIzol® (Thermo
Fisher, Cat No. 15596-018) e mantidos em freezer -80 °C para posterior extragéo
RNA e analise da expressao génica destas células em comparacado com as células

controle.

4.4 Estudo da expressao de genes de imunidade inata da linhagem LL-5

em estagios iniciais de infeccao por W. pipientis.

Seguindo o mesmo protocolo de extracdo de W. pipientis, foi proposto o
estudo dos estagios iniciais da infeccdo nas células LL-5, como descrito
anteriormente (TINOCO-NUNES et al., 2016). Um dia antes da extracdo de ambas
as cepas de W. pipientis a partir das células RML12, aproximadamente 2x10°
células LL-5 foram transferidas em placa de 24 pocos contendo 1 mL de meio
fresco. No dia seguinte, apds execucado do protocolo de extragcdo da bactéria
descrito anteriormente, 100 uL da W. pipientis extraida, (wMel e wMelPop-CLA,
separadamente) foram adicionados em cada po¢go com as células LL-5. Para o
controle, foi adicionado o mesmo volume do tampado SPG. As placas foram
centrifugadas por 60 minutos a 1,500 x g, para aumentar o contato entre a bactéria
e as células e, finalmente, incubadas a 28 °C. Apdés o processo de infecgéo e
centrifugacéo, as células foram monitoradas e coletadas nos tempos de 6, 12, 24,
48 e 72 horas pos-infeccdo. Em cada tempo do estudo de cinética, as células
aderidas a placa de 24 pogos foram entao ressuspendidas em 50 pL do reagente
TRIzol (Invitrogen) e todas as amostras foram mantidas em freezer -80 °C até o
processamento das mesmas.

Ao final da coleta, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e homogeneizadas utilizando uma pérola de vidro de 2 mm por 30
segundos utilizando o Mini-Beadbeater-96. O RNA total de cada amostra foi isolado
seguindo as instru¢des do fabricante (Invitrogen). Para a sintese do cDNA, 1 ug do

RNA foi submetido a tratamento com DNAse | (Invitrogen) e a sintese da fita
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complementar foi realizada utilizando o kit de Superscript Reverse Transcriptase Il
(Invitrogen), sendo que ambos os protocolos foram seguidos baseando-se nas
instrucdes do fabricante. Este mesmo experimento foi repetido em trés réplicas
independentes.

A quantificacao relativa de W. pipientis foi realizada por gPCR em tempo real
utilizando a expressao do gene wsp (BRAIG et al, 1998) normalizado pelo gene de
referéncia GAPDH de L. longipalpis (ID: LLOJ001891), sendo ambos os iniciadores
listados na tabela 1. O estudo da expresséo de genes do sistema imune também
foi feito por gPCR em tempo real relativo ao gene GAPDH das células LL-5. Os
iniciadores utilizados para os genes de imunidade Cactus e Dorsal (via Toll);
Caspar e Relish (via IMD); PIAS e STAT (via JAK-STAT); os peptideos
antimicrobianos Attacina, Cecropina, Defensina 1 e Defensina 2 (TELLERIA et al,
2013); e espécies reativas de oxigénio (ROS) mediados pelo gene de imunidade da
Catalase (ID: LLOJ007605), Superéxido Dismutase (SOD3A) (ID: LLOJ008594) e
Oxido Nitrico Sintase (iNOS) (ID: LLOJ005465) foram obtidos & partir de trabalhos
publicados anteriormente e estao listados na tabela 1.

As reacdes foram realizadas através do equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando o Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante. Cada amostra foi
analisada em duplicata através do método de 2-AACt. O resultado foi apresentado
em fold change, sendo relativo ao grupo controle nao infectado das células LL-5. A
analise estatistica foi feita pelo teste Two-way ANOVA para verificar a diferenca

significativa entre os grupos estudados.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados no experimento de expressao génica em

estagios iniciais de infecgao de W. pipientis nas células LL-5

Gene Sequéncia Referéncia

LLINOS-F TGGCTGTCGCAATTTGTGTG LLOJ005465 (vector Base)
LLINOS-R CCGCAATGTTCACCTCAACC

LLCatalase-F CGACCGTGGTATCCCTGATG LLOJO07605 (vector Base)
LLCatalase-R ~ AGAAGGCCTCCCCTTTGTTG

LLSOD3A-F CCGATAGCGCTGTGAGACAC LLOJ008594 (vector Base)
LLSOD3A-R ATCGGAAATTGCGACCTTGC

GAPDH-F TTCGCAGAAGACAGTGATGG LLOJO01891 (Vector Base)
GAPDH-R CCCTTCATCGGTCTGGACTA

wsp-F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC AF020070.1 (GenBank)
wsp-R AAAAATTAAACGCTACTCCA

4.5 Monitoramento da infeccao estavel de W. pipientis em linhagens

celulares de L. longipalpis via PCR em tempo real

Para investigar o processo de infeccao e estabilizacdo de W. pipientis nas
linhagens celulares de L. longipalpis, foi utilizada a técnica de PCR quantitativo em
tempo real utilizando os iniciadores para o gene TM513 para wMel (JOURBERT et
al., 2016) e iniciadores especificos para wMelPop-CLA (dados nao publicados),
normalizado com o gene GAPDH de L. longipalpis (ID: LLOJ001891).
Posteriormente utilizamos iniciadores do gene wsp (Wolbachia surface protein)
para ambas as cepas de W. pipientis (FRENTIU et al., 2014) (tabela 2).

Para isto, a cada passagem, 200 uL de células de cada frasco infectado até
90% de confluéncia foram submetidos ao protocolo rapido de extracao de DNA que
se inicia com a centrifugacao da aliquota de células a 4000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionada uma pérola de vidro de 2mm e 50 L
do tampéao de extragdo (4 mM EDTA, 20 mM Trisbase, 0,4 mM NaCl, 0,25 pg/mL
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de proteinase K [Bioline, Cat No. BIO-37084]) para homogeneizagdo das amostras
em Mini-Beadbeater-16 (BioSpec, Cat No. 607) por 30 segundos. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 56 °C por 5 minutos para acéo da proteinase K e
extracdo do DNA, seguidas por incubacéo a 98 °C por 5 minutos para inativacdo da
enzima proteinase K.

Para deteccao e analise da densidade de W. pipientis nas células infectadas
por PCR em tempo real, foi adicionado 1 uL do DNA extraido (aproximadamente
60 ng de DNA), em cada reagdo contendo 1x SYBR® Green | Master mix (Roche
LightCycler” 480 SYBR® Green I Master, Cat # 04707516001) e 0,5 uM de cada
um dos iniciadores, em um volume final de 10 pL. As reagbes utilizando os
iniciadores para W. pipientis € 0 gene constitutivo foram realizadas separadamente
no equipamento LightCycler® 480 (Roche), seguindo os passos de desnaturagéo
inicial a 95 °C por 5 minutos; seguida de 45 ciclos de: 95 °C por 30 segundos, 60° C
por 30 segundos e 72 °C por 2 segundos, extens&o por 72 °C por 5 minutos. Cada
amostra foi analisada através da razdo dos genes utilizando a tabela qGENE, via
método de quantificacéo relativa (SIMON, 2003).

Tabela 2: Iniciadores utilizados para monitoramento e quantificagao de W.

pipientis nas linhagens celulares de L. longipalpis Lulo e LL-5.

Gene Sequéncia Referéncia
GAPDH_Fw 5- TTCGCAGAAGACAGTGATGG -3’ Gene ID: LLOJ001891
GAPDH_Rv 5- CCCTTCATCGGTCTGGACTA -3

TM513 Fw 5-CAAATTGCTCTT GTCCTGTGG -3, JOURBERT etal, 2016
TM513 Rv 5-GGGTGTTAAGCAGAGTTACGG -3

WSPTM_Fw 5- CATTGGTGTTGGTGTTGGTG -3 FRENTIU et al, 2014

WSPTM_Rv 5- ACACCAGCTTTTACTTGACCAG -3’
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4.6 Monitoramento da infeccao de W. pipientis em linhagens celulares
de L. longipalpis via Hibridizagao Fluorescente in situ (FISH)

A confirmacdo da presenca de W. pipientis dentro das células de
flebotomineos foi realizada através do método de hibridizagao fluorescente in situ
(FISH, do inglés Fluorescent In Situ Hybridisation) (RASGON et al., 2006b)
utilizando sondas especificas para o gene 16S de W. pipientis marcadas com o
corante Rodamina, sendo estas W1: 5 -AATCCGGCCGARCCGACCC- 3’ e W2:
5 -CTTCTGTGAGTACCGTCATTATC- 3. No momento da passagem, 100 uL das
células infectadas e nao infectadas a 90% de confluéncia foram adicionados em
cada pogo de uma “Chamber slide” de 8 pogos (Thermo Fisher, Cat No. 171080)
contendo 400 pL de meio fresco. Apds a transferéncia das células, as laminas
foram mantidas em incubadora por pelo menos 3 horas para que as células se
aderissem ao poco e, em seguida foram fixadas por 10 minutos utilizando solugao
a 4 °C contendo 4% de formaldeido, 1x PBS e 0,5% Triton X-100. Apo6s o periodo
de fixacao, as laminas foram lavadas em PBS (1x) trés vezes por 5 minutos cada,
incubadas em etanol absoluto por 5 minutos e, apdés secagem, as laminas foram
novamente incubadas a 37 °C overnight (aproximadamente 18 horas) sendo que,
em cada pocgo, foram adicionados, em ambiente escuro, cerca de 120 pL do
tampao de hibridizagcado. Para preparo deste, 100 ng de cada uma das sondas
foram adicionados na solugdo contendo 50% de formamida (AMRESCO, Cat#
606), solucao de SSC 5x (3M de NaCl, 0,34M de Citrato de Sédio em pH 7), 200
g/L de Sulfato de Sodio Dextran (Sigma, Cat# D8906), 250 mg/L de Poli A (Sigma,
Cat# P9403), 250 mg/L de ssDNA (AMBION, Cat# AM9680), 250 mg/L de tRNA
(Sigma, Cat# D0632), 0,1 M de DTT (Sigma, Cat# D0632), 0,5x de solugédo de
Denhardt’s (Invitrogen, Cat#750018).

Ap6s a incubagcdo, as laminas foram lavadas com solugdo SSC 1x
rapidamente para remoc¢ao da laminula e, para os passos seguintes, as laminas
foram transferidas para em recipiente escuro para evitar que a luz causasse
degradacao dos corantes. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes com
solugdo SSC 1x e 10mM de DTT (Ditiotreitol, Sigma Cat# D0632) a 55 °C, em

banho-maria, por 15 minutos, posteriormente lavadas duas vezes com solugao
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SSC 0,5x e 10mM de DTT a 55 °C também por 15 minutos e por fim mais uma vez
com solugdo SSC 0,5x e 10mM de DTT a temperatura ambiente por 10 minutos
para remocao das sondas ligadas inespecificamente. Para que fosse possivel
observar o nucleo das células, as laminas foram incubadas em solugdo SSC 0,5x
contendo 0,75 pg/mL do corante universal de DNA, DAPI (Sigma-Aldrich,
Cat#D9542) por 10 minutos em temperatura ambiente. Por fim, as ldminas foram
lavadas trés vezes com agua Mili-Q e foi adicionado aproximadamente 120 uL de
Prolong Gold (Life Technologies, Cat# P36930) para evitar a descoloracdo dos
corantes, e seladas com esmalte. As laminas foram observadas em microscopio de
epifluorescéncia Zeiss Axio Imager Il, equipado com cémera Axiocam, nas
magnitudes de 20x e 40x, sendo que foram utilizadas as mesmas condigbes de
exposicao para cada canal de filtros: o corante DAPI é excitado pelo laser violeta
de 405 nm possui excitagdo maxima de 305 nm e emissao maxima de 470 nm, e o
Rodamina & excitado pelo laser ultravioleta de 488/532 nm, sendo excitagcao
maxima de 557 nm e emissao maxima de 576 nm.

Para confirmacao da infeccao de W. pipientis nas células de L. longipalpis e
acompanhamento da infeccdo, a cada trés ou quatro passagens todas as células,
tanto infectadas por W. pipientis quanto as controle, foram submetidas ao ensaio
de FISH.

4.7 Analise da expressao de genes do sistema imune de L. longipalpis

apos infecgcao estavel por W. pipientis

Apbs obtencao de linhagens celulares com infecgéo estavel por W. pipientis,
foram realizados estudos de expressao génica de genes envolvidos nas cascatas
de diferentes vias, como IMD, TOLL e JAK-STAT, nas células Lulo e LL-5. A partir
da 152 passagem, 200 pyL de cada um dos frascos a 90% de confluéncia,
infectados e controle, foram coletados, centrifugados a 600 rpm por 5 minutos para
formagéo do sedimento de células e este foi ressuspendido em 100 uL de TRIzol”
para extracdo de RNA. Foi adicionada uma pérola de vidro de 2 mm para

homogeneizagcao das amostras em homogeneizador automatico por 30 segundos e
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o processo de extracdo seguiu as condi¢cdes fornecidas pelo fabricante. Apds
extracdo, todas as amostras foram dosadas em espectrofotdmetro SynergyMX e
foram estocadas em freezer -80 °C até o momento da sintese de cDNA.

Apbs a extragao, 2 ug de RNA foram submetidos ao tratamento com DNAse
| (Invitrogen, Cat# 18068015) para evitar a contaminagcdo das amostras por DNA.
Para isto, cada amostra foi incubada a 37 °C por 30 minutos em reagéo contendo 2
U de DNAse, 1x tampéao de reagéo (200 mM Tris-HCI em pH 8,4, 20 mM MgCly,
500 mM KCI), num volume final de 20 pyL. Para desativar a agdo da enzima, foi
adicionado 1 uL de EDTA 0,2M em cada amostra e estas foram incubadas a 75 °C
por 10 minutos.

Para a sintese de cDNA, em cada amostra foi adicionado 1 yL de Random
primer a 250 ng/uL (Invitrogen, Cat# 48190011) e 2 yL de dNTP a 10 mM
(Promega, Cat# U151B), estas foram incubadas a 65 °C por 5 minutos, seguido de
banho de gelo por 3 minutos. Posteriormente, foi feita a reagéo para sintese de
cDNA com 12 uL das amostras e, com a outra metade foi feito o mesmo
procedimento, mas sem a adicdo da enzima Superscript lll transcriptase reversa
(Invitrogen, Cat#
18080-044), para verificar se nao houve contaminag¢ao por DNA. Para a reacéo, foi
utilizado 1x First-Strand Buffer, 1 yL de DTT a 1 uM, 100 U da enzima transcriptase
reversa e agua para volume final de 20 pL. Em seguida, ambas as reacdes foram
incubadas a 25 °C por 10 minutos, seguido de 50 °C por 60 minutos e um passo
final de 70 °C por 10 minutos. As amostras foram mantidas a -20 °C até o momento
do PCR quantitativo.

Para confirmar que a extracao e sintese de cDNA foi feita corretamente,
todas as amostras foram submetidas a PCR em tempo real utilizando os mesmos
iniciadores para o gene constitutivo GAPDH (ID: LLOJ001891) e nas mesmas
condigdes descritas no item 4.3. Ja para a analise da expressdo de genes do
sistema imune, foram desenhados iniciadores para genes das diferentes vias de
imunidade  utilizando a ferramenta do site NCBI  Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). As sequéncias utilizadas foram
baseadas no genoma anotado de L. longipalpis presentes no banco de dados

Vector Base (https://www.vectorbase.org/), sendo os genes Cactus1 (ID:
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LLOJ004612), Caspar (ID: LLOJ002950), PIAS (ID: LLOJ002593-RA),
Profenoloxidase (ID: LLOJ001742), TEP1 (ID: LLOJ007923), IMD (ID:
LLOJ002454), Myd88 (ID: LLOJ009628) e Relish (TINOCO-NUNES et al., 2016). A
selecao dos iniciadores foi baseada no conteudo CG (em torno de 55%), Tm em
torno de 60 °C e, apds desenho dos mesmos, foi feito BLAST para verificar possivel
amplificacdo de outros genes (tabela 3). Cada amostra foi feita em duplicata e a
analise foi feita utilizando o método de quantificacéo relativa 2%t através do uso
da tabela qGENE, sendo estes normalizados pelo gene GAPDH (ID: LLOJ001891).
Também foram estudados os peptideos antimicrobianos (AMPs) relacionados as
vias estudados, no caso de células de flebotomineos com W. pipientis que
apresentaram diferenca significativa em algum dos genes de imunidade estudados.
Para isto, foram utilizados iniciadores previamente publicados em estudos
anteriores utilizando as células LL-5 (TINOCO-NUNES et al., 2016).
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Tabela 3: Iniciadores utilizados na analise da expressao de genes do sistema
imune em células de L. longipalpis infectadas por W. pipientis em

comparagao com as células controle.

Gene

Sequéncia

Cactus_LlongF
Cactus_LlongR
Caspar_LlongF
Caspar_LlongR
PIAS LlongF
PIAS LlongR
Proph_LlongF
Proph_LlongR
TEP1_LlongF
TEP1_LlongR
IMD_LlongF
IMD_LlongR
Myd88 LlongF
Myd88 LlongR

5- GGCACGTTGACATTCTTCGG -3
5'- GCTCATCTTCCTGCCCAACT -3
5'- ACACGGGAATGTTGGGGTAG -3
5’- CTCACGAATCTCCACACGCT -3
5’- GCATCAACCTGCTCCCATCT -3’
5- AACTGCCTGCTTATCGCACA -3’
5- CACCGTACAATGCCAACACG -3
5- TGAGGAGAACATTGGCTGGG -3
5'- GCTGCACAAAAAGGTCCCAG -3
5- CGGGTTCTGTGTCATTCCGA -3
5- TGCCCAGGAGATTGCTCAAG -3’
5- GGAAAAACATCCGCCTGTCG -3’
5'- ACACGGGAATGTTGGGGTAG -3
5- CTCACGAATCTCCACACGCT -3

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney para
amostras nao pareadas, apds teste de normalidade dos dados, via software
GraphPad PRISM versao 5.03, considerando o valor de P < 0.05.
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4.8 Interacao com Leishmania (L.) infantum em células Lulo controle e

células Lulo infectadas por W. pipientis

Para testar se a presenca de W. pipientis causa algum efeito na interagcao
com Leishmania in vitro, utilizamos as células Lulo, com e sem a cepa wMelPop-
CLA, e promastigotas de ILeishmania (Leishmania) infantum, cepa PP75
(MHOM/BR/74/PP75).

Estudos anteriores demonstraram que, através da cultura de Leishmania, é
possivel obter as diversas formas do parasito (prociclicas, nectomonadas e
leptomonadas) e realizar ensaios de interagdo in vitro € em ensaios ex vivo
(GOSSAGE et al., 2003; PINTO-DA-SILVA et al., 2005; DI-BLASI et al., 2015).
Para isto, testamos duas densidades de W. pipientis nas células para investigar se
a quantidade de bactéria nestas células poderia interferir na adesao do parasito.
Para isto, antes do contato entre parasito-célula, foram feitas reagées de PCR para
determinar estas densidades, sendo utilizadas as propor¢cdes de 5 e 10 W. pipientis
por célula, em comparacdo com as células nao infectadas pela bactéria (controle).

Os parasitos do género Leishmania foram cultivados em meio Schneider’s
(GIBCO) suplementado com 10% de SFB inativado (GIBCO), 1% v/v GlutaMAX
(GIBCO), 1% v/iv BME Solucdo de Vitaminas 100x (Sigma-Aldrich), 2% urina
humana estéril e os antibidticos Penicilina (100 U/ml) e Estreptomicina (100 pg/ml)
(GIBCO), e mantidos em frascos de cultivo em incubadoras a 28 °C sem CO,.

O experimento foi realizado como descrito anteriormente por Cortes e
colaboradores, com algumas modificagées (CORTES et al., 2011). Para a infecgao
entre as células de flebotomineos e os promastigotas, diferentes concentragcbes de
L. infantum e células foram testadas, sendo 10:1, 5:1 1:1 e 0,1:1 parasitos por
célula.

As células Lulo infectadas por W. pipientis e as ndo infectadas (controle) foram
cultivadas em laminulas de vidro em uma placa de 24 pogos, sendo a quantidade
final de células de 2x10° células por poco, um dia antes da infecgdo pelos
parasitos. No dia da infeccao, as promastigotas foram coletadas na fase de log
(crescimento), sendo estas oriundas da terceira ou quarta passagem apds

isolamento de hamsters, e diluidas em Isoton para posterior contagem das mesmas
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em camara de Neubauer na mesma concentragao que as células. Apos contagem,
os parasitos foram diluidos em meio L-15 Leibovitz, como descrito anteriormente,
adicionados em cada um dos pogos contendo as células Lulo e mantidos em
incubadora a 28 °C sem CO.

Duas horas ap6s a interacéo entre as células e parasitos, as promastigotas
presentes no sobrenadante foram descartadas junto com o meio e as células foram
lavadas com a solugéo salina PBS para remover as promastigotas nao aderidas
(pH 7,2). Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio L-15 fresco e as células foram
monitoradas e coletadas 2, 24, 48 e 72 horas pés-infeccdo. A cada tempo do
estudo da cinética, as células aderidas a laminula de vidro foram fixadas com
metanol e coradas com o kit Quick Dip Field Staining (Thermo Fisher), seguindo as
condigdes do fabricante, e montadas em ldminas de microscopia com Balsamo de
Canada (Sigma-Aldrich) para posteriores analises. Quatro experimentos
independentes foram realizados neste estudo.

Ao término da coleta de todo os tempos, o numero de promastigotas
aderidas por célula em ambas, com e sem W. pipientis, foi determinado pela
contagem de 200 células por laminula de vidro através de microscopio (AXIO
Imager I, Zeiss) equipado com Axiocam, utilizando a objetiva de imersao de
aumento de 100x. O resultado da contagem foi expresso através da percentagem
de células com o parasito em diferentes tempos pés-infeccado. A analise estatistica
foi calculada utilizando os testes ANOVA e Bonferroni para comparagéao de todos
os resultados através do software GraphPRISM versao 5.03, considerando o valor
de P =0.05.

4.9 Efeito da presenca de W. pipientis na infecgao por virus endégenos

em células Lulo

Estudos anteriores mostraram que as células Lulo s&o naturalmente
infectadas por dois virus especificos de insetos, Luteovirus e Permutotetravirus
(FERREIRA et al., 2018). Para analisar se a bactéria W. pipientis tem efeito na

carga viral destes virus especificos de insetos, amostras de células Lulo, com e
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sem wMelPop-CLA (ap6s estabilidade da infeccao) com densidades semelhantes
de infeccao, foram utilizados neste experimento.

Para isto, 200 pL de cada um dos frascos de células Lulo a 90% de
confluéncia, infectados e controle, foram coletados, centrifugados a 600 rpm por 5
minutos para formacéao do sedimento de células e este foi ressuspendido em 100
ML de TRIzol para extracao de RNA. O processo de extracdo de RNA, tratamento
com DNAse e sintese de cDNA foi feito seguindo os mesmos protocolos descritos
no item 4.7 e amostras foram mantidas a -20 °C até o momento do PCR
quantitativo.

Para confirmar que a extracdo e sintese de cDNA foi feita corretamente,
todas as amostras foram submetidas a PCR em tempo real utilizando os mesmos
iniciadores para o gene constitutivo GAPDH (ID: LLOJ001891) e nas mesmas
condi¢des descritas no item 4.3. Para deteccdo de ambos os virus, iniciadores
foram desenhados baseando-se no genoma viral (FERREIRA et al.,, 2018)
utilizando a ferramenta do site NCBI Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). A selecdo dos iniciadores foi
baseada no contetido CG (em torno de 55%), Tm em torno de 60 °C e, apos
desenho dos mesmos, foi feito BLAST para verificar possivel amplificacao de
outros genes (tabela 4). Cada amostra foi feita em duplicata e a analise foi feita
utilizando o método de quantificagdo relativa 2*“* com a tabela qGENE, sendo
estes normalizados pelo gene GAPDH (ID: LLOJ001891).

Tabela 4: Iniciadores utilizados para verificar a carga viral em células Lulo

infectadas por W. pipientis em comparagao com as células controle.

Iniciador Sequéncia

Luteov_coat F 5- GGAGCCCCTTATGTTGGACC -3
Luteov_coat R 5- AAGGCTGTATTGGCTTCCCC -3’
Permut_coat F 5- AAGTGGTGGGAGTCGTTGAC -3

Permut_coat R 5’- GGACCAGAAAGCGTGACAGA -3’
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A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney para
amostras nao pareadas, apds teste de normalidade dos dados, via software
GraphPad PRISM versao 5.03, considerando o valor de P < 0.05.
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5 Resultados

5.1 Transfecgao de W. pipientis em células de flebotomineos

Ambas as células LL-5 e Lulo foram submetidas a sucessivas tentativas de
infecgdo pela cepa wMel utilizando ovarios de mosquitos mantidos no laboratério
de Mosquitos Vetores no Instituto de Pesquisas René Rachou. Os resultados a
partir de PCR quantitativo em tempo real confirmaram a auséncia de W. pipientis
em ambas as células de flebotomineos infectadas a partir deste método.

Diante disto, os experimentos seguintes foram feitos a partir do protocolo de
extracdo de W. pipientis a partir da linhagem celular RML12 de Aedes albopictus
com as cepas wMel e wMelPop-CLA. Além da infeccdo em células de
flebotomineos, as células RML12 e Mos55 também foram infectadas como controle
para validagado do protocolo de extragcao e infecgao.

Foi observado que, em alguns dos experimentos, as células nao
sobreviveram apos as infecgdes ou demoravam bastante até que se multiplicassem
suficientemente para serem transferidas para a garrafa de cultivo celular.

Para o monitoramento da bactéria W. pipientis nas células infectadas, a
cada passagem dos frascos infectados, aliquotas foram coletadas para extracao de
DNA e gPCR para verificar a infecgao por W. pipientis, além do congelamento de
parte das células para manter um back-up caso a infecgdo por W. pipientis tivesse
uma densidade elevada e caso ocorresse algum problema de contaminacgéo.
Inicialmente, foi feito o qPCR utilizando SYBR Green e os iniciadores para
deteccado do gene TM513 para wMel e iniciadores especificos para wMelPop-CLA
(dados nao publicados). A analise dos resultados foi baseada no valor absoluto do
numero de copias de determinado gene dado pelo valor de Cp da PCR em tempo
real. Em todas as células, a densidade de W. pipientis foi monitorada a cada
passagem através da extracdo de DNA e quantificagdo pelo PCR em tempo real
(figura 5).
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Figura 5. Graficos de quantificagdo absoluta por gPCR de W. pipientis wMel a cada passagem
das células. Foi possivel observar o aumento da quantidade de W. pipientis nas células controle
RML12 (A), o que ndo ocorreu nos frascos contendo as células de flebotomineos ao longo das
passagens, como demonstrado nas células Lulo (B, D e F) e LL-5 (C e E). Cada grafico representa
células infectadas a partir do mesmo extraido de W. pipientis e cada um dos pontos representam
diferentes garrafas de celulas infectadas. C+: controle positivo. C-: controle negativo.

Nas infec¢des iniciais, a passagem das células foi feita a cada 5 dias e,
talvez devido a alta frequéncia das passagens, em conjunto com o nao crescimento

das células apoés varias passagens, nao foi possivel a multiplicacéo e disseminacao
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da W. pipientis nas células de flebotomineos LL-5 e Lulo. J& nas células de
mosquitos RML12, podemos observar que a cada passagem o valor absoluto foi
aumentando, o que indica a eficiéncia do processo de extragédo e infeccdo de W.
pipientis a partir de linhagens celulares (figura 5A).

Outra forma de confirmar a infeccdo por W. pipientis foi feita através da
técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). A cada trés ou quatro
passagens, as células infectadas foram submetidas a técnica para confirmar a
presenca de W. pipientis nas células recém-infectadas, tanto de mosquitos (figura

6), quanto de flebotomineos (figura 7).

A- E‘-
C- D -
Figura 6: FISH com as células RML12 e Mos55 infectadas por wMel para validagdo do
protocolo de infecgdo. Em (A) observamos as células RML12 e em (B), as células Moss55, ambas
na 4° passagem apos transferéncia para o frasco. Em (C) as células RML12 e em (D) as células
Moss55, ambas na 7° passagem, onde podemos observar claramente a disseminagdo e

estabelecimento de W. pipientis nas células de mosquitos em vermelho e, em azul, observamos o

nucleo das células.



A- B -
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Figura 7: FISH com as células LL-5 e Lulo para confirmar a infeccdo de W. pipientis. As
células LL-5 (A) e Lulo (B) infectadas por wMel na 42 passagem apés infecgao, e LL-5 (C) e Lulo (D)

na 7° passagem pods-infecgdo, ambas com baixa densidade de W. pipientis, representada em

vermelho e, em azul, observamos o nucleo das células.

Juntamente com as células infectadas, as células controle de flebotomineos
e de mosquitos foram submetidas a hibridizagéo fluorescente in situ, para confirmar

auséncia de W. pipientis e possiveis contaminagdes cruzadas (figura 8).



Figura 8: FISH com as células controle de mosquitos e de flebotomineos. Imagem das células

controle de mosquitos em RML12 (A) e Mos55 (B), além de células de flebotomineos, sendo LL-5
(C) e Lulo (D), sem a presenca de W. pipientis. Em azul, observamos o nucleo das células.

Como foi descrito anteriormente, a transmissdo de W. pipientis para as
novas células € um processo dificil, jA que a divisdo celular ndo € um evento
simétrico, sendo que a partir de uma célula infectada ndo necessariamente serao
geradas células 100% infectadas (VORONIN, 2009), e também pela perda da
infeccdo apds varias passagens devido a baixa taxa ou néo crescimento das
células infectadas, além da auséncia de confluéncia (McMENIMAN et. al., 2008).
Diante disto, diversas metodologias foram aplicadas, apds a infeccao, para tentar
aumentar a densidade de W. pipientis nas células de flebotomineos. Uma delas foi
tentar selecionar as células com maior densidade através da transferéncia dos
frascos infectados para placa de 96 pocos. Através do gPCR em tempo real

utilizando os iniciadores especificos para wMel, TM513, os pogos 0s quais
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possuiam maior densidade da bactéria foram selecionados e entdo transferidos
para placa de 24 pocos até que ficassem confluentes, e o processo de
transferéncia para placa de 96 pocos e selecao dos mesmos com maior densidade
foi repetido. Esta selecao foi feita trés vezes, mas, apds a ultima selegcado, a

densidade de W. pipientis voltou a cair (figura 9).
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Figura 9: Teste de selecdo das células de flebotomineos com maior densidade da cepa da
bactéria wMel. Foram feitos testes de selecdo das células com maior densidade de W. pipientis
com ambas as células LL-5 e Lulo. Cada ponto representa diferentes frascos de células
provenientes de diferentes infec¢des por W. pipientis. C+: controle positivo. C-: controle negativo.

Foi realizada a comparacao da densidade de W. pipientis, da cepa wMel,
nas celulas aderidas ao frasco em relacao as células nao aderidas para verificar se
estavamos perdendo as células infectadas ao longo das passagens devido a estas
células flutuantes no meio. Apos teste com as células de mosquitos e de
flebotomineos, foi observado que as células aderidas apresentavam densidade
bastante semelhante ou maior do que as células flutuantes, tanto nas células de

mosquitos, quanto de flebotomineos (figura 10).
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Figura 10: Comparacéo da densidade de W. pipientis entre as células aderidas e flutuantes
nos frascos infectados com wMel. Nas células de mosquitos RML12 (A), ndo teve diferenca
significativa entre as células aderias e flutuantes. Em Lulo (B), a densidade de W. pipientis foi maior
nas células aderidas. Nas células Lulo (C) e LL-5 (D), as células de flebotomineos aderidas aos
frascos também ndo apresentaram diferenca estatistica na densidade de W. pipientis em relagéo as
células flutuantes. O grafico apresenta a mediana e P<0.05, sendo cada asterisco o nivel de
significancia

Outra tentativa de aumentar a densidade de W. pipientis nas células
infectadas foi deixa-las por duas semanas sem fazer passagem, somente trocando
o meio, de forma que a bactéria tivesse tempo de se multiplicar e infectar novas

células sem que estas ultimas se multiplicassem mais rapidamente. Apés duas
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semanas, foi feita a passagem das células e o PCR quantitativo para verificar se
houve diferenga na concentragcéo absoluta de W. pipientis, mas a densidade se

manteve bastante semelhante ou menor (figura 11).
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Figura 11: Comparagdo das densidades de W. pipientis nas células de flebotomineos apds
duas semanas sem passagem. Tanto nas células de mosquitos RML12 (A) quanto de
flebotomineos Lulo (B) e LL-5 (C), ap6s duas semanas (T2) sem que fosse feita a passagem foi
possivel observar que ndo houve aumento significativo na densidade de W. pipientis em relagdo a
passagem anterior (T1). As barras representam a mediana. C+: controle positivo e C-. controle

negativo.

Apos diferentes tentativas de aumento da densidade de wMel, foi
estabelecido que a frequéncia de passagem nas células fosse reduzida, sendo feita
a cada 7-10 dias e, apos 4 dias da passagem anterior, 0 meio foi descartado e
adicionado 4 mL de meio fresco seguindo as mesmas concentragdes descritas no
item 4.2, com excecdo de SFB que foi adicionado apenas 2%, para evitar o

crescimento rapido das células nos frascos.
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Novas infec¢des foram feitas e ainda assim a cepa wMel ndo conseguiu se
estabelecer nas células de flebotomineos, tanto na LL-5 (figura 12A) quanto na
Lulo (figura 12B). No ensaio de imunofluorescéncia também foi possivel observar a

densidade baixa de W. pipientis nestas células (figura 13).
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Figura 12: Acompanhamento das células de flebotomineos infectadas por wMel, apés
modificagcbes no protocolo de manutencdo das células. Apoés diversas tentativas de
modificagées do protocolo, foi possivel observar que a densidade desta cepa de W. pipientis
continuou a diminuir ao longo das passagens nas células LL-5 (A) e Lulo (B). As barras representam

a mediana. C+: controle positivo e C-: controle negativo.
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Figura 13: Ensaio de imunoflurescéncia com as células LL-5 e Lulo infectadas com wMel. Em
(A) as ceélulas LL-5 estavam na sua terceira passagem, enquanto que em (B), as mesmas estavam
na sétima passagem. Em (C), observamos as células Lulo também na terceira passagem e, em (D),
na sétima passagem. Ambas as celulas com baixa densidade de W. pipientis, representada em

vermelho, e, em azul, observamos o nucleo das células.

Devido a dificuldade de se obter uma infecgéo estavel por wMel, foram feitas
novas infecgbes utilizando também a cepa virulenta wMelPop-CLA nas células de
flebotomineos LL-5 e Lulo, aplicando-se estas novas modificacées estabelecidas
para manutencdo das mesmas pos-infeccao.

Ao longo das passagens, pdde-se observar que a cepa wMelPop-CLA se
apresentou mais estavel na célula Lulo, em comparacdo com as infecgdes na
célula LL-5 (figura 14).
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Figura 14: Grafico representativo da quantificagcdo absoluta da cepa wMelPop-CLA de W.
pipientis nas células de flebotomineos. Nas infec¢des iniciais de wMelPop-CLA em células de
flebotomineos, Lulo (A) apresentou uma densidade da bactéria mais constante nas primeiras

passagens em comparagéo com LL-5 (B). C+: controle positivo, C-: controle negativo.

5.2 Obtencao de infeccao estavel de W. pipientis em células de L.

longipalpis

Durante as infecgées com a cepa wMelPop-CLA, inicialmente observamos
que, por quantificacdo absoluta, a densidade de W. pipientis em ambas as células
nao foi reduzida drasticamente, como observado nos resultados das infec¢des por
wMel. Inicialmente, a infeccdo por esta cepa foi melhor nas células Lulo, em
comparacdo com as células LL-5, utilizando gPCR com quantificacdo relativa
(figura 15A e 15D). Através da técnica de FISH, foi possivel confirmar o melhor
estabelecimento de wMelPop-CLA na célula Lulo (figura 15E e 15F), em
comparacgao com a infecgao na célula LL-5 (figura 15B e 15C).

Apbs diversas tentativas de infecgéo estavel pelas cepas de W. pipientis, foi
observado que as células com a quantidade absoluta de W. pipientis semelhantes
no qPCR nao apresentavam semelhantes densidades em FISH. Diante desta
divergéncia, para melhor quantificacdo da densidade de W. pipientis nas células, foi

utiizada a quantificacdo relativa. Inicialmente foram utilizados os iniciadores
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especificos para cada cepa (figura 15A e 15D), mas para melhor comparagéo da
densidade de ambas as cepas, foi utilizado iniciadores para o gene wsp de W.
pipientis, normalizado com os iniciadores para o gene GAPDH de L. longipalpis.

Ao longo das passagens, através da quantificacao relativa, observamos que
a densidade de W. pipientis varia a cada passagem e também entre as infecgdes
(figura 15A e 15D).
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Figura 15: Quantificacdo relativa de W. pipientis, cepa wMelPop-CLA, nas células de
flebotomineos. Quantificacéo relativa da densidade de W. pipientis nas primeiras infecgbes das
células LL-5 (A) e Lulo (D), por wMelPop-CLA. Cada barra representa células oriundas de diferentes
infecgdes nas suas respectivas passagens. Confirmagao da infecgdo através de FISH nas células
LL-5 (B e C) e em Lulo (E e F), onde em vermelho observamos a bactéria e em azul o nucleo das
células.

A cepa wMelPop-CLA conseguiu se multiplicar e se estabelecer nas células
Lulo mais facilmente e com maior densidade do que nas células LL-5. A alta
densidade de W. pipientis nas células de flebotomineos foi confirmada através da

técnica de hibridizagdo in vitro, onde foi possivel visualizar a disseminagdo da
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bactéria em ambas as células, sendo maior a densidade nas células Lulo (figuras
16B e 16E).
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Figura 16: Grafico representativo da variacéo da densidade de W. pipientis nas células Lulo e
LL-5 infectadas com a cepa wMelPop-CLA. Cada barra representa a respectiva passagem das
células e a quantificacéo relativa de W. pipientis utilizando os genes wsp e GAPDH. Em (A),
observamos a variagdo da densidade de W. pipientis as células Lulo ao longo das passagens e, em
(D), nas células LL-5. Em (B) e (E) observamos a densidade de W. pipientis (em vermelho) nas
células de flebotomineos e, em (C) e (F) observamos o nucleo das células controle (em azul). C+:

controle positivo, C-: controle negativo.

Na célula Lulo, a alta densidade da cepa wMelPop-CLA de W. pipientis se
manteve ao longo das passagens, apesar de variagbes ao longo do tempo, sendo
que as mesmas tém sido mantidas por mais de 70 passagens em laboratério
(aproximadamente 1,8 anos). Por outro lado, nas células LL-5, foi mais demorada a
disseminacgao da bactéria e, mesmo com a baixa densidade em comparagao com
Lulo, estas células tém sido mantidas por cerca de 35 passagens. Além disso,
aliquotas das células foram congeladas e mantidas em freezer a -80 °C e, mesmo

ap6s o processo de congelamento e descongelamento, as células foram
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recuperadas e a densidade de W. pipientis se manteve em niveis semelhantes,

principalmente nas células Lulo.

5.3 Estudo da expressao de genes ligados ao sistema imune inato em
células LL-5 nos estagios iniciais de infecgao por W. pipientis

Para melhor compreensao da dificuldade de se obter uma infeccao estavel
de W. pipientis nas células LL-5, foi proposto o estudo da expressdo génica do
sistema imune destas células nos estagios iniciais de infecgéo por ambas as cepas,
wMel e wMelPop-CLA, seguindo um estudo previamente publicado por
colaboradores (TINOCO-NUNES et al.,, 2016). Ap6s infeccao, as células foram
monitoradas nos tempos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas poés-infec¢ao pelas cepas de
W. pipientis em comparagao com as células controle.

Apos o processamento das amostras, através da deteccao do gene wsp, foi
observado que a densidade de ambas as cepas de W. pipientis foi diminuindo
gradativamente desde o inicio até 72 horas pos infeccao (figura 17A).

Em relagao a expressao dos genes de imunidade, quando comparado com o
grupo nao-infectado (controle), as células LL-5 responderam a ambas as cepas
aumentando significativamente a expresséao dos fatores de transcricdo Dorsal no
tempo de 12 horas pés infeccao (figura 17C). Ja o gene Relish apresentou um
aumento de expressdo 12 horas apds contato com wMelPop-CLA e o STAT no
tempo de 24 horas apés infeccao por wMel (figura 17E e 17G).

O gene que suprime a via Toll, Cactus, ndo apresentou diferenca
significativa na sua expressdo em comparagdo com as células controle (figura
17B), enquanto que a expressao de Caspar e PIAS, repressores das vias IMD e
JAK-STAT, foi significativamente aumentada 48 horas e 12 horas pds infeccao,

respectivamente (figura 17D e 17F) em resposta a cepa wMelPop-CLA.
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Figura 17: Estagios iniciais das principais vias da resposta imune inata das células LL-5 ap6s
infeccdo por W. pipientis. Detecgdo de W. pipientis, cepas wMel (cinza) e wMelPop-CLA (preto)
através da expresséo relativa do gene wsp (A). Expressao dos genes Cactus e Dorsal da via Toll (B
e C), Caspar e Relish da via IMD (D e E), reguladores da via JAK-STAT (F e G). As barras
representam fold change em relagdo as células controle, com a média e desvio padrdo de trés
replicas biologicas coletadas nos tempos de 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72 h p6s infecgéo. Valores de P:
* P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, e ****P<0.0001.
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Os peptideos antimicrobianos Attacina, Cecropina, Defensina 1 e Defensina
2, os quais sdao moléculas efetoras da resposta imune inata as quais combatem
infeccbes por bactérias, fungos e/ou virus, tiveram sua expressdao aumentada
significativamente nos tempos de 12 horas e/ou 24 horas po6s infecgao (figura 18A,
18B, 18C e 18D, respectivamente) apds infeccdo por ambas as cepas, exceto
Defensina 1 que somente foi aumentada significativamente no tempo de 6h. O
peptideo Defensina 2 foi altamente expresso a partir de 12 horas até 48 horas pés
infeccao por wMelPop-CLA (figura 19D).
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Figura 18: Estagios iniciais da expresséo de AMPs e estresse oxidativo das células LL-5 apds
infeccdo por W. pipientis. Expressdo dos AMPs nas células LL-5 infectadas com as cepas wMel
(cinza) e wMelPop-CLA (preto): Attacina (A), Cecropina (B), Defensina 1 (C) e Defensina 2 (D). As
barras representam fold change em relagdo as células controle, com a média e desvio padrdo de
trés replicas biolégicas coletadas nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h e 72h pés infecgdo, sendo em
cinza apds o contato com a cepa wMel e em preto com a cepa wMelPop-CLA. Valores de P: *
P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, e ****P<0.0001.
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Além disto, nos genes relacionado com o estresse oxidativo, as células LL-5
expressaram altos niveis de iINOS nos tempos de 12 horas para a cepa wMel e 24
horas pés infecgao por wMelPop-CLA (figura 19A) e baixos niveis de expressao do
gene da Catalase 48 horas pés infeccdo por wMel e 72 horas ap6s contato com
wMelPop-CLA (figure 19B). Nao ouve alteracdo da expressdao do gene SOD3A
ap6s contato com ambas as cepas de W. pipientis na maioria dos tempos
analisados (figura 19C), exceto 6 horas apds contato com a cepa wMel, quando

este foi significativamente aumentado.
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Figura 19: Estagios iniciais da expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo das
células LL-5 apds infeccéo por W. pipientis. Expressdo de genes nas células LL-5 infectadas
com as cepas wMel (cinza) e wMelPop-CLA (preto): iINOS, Catalase e SOD3A (A, B e C). As barras
representam fold change em relagdo as células controle, com a média e desvio padrdo de trés
replicas biolégicas coletadas nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h e 72h pés infecgcéo, sendo em cinza
apds o contato com a cepa wMel e em preto com a cepa wMelPop-CLA. Valores de P: * P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001, e ***P<0.0001.

5.4 Analise da expressao de genes ligados ao sistema imune inato em

células de flebotomineos com infecg¢ao estavel por W. pipientis

Apods obtencao de uma infeccao estavel de wMelPop-CLA nas células de
flebotomineos, foi realizado o estudo da expressdo génica de alguns genes do
sistema imune inato nas células Lulo e LL-5 em comparagdo com o controle.

Devido a variacdo da densidade de W. pipientis nas células infectadas ao longo
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das passagens (figura 19), para o estudo da expressao génica as amostras foram
selecionadas e agrupadas de acordo com a densidade de W. pipientis em cada
passagem.

Para a célula Lulo, devido a sua maior densidade de W. pipientis, as
amostras selecionadas para analise da expressao génica apresentavam uma razao
entre wsp-GAPDH em torno de 10, enquanto que para LL-5 esta razéo foi em torno
de 5 (figura 20).
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Figura 20: Grafico da quantificagéo relativa de wMelPop-CLA nas células de flebotomineos
para estudo da expressdo génica do sistema imune. Dados representativos de dois
experimentos, sendo que, em (A), observamos a densidade de W. pipientis presente nas células
Lulo em comparagao com o controle e, em (B), nas células LL-5. As barras representam a mediana
de cada grupo com o intervalo interquartil das amostras.

Apbs a selecao das amostras, foi realizada a extracdo de RNA e sintese de
cDNA para analise da expresséo de alguns genes do sistema imune nas células
infectadas em comparacao as células controle. Os genes estudados das vias de
imunidade pertencem a via TOLL (Cactus e MyD88), IMD (Caspar, IMD), JAK-
STAT (PIAS) TEP1 (complemento) e o gene Profenoloxidase, importante no
processo de melanizagdo em insetos.

A partir da analise de expressao génica realizada, foi observado que os
genes que codificam as proteinas Cactus, Caspar e PIAS que regulam
negativamente as principais vias de imunidade inata em artrépodes (vias Toll, IMD

e JAK-STAT, respectivamente) estavam significativamente menos expressos nas
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células Lulo infectadas por wMelPop-CLA em relagdo as células controle,
sugerindo uma ativagao destas vias nas células transfectadas com W. pipientis
(figura 21A, 21B e 21C). Os genes que codificam a enzima Prophenoloxidase e a
proteina da via de complemento TEP1 também mostraram uma reducao
significativa de sua expressao no grupo transfectado em relagcdo ao grupo controle
(figura 21D e 21E), sugerindo que a presenca de W. pipientis nas células Lulo
parece ativar as principais vias relacionadas ao sistema imune inato de L.
longipalpis, como as vias Toll, IMD e JAK-STAT (figura 21). Ja o gene Relish, um
dos reguladores da via IMD, nao teve sua expressao alterada nas células com W.
ppientis em relagédo as células controle (figura 21F).

Como foi observada uma diferenca na expresséo de genes nas células Lulo,
foi estudada a expressao de AMPs nas mesmas, mas nao foi observada diferenca
significativa entre as células com W. pipientis em relagdo as controle para os

peptideos Attacina, Cecropina e Defensina 1 (Figura 21G, 21H e 211).
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Figura 21: Resultados da comparacao da expresséo de genes de imunidade entre as células

Lulo infectadas por wMelPop-CLA e nado infectadas. Nas células Lulo infectadas por W. pipientis,

todos os genes selecionados apresentaram-se significativamente menos expressos em comparagao

com as células controle, com excecgéo de Relish e os peptideos antimicrobianos Attacina, Cecropina

e Defensina 1, os quais ndo apresentaram diferenga significativa. O grafico apresenta a mediana

com intervalo interquartil e P<0.05, sendo cada asterisco o nivel de significancia.
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Ja nas células LL-5, também foi feita a sintese de cDNA e analise da
expressao dos genes do sistema imune apresentados anteriormente nas células
Lulo, incluindo o gene Myd88 da via TOLL. Ap6s processamento das amostras, foi
observado que nao houve diferengca significativa em nenhum dos genes de
imunidade entre as células infectadas por W. pipientis em relagdo ao controle
(figura 22) e, desta forma, ndo observamos a expressao dos peptideos
antimicrobianos. Além disto, o gene Profenoloxidase nao foi apresentado pois nao

foi detectado em nenhum dos grupos de células estudados.
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Figura 22: Resultados da comparacao da expresséo de genes de imunidade entre as células

LL-5 infectadas por wMelPop-CLA e néo infectadas. Nas células LL-5 infectadas por W. pipientis,

nenhum dos genes selecionados apresentaram diferenga significativa em comparagdo com as

células controle. O grafico apresenta a mediana com intervalo interquartil e P<0.05.
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5.5 Efeito da presenca de W. pipientis nas células Lulo na interagao

com Leishmania infantum

Para verificar se a presenca da bactéria W. pipientis poderia afetar a
interacdo entre as células de flebotomineos e o parasito Leishmania infantum,
experimentos foram realizados com as células Lulo contendo diferentes densidades
da cepa wMelPop-CLA.

Durante este processo de otimizacao, foi observado que principalmente 48
horas pés-infeccdo nas altas taxas de infeccéo (10:1 e 5:1 parasitos por célula),
grande parte das células de flebotomineos se desgrudaram da laminula de vidro e,
durante o processo de fixacao e coloracao, resultava em perda de grande parte
destas células, o que dificultou a analise dos resultados. Diante deste desafio,
testamos outras concentracbes de parasitos por célula, sendo 1:1 e 0,1:1 parasito
por célula, e determinamos que a melhor concentracdo para realizagdo dos
experimentos foi de 1:1 parasito por célula. O processo de infeccao por Leishmania
em células de flebotomineos com diferentes densidades de W. pipientis foi
realizado em 4 experimentos independentes.

Os resultados mostraram que duas horas ap6s contato com o parasito, as
células com a densidade de W. pipientis alta (razdo de 10 bactérias por célula)
mostraram um leve decréscimo no numero de parasitos aderidos as mesmas, em
comparacao com os outros dois grupos de estudo, mas nao apresentaram
diferenca significativa entre eles (P>0.05). Neste mesmo tempo, os grupos de
células com menor densidade de W. pipientis (razdo de 5:1) e o controle (nao
infectado por wMelPop-CLA) tiveram o maior numero de células infectadas com
parasitos aderidos & membrana em comparagao com os outros tempos da cinética,
sendo este valor cerca de 12% das células, mas ap6s analise estatistica o grupo se
apresentou similar aos demais (P>0.05). O grupo de células com maior densidade
de W. pipientis (10:1) apresentou maior numero de células com Leishmania no
tempo de 24 horas pds contato com os parasitos. No tempo de 48 horas de co-
incubacao, os trés grupos apresentaram um menor numero de células com
parasitos aderidos a parede celular em comparagcao com os outros tempos

estudados, sendo este valor de cerca de 7% das células, mas sem diferenca
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estatistica entre os outros tempos estudados (P>0.05). O mesmo aconteceu no
tempo de 72 horas em contato com lLeishmania, onde néo houve diferenca
estatistica observada entre as células infectadas e nao infectadas pela cepa
wMelPop-CLA (P>0.05) (figura 23).
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Figura 23: Interagdo entre Leishmania (L.) infantum e linhagens celulares Lulo infectadas e
ndo infectadas por W. pipientis. Representacdo grafica da percentagem de células de
flebotomineos contendo Leishmania nos periodos de 2, 24, 48 e 72 horas de co-incubacdo. A
infeccdo por Leishmania foi realizada em trés diferentes grupos de estudo, sendo em preto o grupo
de células Lulo com alta densidade de W. pipientis (razdo de 10 bactérias por célula); em cinza,
células Lulo com baixa densidade de W. pipientis (raz&o de 5 bactérias por célula); e em branco as
células Lulo controles (n&o infectadas pela cepa wMelPop-CLA de W. pipientis). Nao foi observada

diferenca estatistica entre os grupos e tempos estudados, P>0.05.
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5.6 Efeito na carga viral de virus endégenos em células Lulo apods
infeccao estavel por W. pipientis

ApoOs observarmos que a presenca de W. pipientis ndo afetou a carga
parasitaria nos ensaios in vitro, decidimos verificar se a cepa wMelPop-CLA
poderia afetar a carga de virus enddgenos presentes nas células Lulo. Para isto,
aliquotas de diversas passagens de células, apos obtencao da infeccao estavel,
foram coletadas para quantificacao dos virus descritos por Ferreira et al, 2018, Lulo
virus 1 (LV1) e Lulo virus 2 (LV2), pertencentes as familias Luteoviridae e
Permutotetraviridae respectivamente. Comparando com as células controle com
aquelas contendo a bactéria, nao foi observada diferenca significativa na carga viral
de LV2 mas, para o LV1, as células contendo W. pipientis apresentaram um

decréscimo significativo na quantidade viral em relacdo as células controle (figura
24).
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Figura 24: Efeito da bactéria W. pipientis na quantidade de virus enddégenos presentes
nas células Lulo. Apdés obtencdo da infeccdo estavel por W. pipientis, verificamos a
quantidade de virus presente nestas em comparagdo com as células controle. A quantificacao
dos virus LV1 e LV2 foram normalizados com o gene constitutivo GAPDH. *P <0,05.
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6 Discussao

O processo de estabelecimento de W. pipientis em cultura de células € o
primeiro passo para adaptagado deste endossimbionte em novos hospedeiros
invertebrados (ITURBE-ORMAETXE et al.,, 2011a). Esta adaptagdo pode ocorrer
devido a adequacéo da carga genética da bactéria as células do novo hospedeiro,
facilitando assim seu estabelecimento e multiplicaggo (McMENIMAN et al, 2008).
Nesta primeira fase de adaptacdo de W. pipientis em flebotomineos, ndo ha a
necessidade da criacdo de insetos por varias geragdes, uma vez que 0 processo
de manutengdo dos mesmos é bastante laborioso e poucas colénias sdo mantidas
mundialmente com sucesso (VOLF & VOLFOVA, 2011; LAWYER et al, 2017).

Neste estudo demonstramos, pela primeira vez, o estabelecimento de
infeccdo pela bactéria W. pipientis em linhagens celulares de flebotomineo da
espécie Lutzomyia longipalpis. Apds diversas tentativas, infelizmente nao
conseguimos transfectar as células de Lutzomyia longipalpis com a cepa wMel,
mas, por outro lado, foi possivel estabelecer uma infecgcdo estavel em ambas as
células Lulo e LL-5 com a cepa wMelPop-CLA, o que foi comprovado por meio da
técnica de fluorescéncia in situ e PCR em tempo real.

O processo de introdugcao e estabilizagdo de W. pipientis nas células de
flebotomineos foi bastante dificil, fato que pode ser justificado pela distancia
filogenética entre o seu hospedeiro natural, a mosca Drosophila melanogaster da
subordem Brachycera, sendo que a espécie Lutzomyia longipalpis pertencente a
subordem Nematocera (RAFIKI et al, 2012). Entretanto, a introducédo de W.
pipientis oriunda de dipteros braquiceros em representantes da subordem
Nematoceta ja foi realizada no passado com sucesso, com a introdugdo da cepa
wMel em A. aegypti. Outros fatores que podem ter dificultado a infec¢cdo destas
células pela bactéria, como proposto em estudos anteriores, seriam o genoma da
célula e os componentes citoplasmaticos do novo hospedeiro (DURVASULA et al,
1997).

Os primeiros testes para obtencao de infeccéo estavel por ambas as cepas
wMel e wMelPop-CLA nas células LL-5 e Lulo ndo foram bem sucedidos. Apds

diversas tentativas com a cepa wMel, até mesmo tentando diferentes metodologias,
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nao foi possivel obter uma infeccdo estavel com esta cepa. Acreditamos que,
devido a baixa densidade desta cepa nas células de mosquitos, o processo de
infeccao na célula do novo hospedeiro flebotomineo foi impossivel de ser realizada.
Juntamente com a baixa densidade, provavelmente houve uma perda de W.
pipientis ao fim do processo de extracao, o que pode ter dificultado a infeccao.

Por outro lado, foi possivel introduzir e manter a infecgcdo pela cepa
wMelPop-CLA em ambas as linhagens Lulo e LL-5 por varias passagens. De
acordo com nossos resultados, tanto por PCR quantitativo e hibridizag&o in vitro, na
linhagem celular Lulo foi possivel obter uma infeccao estavel com uma alta
densidade de W. pipientis em comparagao com a LL-5, sugerindo que as células
Lulo sdo um melhor modelo experimental para estudos envolvendo esta bactéria.

Para entender melhor essa baixa infecgdo nas células LL-5, foi estudada a
expressao génica de genes envolvidos na resposta imune inata destas células nas
primeiras horas ap6s contato com ambas as cepas de W. pipientis. Foi observado
que ha um aumento da expressao de peptideos antimicrobianos juntamente com a
ocorréncia de estresse oxidativo, podendo acarretar uma baixa sobrevivéncia de
W. pipientis nesta linhagem celular. Estudos anteriores mostraram que ha um
aumento da resposta imune nestas células apds contato com diferentes bactérias e
levedura (TINOCO-NUNES et al, 2016). Em conjunto com nossos resultados,
acreditamos que a resposta do sistema imune das células LL-5 tem um impacto
significativo na sobrevivéncia da bactéria W. pipientis nos estagios iniciais de
infecgcéo, o que pbde afetar a obtencédo de uma infecgao estavel.

A expressao de genes do sistema imune € um importante mecanismo de
defesa de insetos contra patdgenos. Apds obtencdo da infeccdo estavel por
wMelPop-CLA em ambas as linhagens celulares, foram realizados experimentos
para verificar a expressao génica do sistema imune de ambas as células infectadas
por W. pipientis em relagdo as células controle nédo infectadas. Para isto, foi
utiizado o genoma anotado de L. longipalpis presente em banco de dados
(https://iwww.vectorbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis) para selecdo de
genes do sistema imune, ja que existem poucos estudos envolvendo a ativagdo do
sistema imune em flebotomineos. Os genes selecionados foram Cactus, Caspar e
PIAS, os quais regulam negativamente as vias TOLL, IMD e JAK-STAT em insetos,
respectivamente (KIM et al, 2006; KINGSOLVER et al, 2013; KIU et al, 2012). Além
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disto, foram estudados os genes que codificam as seguintes proteinas:
Profenoloxidase (PPO), envolvida na melanizagdo de patégenos e TEP1, o qual
codifica uma proteina similar a proteina C3b do sistema complemento de
vertebrados, a qual atua na opsonizacao de patdégenos (PROVELONES et al,
2009).

Apos infeccdes estaveis por wMelPop-CLA nas células LL-5, observamos
que a presenca de W. pipientis ndo causou nenhum efeito nos niveis de expressao
dos genes estudados em comparagdo com as células controle ndo infectadas. Nas
células Lulo, a qual possui maior densidade de W. pipientis, a presenca de
wMelPop-CLA diminuiu a expressdo de alguns genes das principais vias, como
Cactus, Caspar, PIAS, PPO e TEP1. A diminuicdo da expressao de Caspar sugere
que a presencga da bactéria pode ter ativado a via IMD nesta linhagem celular, uma
vez que Caspar bloqueia efetivamente a translocacdo nuclear do fator de
transcricao Relish, inibindo assim a expressao de peptideos antimicrobianos
controlados pela via IMD (KIM et al, 2006). De maneira similar, ambos os genes
Cactus e PIAS também foram negativamente regulados nas células com wMelPop-
CLA em relacao ao controle, sugerindo a ativacdo das vias TOLL e JAK-STAT
devido a presenca da bactéria. Através deste estudo, mostramos os primeiros
indicios de que W. pipientis pode afetar as diferentes vias do sistema imune de
flebotomineos, mas sédo necessarios estudos mais aprofundados utilizando outras
técnicas, como por exemplo RNA de interferéncia, para confirmacao da ativacao ou
supressao destas vias de imunidade.

Em mosquitos, apds o silenciamento do gene Caspar, foi mostrado que a
infecgédo por Plasmodium foi reduzida (GARVER et al, 2009). De maneira similar,
estudos anteriores mostraram que a redugéo do gene Caspar contribui na redugéo
da infeccao por Leishmania no inseto adulto de L. longipalpis (TELLERIA et al,
2012). Frente as observagdes mencionadas, no presente estudo, a infecgao por W.
pipientis nas células Lulo reduziu significativamente a expresséo do gene Caspar,
mas, apos experimentos com Leishmania nessas células, a quantidade de
parasitos aderidos nas linhagens com e sem a bactéria ndo apresentaram
diferenca significativa.

Em relacao aos peptideos microbianos, foi observado que, em experimentos

com o flebotomineo adulto da espécie Phlebotomus duboscqi, ha uma alta
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expressdo do peptideo antimicrobiano Defensina na infecgdo pelo parasito
Leishmania (BOULANGER et al, 2004). Em relacdo aos peptideos antimicrobianos
Defensina e Cecropina, foi observados que, em diferentes hospedeiros infectados
por diferentes parasitos, estes apresentaram uma alta expresséo para combate
destes patéogenos (AKUFFO et al, 1998, DURVASULA et al, 1997; HAO et al,
2001). Para as células de flebotomineos estudada Lulo, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de expressao de peptideos antimicrobianos apds obtencao
de infecgdo estavel por W. pipientis, em comparagdo com as ceélulas controle.
Semelhantes resultados foram observados em moscas do género Drosophila € em
mosquitos, e isto € um indicio que a protecao promovida pela W. pipientis no
hospedeiro contra patégenos nao é unicamente baseada no aumento da expressao
de genes do sistema imune das principais vias e nem dos peptideos
antimicrobianos (BOURTZIS et al, 2000; WONG et al, 2011; RANCES et al, 2013).

Foram realizados experimentos de interacdo das linhagens celulares
estudadas com L. infatum para verificar se a infeccao por wMelPop-CLA nas
células Lulo poderia reduzir o numero de parasitos aderidos nas mesmas em
comparagdo com as ceélulas controle sem W. pipientis. Anteriormente, foi
demonstrado que as células Lulo sdo um bom modelo para estudo da interagao
com Leishmania, incluindo estudos do ciclo de vida do parasito (BELLO et al, 2005;
CORTES et al, 2011). Neste estudo, podemos confirmar a interacdo do parasito
nas células Lulo, infectadas ou ndo pela cepa wMelPop-CLA, sendo que foram
utilizados dois grupos de células com W. pipientis: um com alta densidade e outro
com baixa densidade da bactéria por célula. No inicio da interacéo, as células com
alta densidade de W. pipientis apresentaram um leve decréscimo no numero de
células com parasitos em comparagdao com o grupo de baixa densidade de W.
pipientis € o0 grupo controle, apesar de nao ser uma diferengca significativa.
Entretanto, 24, 48 e 72 horas apOs a interacdo, os trés grupos apresentaram
valores semelhantes de parasitos nas respectivas células. Diante disto, foi
observado que a presenca de W. pipientis, mesmo em altas densidades, nao
resultou em efeitos significativos para reducao da adesao de Leishmania infantum,
inicialmente em ensaios in vitro.

Estudos envolvendo W. pipientis tem mostrado que a presenca da bactéria

no hospedeiro invertebrado induz a capacidade destes de inibirem a replicacao de
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diversas arboviroses, como Dengue, Zika e Chikungunya (MOREIRA et al, 2009;
DUTRA et al, 2016; TAN et al, 2017; ALIOTA et al, 2016) e isto tem levado ao
desenvolvimento de estratégias de controle destas doencas
(www.worldmosquito.org). Resultados similares a estes tém sido observados em
infeccbes pelo parasito Plasmodium, o qual necessita invadir as células do
hospedeiro invertebrado para completar seu ciclo de vida (KAMBRIS et al, 2010,
BIAN et al, 2013). Esta protecéo e bloqueio da transmissédo de patégenos se deve
a diversos fatores, ainda ndo muito bem estabelecidos, como a competicéo entre a
bactéria e o patégeno de invadir a célula do hospedeiro, competicao por recursos
para sobrevivéncia do patégeno e /ou pela ativagcao de genes do sistema imune do
vetor (MOREIRA et al, 2009; DUTRA et al, 2016; JOUBERT et al, 2016).

Por outro lado, no hospedeiro flebotomineo, para que ocorra a transmissao
da Leishmania para o hospedeiro vertebrado, &€ necessario a aderéncia das formas
promastigotas a parede do intestino médio utilizado moléculas da membrana, como
os Lipofosfoglicanos (LPG) e Glicosaminoglicanos (GAG) (CORTES et al, 2012,
BATES et al, 2007; DOSTALOVA et al, 2012; ROGERS et al, 2002). No presente
estudo, a presenca de W. pipientis nas células de L. longipalpis ndo afetou o
numero de células com L. infantum aderidas e este resultado pode estar
relacionado a falta de competicdo entre parasito/célula para invadir a célula do
hospedeiro, ja que o ciclo da Leishmania ocorre em meio extracelular. Além disto,
estes resultados podem também estar relacionados a auséncia de efeitos na
expressao de peptideos antimicrobianos pelas células dos flebotomineos, os quais
poderiam afetar a interacdo parasito/célula. Diante disto, ha a necessidade de
estudos envolvendo a bactéria W. pipientis e o flebotomineo adulto, para melhor
compreensao dos efeitos da mesma no inseto € na adesao de parasitos a parede
do intestino e, tambem, se pode haver alguma reduc¢ao da quantidade de parasitos
capazes de migrar para a valvula do estomodeu, processo essencial para que
ocorra a transmissao das leishmanioses.

Em relacao aos virus especificos de insetos, a presenca de W. pipientis nas
células Lulo foi capaz de reduzir significativamente a carga viral de LV1 em relagcao
ao grupo controle. Entretanto, para o Permutotetravirus LV2, ambos os grupos
apresentaram semelhangas na quantidade de virus presente nas células Lulo.

Diante disto, podemos sugerir que a presenca de W. pipientis em ensaios in vitro
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tem efeitos negativos na proliferacdo de determinado virus, o que pode ser
resultado da competicdo por recursos intracelulares, bem como de indugdo do
sistema imune, como proposto em trabalhos anteriores (KAMBRIS et al., 2009;
ITURBE-ORMAETXE et al., 2011A; MOREIRA et al., 2009).

Diante desta observacgao, a bactéria pode ser utilizada em outras espécies
de flebotomineos para bloqueio de virus de diferentes géneros transmitidos pelos
mesmos, como Phlebovirus, Vesiculovirus e Orbivirus (DEPAQUIT et al, 2010;
ALKAN et al, 2013). Estes virus sado transmitidos principalmente na regido
Mediterranea e podem se espalhar nas préximas décadas (MORICONI et al, 2017).

No mediterraneo, os principais flebovirus conhecidos que sao transmitidos
por flebotomineos sdo Naples virus (SFNV), Sicilian virus (SFSV) e Toscana virus
(TOSV) (ALKAN et al, MORICONI et al, 2017). O virus Toscana (TOSV) é
considerado como um patdégeno emergente que pode causar infecgdes no sistema
nervoso central em humanos e meningite. Os demais Phlebovirus causam “3 dias
de febre”, sendo a incidéncia desconhecida, mas existem pelo menos 250 milhées
de pessoas vivendo em area de risco. Poucos estudos demonstraram a presenca
destes virus em animais, o que aponta uma necessidade de mais estudos
relacionados a protozoarios e virus transmitidos por flebotomineos nas mais
diversas areas do globo (MORICONI et al, 2017).
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7 Conclusao

Neste estudo, foi possivel a obtencdo de uma infeccdo estavel por W.
pipientis nas linhagens celulares Lulo, sendo que estas células mais permissiveis a
cepa wMelPop-CLA, ja que nao foi possivel a infeccao pela cepa wMel. A presenca
da bactéria induziu uma ativagcdo das principais vias do sistema imune de
flebotomineos, sendo estas IMD, Toll e Jak-Stat, mas ndo parece afetar a adesao
da cepa de L. infantum estudada. Entretanto, a presenca de W. pipientis reduziu a
carga viral de um dos virus endégenos presente nestas células, o que pode indicar
uma vantagem do uso da bactéria para protecao de virus transmitidos por
flebotomineos.

Este estabelecimento e adaptagdo da cepa de W. pipientis wMelPop-CLA
nas células de L. longipalpis pode contribuir para obtencdo de linhagens
transfectadas do inseto adulto para, posteriormente, observar o efeito na infeccao
por Leishmania in vivo. Para a infecgcao transiente do inseto vetor por W. pipientis,
a extracao da bactéria feita a partir das células Lulo e LL-5 podera ser facilitada, ja
que a mesma pode ter se adaptado a este novo organismo. Através desta cepa
adaptada, aliada a técnica de microinje¢cdes em embrides, a multiplicagcdo e
disseminacdo no inseto vetor podera ser gerada mais rapidamente, o que
contribuira para producéao de coldnias estaveis de insetos com W. pipientis.

Como perspectivas para continuagéo desta linha de pesquisa, experimentos
de introducdo de W. pipientis em fémeas adultas de flebotomineos serdo de suma
importancia para uma melhor compreensdo do efeito da W. pipientis frente a
infeccao por Leishmania. A producao de linhagens de insetos adultos transfectadas
transientemente com W. pipientis podem ser obtidas através da microinjecao da
bactéria na hemocele do flebotomineo. Se, a partir deste estudo, nés conseguirmos
uma interferéncia na replicagdo de espécies de Leishmania no intestino de
flebotomineos, o proximo passo seria a tentativa de gerar linhagens de Lu.
Longipalpis estavelmente transfectadas por W. pipientis através da microinjecao de
ovos desta espécie de flebotomineo. Isso possibilitaria o uso da bactéria W.
pipientis como ferramenta adicional para controle biolégico das leishmanioses ou

de virus transmitidos por este vetor.
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Abstract

Background: The leishmaniases are important neglected diseases caused by Leishmania spp. which are transmitted
by sand flies, Lutzomyia longipalpis being the main vector of visceral leishmaniasis in the Americas. The
methodologies for leishmaniasis control are not efficient, causing 1.5 million reported cases annually worldwide,
therefore showing the need for development of novel strategies and interventions to control transmission of the
disease. The bacterium Wolbachia pipientis is being used to control viruses transmitted by mosquitoes, such as
dengue and Zika, and its introduction in disease vectors has been effective against parasites such as Plasmodium.
Here we show the first successful establishment of Wolbachia into two different embryonic cell lines from L
longipalpis, LL-5 and Lulo, and analysed its effects on the sand fly innate immune system, followed by in vitro
Leishmania infantum interaction.

Results: Our results show that LL-5 cells respond to wMel and wMelPop-CLA strains within the first 72 h post-
infection, through the expression of antimicrobial peptides and inducible nitric oxide synthase resulting in a
decrease of Wolbachia detection in the early stages of infection. In subsequent passages, the wMel strain was not
able to infect any of the sand fly cell lines while the wMelPop-CLA strain was able to stably infect Lulo cells and
LL-5 at lower levels. In Wolbachia stably infected cells, the expression of immune-related genes involved with
downregulation of the IMD, Toll and Jak-Stat innate immune pathways was significantly decreased, in comparison
with the uninfected control, suggesting immune activation upon Wolbachia transinfection. Furthermore, Wolbachia
transinfection did not promote a negative effect on parasite load in those cells.

Conclusions: Initial strong immune responses of LL5 cells might explain the inefficiency of stable infections in
these cells while we found that Lulo cells are more permissive to infection with Wolbachia causing an effect on the
cell immune system, but not against in vitro L. infantum interaction. This establishes Lulo cells as a good system for
the adaptation of Wolbachia in L. longipalpis.
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Background

Leishmaniasis is a spectrum of important epidemio-
logical diseases, endemic in 98 countries with over 1.5
million cases reported annually worldwide. About one
billion people live in areas of high transmission risk [1,
2]. Visceral leishmaniasis (VL) is caused by Leishmania
donovani in the Old World and L. infantum in parts of
the Old World and New World [3], reaching up to
400,000 cases and around 40,000 deaths every year [2, 4,
5]. Currently, there is no vaccine for humans, so preven-
tion and control of leishmaniasis are based on early
diagnosis, effective drug administration [6] and protect-
ing humans against the insect bite by using, for example,
bednets, repellents and insecticide treatment [2, 7, 8].

Recently, the endosymbiont bacterium Wolbachia has
been used as an alternative strategy to control vector-
borne diseases, through the reduction or blocking of
pathogen infections. This bacterium naturally infects
around 40 to 70% of arthropods and some nematodes,
being maternally transmitted through the eggs to subse-
quent generations [9—-11]. The broad natural prevalence
of Wolbachia in invertebrates has prompted studies on
its potential to protect the host against pathogens. Previ-
ous studies have shown that the presence of Wolbachia
can protect Drosophila against RNA viruses [12, 13] and
its presence can induce the upregulation of immune
genes, such as Relish and Dorsal, and also antimicrobial
peptides (AMPs), ie. attacin and diptericin [14]. Later,
different strains of this bacterium were introduced into
mosquitoes, upregulating immune related genes, such as
TEP1, Myd88, SOCS36E, Cactus and the AMPs Defen-
sin and Cepropin. This led to the reduction of infection
by pathogens that cause different diseases such as den-
gue, chikungunya, malaria and Zika [15-22].

Wolbachia has been detected in sand flies of the gen-
era Phlebotomus and Lutzomyia, but the impact of
Wolbachia on the Leishmania infection load has not
been reported. Phlebotomus papatasi and Phlebotomus
perniciosus are naturally infected with strains wPap and
wPrn, respectively, whereas both Lutzomyia shanonni
and Lutzomyia whitmani are infected with the strain
wWhi [11, 23, 24]. Lutzomyia longipalpis, the main vec-
tor of L. infantum in the Americas [26], was not found
to be naturally infected with Wolbachia in some studies
[11, 23, 26]. However, more recently, Wolbachia was de-
tected with a low infection rate in L. longipalpis in a small
population in Brazil, which suggests either a rare event of
horizontal transmission by the feeding habits of larvae,
with the possible acquisition of Wolbachia from decom-
posing bodies of arthropods, or a localised infection, con-
sidering that L. longipalpis is a species complex [27].

In order to successfully transinfect Wolbachia into a
new host, previous studies have suggested culturing
Wolbachia from the original host in cell lines belonging

Page 2 of 13

to the target species, in order to facilitate the bacteria
adaptation to this new organism [21, 28]. After
numerous unsuccessful attempts, the Wolbachia strain
wMelPop-CLA from Drosophila melanogaster was intro-
duced into Aedes aegypti mosquito embryos through mi-
croinjections, following its adaptation to Aedes cell lines
for several months. Wolbachia was able to be established
and spread into numerous tissues of the adult mosqui-
toes, to be vertically transmited to their offspring and to
transfer some of its Drosophila phenotypes (reduction in
longevity and cytoplasmic incompatibility) into the mos-
quito host [29, 30]. Furthermore, the same Wolbachia
strain caused the upregulation of a range of immune-
related genes, such as TEPs, prophenoloxidase and
AMPs, whereas some genes from the Toll and IMD
pathways were downregulated [31, 32].

Most of the studies involving Wolbachia are fo-
cused on transinfection into mosquitoes and the ef-
fects of the infection on the new host. Considering
the importance of leishmaniasis on human health, it
is crucial to investigate novel control strategies,
mainly because sand fly control through insecticides
may be hindered by insecticide resistance [33]. Other
potential drawbacks for successful insect control in-
clude vector urbanisation [34] and difficulties finding
immature stages in nature [35]. Here we tested the
possibility of Wolbachia infection into L. longipalpis
sand fly cell lines as a first step towards using this
bacterium to control leishmaniasis.

In our experiments, we used two embryonic L. longi-
palpis cell lines: the LL-5 cell line, which consists of at
least two cell types, epithelioid and fibroblastoid [36],
and the Lulo cells, which are composed of epithelioid
cells and previously described as a possible model for
Leishmania metabolism and anti-parasitic drug evalu-
ation [37]. Both cells have been reported to be suscep-
tible to Leishmania and used as model for vector-
parasite interaction, even though the parasite cycle in
the insect is extracellular [36—42].

We performed in vitro infections of Wolbachia using
Lulo and LL-5 cell lines, with the aim of obtaining a stable
infection. We analysed the expression of immune-related
genes upon cell infection. We placed these Wolbachia in-
fected cells in contact with L. infantum as a first attempt
to verify the response against the parasite, which could
lead to the possible use of Wolbachia against Leishmania
and a means to control transmission.

Results

Wolbachia establishment into L. longipalpis cell lines

The response of L. longipalpis LL-5 cells against infection
with Wolbachia strains wMel and wMelPop-CLA was ana-
lysed at early stages of interaction for the first 72 h
post-infection with the bacteria. The detection of both
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Wolbachia strains decreased gradually from early time-
points until 72 h post-infection (Fig. 1a). The expression of
immune related genes was evaluated to understand these
cells response to early contact with these strains, from 6 to
72 h post-interaction. When compared to the non-infected
control group, LL-5 cells responded to wMel increasing the
expression of the transcription factors at 12 h
post-infection to Dorsal and at 24 h to STAT, while for
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both at 12 h post-infection (Fig. 1c, e, g). Cactus, which is
the repressor of the Toll pathway, did not present a signifi-
cant expression variation (Fig. 1b), while the expression of
Caspar and PIAS, repressors of the IMD and Jak-Stat path-
ways, increased at 48 and 12 h post-infection, respectively
(Fig. 1d, f), in response to wMelPop-CLA infection. For
wMel, the AMPs, which are effector molecules of innate
immune responses, Attacin at 12 h, Cecropin at 12 h
and 24 h, Defensin 1 at 12 h and 24 h and Defensin
2 at 6 h and 12 h, increased significantly your expres-
sion (Fig. 1h-k). Post-wMelPop-CLA infection, the
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AMPs increased were Attacin at 12 h and 24 h,
Cecropin at 6 h, 12 h and 24 h, Defensin 1 at 6 h
and Defensin 2 at 12 h, 24 h and 48 h. In addition, LL-5
cells expressed high levels of iNOS at 12 h post-infection
with wMel and at 24 h to wMelPop-CLA (Fig. 11), and low
levels of Catalase expression at 48 for wMel and 72 h for
wMelPop-CLA post-challenges (Fig. 1m). SOD3A expres-
sion was not altered after the two Wolbachia strains chal-
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post-wMel challenge (see Additional file 1: Table S1 for
detailed statistical results).

Later, in order to obtain stable infections of Wolbachia
in both L. longipalpis cells (Lulo and LL-5), experiments
were performed initially using only the wMel strain, due
to the lower fitness cost caused by this strain in compari-
son to the wMelPop-CLA [32]. In parallel, the mosquito
cell line RML-12 was infected with the same Wolbachia
strain as a control to validate the infection protocol.

Numerous attempts to establish the wMel strain in L.
longipalpis cell lines were unsuccessful, mainly due to
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AMPs (h, i, j and k) and oxidative stress regulation iNOS (1), Catalase (m) and SOD3A (n). Bars represent mean with standard error (SEM) of three
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high cell mortality after Wolbachia infection and slow
cell growth. After approximately 62 independent at-
tempts in each cell line, we were able to maintain
187 both cells Lulo and LL-5 in culture after the infection
process, and the Wolbachia levels were monitored by
qPCR in every passage. In subsequent passages, the
wMel density gradually decreased, and was only de-
191 tectable by qPCR in both cell lines up to the 11th
passage after transinfection. Once the levels were
below detectable limits, the infected cell lines were
discarded. Complementing the qPCR results, analysis
using FISH to visualise Wolbachia confirmed the de-
crease of wMel over time (Fig. 2d-f).

In contrast, RML-12 cells were able to establish and
maintain the wMel infection after a single round of
infection. We could detect wMel by qPCR and FISH
after the initial infection and could further detect the
increase of Wolbachia over subsequent cell passages
(Fig. 2a-c). These results confirmed the efficiency of
the Wolbachia extraction protocol and infection, sug-
gesting that the difficulty lies in the combination of
wMel and L. longipalpis cells rather than the infection
protocol or the quality of the Wolbachia isolation.
Furthermore, the L. longipalpis cell lines may be re-
208 sistant to wMel transinfection. Thereafter, we tried
209 transinfections using the wMelPop-CLA strain in both
210 L. longipalpis cell lines. It has been previously shown
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that wMelPop-CLA has a higher density in cell lines
in comparison to wMel (unpublished data), which
could increase the chances of infection into sand fly
cells.

Around 15 attempts to infect each L. longipalpis cell
line with wMelPop-CLA were performed. In comparison
to LL-5 cells, Lulo cells were more susceptible to infec-
tion, and after maintaining Wolbachia in those cells for
over 35 passages, we considered wMelPop-CLA success-
fully established in these sand fly cells. To date, these
cells have been maintained for over 70 passages (c.1.5
years) with high levels of infection as monitored by rela-
tive qPCR and FISH (Fig. 3a, b). By using FISH, it was
possible to confirm that the proportion of Lulo-infected
cells was very high, around 80%. Although we could see
fluctuations of Wolbachia density by qPCR among the
passages, FISH analysis confirmed that the infection rate
remained similar.

After establishment in Lulo, we performed wMelPop-CLA
infections into LL-5 cells. It was possible to obtain an infec-
tion with this strain, as shown in Fig. 3d and e, but it was
more difficult to maintain the infection. In those cells, Wol-
bachia densities also showed large fluctuations and, in some
cases we lost the infection among the passages. However, the
average of wMelPop-CLA densities in LL-5 cells were con-
sistently lower in comparison with the same Wolbachia
strain infections in Lulo cells.
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Passages - Lulo

o

wsp / GAPDH
3

Passages - LL-5

whereas the DNA is stained using DAPI (blue)

Fig. 3 Wolbachia establishment (wMelPop-CLA strain) into sand fly cells. The bacteria could establish and increase their density, as shown by
relative quantification through gPCR (a and d). In Lulo, the Wolbachia density is higher (a and b), in comparison with LL-5 (d and e). In (c) the
lls control is shown and in f the LL-5 control. The cells were observed at'40x magnification, with the arrows pointing at Wolbachia (red),

After transinfection with wMelPop, we were able to
maintain and revive Lulo cells that were frozen and
cryogenically stored. After revival of samples which had
been frozen for over 6 months, it was possible to
re-establish the culture with similar Wolbachia densities
as they had prior to the freezing process, suggesting that
wMelPop infections in Lulo cell lines were successfully
performed and can be stored for long term use. How-
ever, after thawing aliquots stored in liquid nitrogen, it
was difficult of maintain the Wolbachia density in simi-
lar levels in LL-5 cells.

Wolbachia effect in immune-related gene expression in
stable infections of L. longipalpis cells

Once stable Wolbachia infections in sand fly cells had
been obtained, we performed studies to determine
whether the introduction of the bacterium could trigger
cell immune responses. Once wMelPop-CLA was estab-
lished in both LL-5 and Lulo cell lines, aliquots from
each passage were collected for RNA extraction and

’ gene expression analyses. We selected genes from the

Toll, IMD and Jak-Stat pathways, and we also evaluated

) the expression of other immune-related genes including

AMPs. For this experiment, all the biological replicates
from each cell line had similar Wolbachia densities for
better comparison among groups, with the average Wol-
bachia density being higher in Lulo than in LL-5 cells
(Fig 3a, d). The wMelPop-infected LL-5 line showed no

significant difference in any of the genes studied com-
pared to their appropriate controls (P > 0.05).

Surprisingly in Lulo cells, which had higher Wolbachia
density than LL-5 cells, gene expression for Cactus 1
(Mann-Whitney U-test; U = 94, P = 0.0073), Caspar
(Mann-Whitney U-test; U = 78.5, P = 0.0018), PIAS
(Mann-Whitney U-test; & = 109.5, P = 0.0396), Prophe-
noloxidase (Mann-Whitney U-test; U = 46, P = 0.0003)
and TEPI (Mann-Whitney U-test; U = 58, P = 0.0018)
was significantly lower in comparison with the unin-
fected Lulo counterparts (Fig. 4). For the genes studied
Myd88 (Mann-Whitney U-test; P = 0.8441) and Relish
(Mann-Whitney U-test; P = 0.1806), including the AMPs
Attacin (Mann-Whitney U-test; P = 0.8604), Cecropin
(Mann-Whitney U-test; P = 0.5428) and Defensin (Man-
n-Whitney U-test; P = 0.5979), wMelPop-infected Lulo
cells showed no significant differences compared to the
control Lulo cells (P > 0.05) (Fig. 4).

Leishmania (L.) infantum interaction in Wolbachia-
infected L. longipalpis cells

Experiments of Leishmania interactions into Wolba-
chia-infected cells were performed with high density
(10:1 Wolbachia:cell) and low density (5:1 Wolbachia:-
cell) Wolbachia infections, in comparison to uninfected

Lulo cells (controls). We tested parasite load rates of 28¢

10:1, 5:1, 1:1 and 0.1:1 parasites per cell. Forty-eight
hours post-incubation with Leishmania, a large number
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of cells detached from the glass coverslip at the higher
concentrations of parasites (10:1 and 5:1), making it dif-
ficult to analyse the results. Due to the loss of cells after
exposure to Leishmania, we determined that the best
concentration for Leishmania interaction was the 1:1 ra-
tio (parasite:cell). At two hours of interaction, the cells
with high Wolbachia density (ratio 10:1) had fewer para-
sites adhered to the cells in comparison with the other
two groups, although with no significant difference
(two-way ANOVA; Fgor) = 1.04, P = 04232). At the
same time, the groups with low Wolbachia density (ratio
5:1) and the control reached the highest percentage of
cells with adhered parasite, in comparison with other
time-points, but they were not statistically different
(two-way ANOVA; F59y = 0.07, P = 0.9335). At 24, 48
and 72 h post-incubation, all three groups showed a
similar percentage of cells with attached L. infantum
(two-way ANOVA; Fz07) = 2.10, P = 0.1233) (Fig. 5).

Discussion

Wolbachia establishment in cell lines is the first step to-
wards this endosymbiont establishment in novel hosts.
This eliminates the need to rear insects through several
generations, especially because sand fly rearing is a

laborious process and very few productive laboratory
colonies are available worldwide. Here we show the
first establishment of Wolbachia in phlebotomine cell
lines. In this study, the introduction and establish-
ment of the bacteria into sand fly cells was difficult,
perhaps because the natural host, the brachyceran fly
Drosophila melanogaster, is not closely related to the
nematoceran L. longipalpis [43]. Furthermore, it was
proposed in previous studies that not only the genetic
background, but also the cytoplasmic components of
the Wolbachia-free cell line are important factors for
Wolbachia establishment [44].

The first trials to infect LL-5 cells with wMel or wMel-
Pop-CLA were not successful and our results indicate
that early increased expression of AMPs and oxidative
stress may be involved in reducing Wolbachia survival
within these cells. Previous studies showed that LL-5
cells presented increased immune responses after chal-
lenges with heat-killed bacteria and yeast [40]. Together
these results indicate that LL-5 cells immune response
can have a significant impact on bacterial survival prior
to reaching a stable infection.

Initial attempts to obtain a stable Wolbachia infection
using the strain wMel in sand fly cells failed, probably
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Fig. 5 Leishmania (L) infantum interaction with Lulo cell lines. Leishmania interaction with the sand fly cells at 2, 24, 48 and 72 h of co-incubation.
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due to the low density of this strain in mosquito cell
lines. In contrast, we could introduce and maintain the
strain wMelPop in Lulo and LL-5 cell lines, although the
density was different in each line. The Wolbachia infec-
tion was maintained at a lower density in LL-5 cells
compared to Lulo cells, suggesting Lulo cells are a better
model for in vitro studies involving Wolbachia.

Once established, experiments to determine the expres-
sion of immune genes in the presence of Wolbachia were
performed in both Lulo and LL-5 sand fly cells, which are
important defence mechanism of insects against patho-
gens. Due to a small number of studies involving the im-
mune system activation in sand flies, genes from the
innate immune system pathways were selected based on
the annotated genome of L. longipalpis (https://www.vec-
torbase.org/organisms/lutzomyia-longipalpis). The genes
studied include Cactus and Caspar, which negatively con-
trol the Toll and IMD pathways in insects [45, 46] and the
gene PIAS which negatively controls the Jak-Stat pathway
[47]. Additionally, we studied the prophenoloxidase genes,
involved in pathogen melanisation, and TEP1, which
codes for a complement-like protein similar to the verte-
brate C3b involved in pathogen opsonisation [48].

For stable infections of LL-5 cells, we found that Wol-
bachia had no effect on the expression levels of any of
the genes tested in comparison with the uninfected cells,
whereas for Lulo, which acquired higher Wolbachia
density, the presence of the endosymbiont decreased the
expression of some genes from the main immune system
pathways, such as Cactus, Caspar, PIAS, PPO and TEPI.
Caspar downregulation suggests that upon Wolbachia
transinfection, this immune pathway may be activated in
Lulo cells. After wMelPop-CLA introduction, both genes
Cactus and PIAS were downregulated in infected cells in
comparison to their respective controls, also suggesting
Toll and Jak-Stat activation upon Wolbachia infection.
These results were the first indication that Wolbachia

can affect the sand fly immune system pathways in dif-
ferent cascades.

It was previously shown that a reduction of Caspar
gene expression contributes to the protection of L. longi-
palpis against Leishmania infections in vivo [49]. In
mosquitoes, after knocking down the same gene, infec-
tions with Plasmodium were decreased [50]. In the
present study, Wolbachia in Lulo cells significantly re-
duced the expression of Caspar; however, the Leish-
mania load in cells with and without the bacteria
remains similar in in vitre infection experiments.

In vivo studies have shown a high antiparasitic activity
of the antimicrobial peptide Defensin against Leishmania
in its natural host Phlebotomus duboscgi [51]. Similarly,
Defensin and Cecropin, other antimicrobial peptides,
have the same antiparasitic activity in different hosts in-
fected with a range of parasites [52-54]. For both Lulo
and LL-5, there was no difference between the levels of
AMPs expressed from Wolbachia stably infected and
control cells. This same result was previously observed
in Drosophila and mosquitoes, suggesting that the pro-
tection provided by Wolbachia is not only based on up-
regulation of immune system genes from the main
pathways and AMPs [55-57].

Experiments with L. infantum were performed to
test whether the presence of Wolbachia in sand fly
cells could confer some protection and decrease the
number of adhered parasites. Previous studies have
shown that Lulo cells are a good model to study
Leishmania interaction and the parasite life-cycle [41,
43]. As mentioned in previous studies, the nectomo-
nad promastigotes act to establish infection in sand
flies by attaching to the midgut wall and then by mi-
grating to the anterior midgut [58, 59]. In 2003, Gos-
sage et al. [60] showed that, in in vitro assays, it is
possible to obtain the different forms of the parasite,
such as procyclic, nectomonad, leptomonad and
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metacyclic promastigoes. In the present study, we
were able to confirm the parasite interaction in both
cells with and without the presence of Wolbachia
(wMelPop-CLA). The number of Lulo cells with
Leishmania remains similar in all three groups in dif-
ferent times post-co-interaction. QOur results show
that Wolbachia does not result in a detrimental effect
against L. infantum adhesion in in vitro assays.

Wolbachia has been shown to inhibit the replication
of dengue, Zika and chikungunya viruses in invertebrate
hosts [17, 20, 61, 62] and this is the basis for biocontrol
approaches to reduce the burden of these diseases
(www.worldmosquito.org). The same has been shown
for the parasites Plasmodium spp., which need to get
into the cells for multiplication and continuation of
the life-cycle [19, 31]. It has been speculated that the
blocking effect can be due to a number of mecha-
nisms, such as competition between the bacteria and
pathogen to invade the host cell and for cellular re-
sources and/or the priming of host immune genes
[17, 20, 63].

In contrast, in the sand fly host, the key for a success-
ful transmission of the parasite to the vertebrate host
consists in the adhesion of promastigotes to the midgut
epithelium using membrane molecules, such as lipopho-
sphoglycan (LPG) and glycosaminoglycan (GAG) [39,
64-66]. In our results, the presence of Wolbachia in
sand fly cells did not affect the number of Leishmania
attached to Lulo cells. This was likely due to the lack of
competition between Wolbachia and Leishmania to in-
vade the host cells and for cellular resources, including
the lack of upregulation of some immune system from
the L. longipalpis cell lines.

The establishment and adaptation of Wolbachia into
cell lines from L. longipalpis could potentially facilitate
the generation of stably transinfected sand flies to be
challenged with Leishmania. In vivo experiments involv-
ing Wolbachia and Leishmania are important due to the
complexity of this organism and the life-cycle of the
parasite. To better understand the use of Wolbachia
against Leishmania infection and its possible antipara-
sitic effects, further experiments must be done with the
sand fly invertebrate host to analyse the possibility of
using Wolbachia as an additional tool to control
leishmaniasis.

Conclusions

In this study, we were able to establish a stable infection
of Wolbachia into L. longipalpis cells (Lulo cell line) and
we showed that this model is more permissive to the
wMelPop-CLA than the wMel Wolbachia strain. The
presence of the bacterium appears to activate the main
innate sand fly immune pathways but it does not appear
to affect the parasite load of this specific strain of L.
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infantum attached to the cells, in comparison with unin-
fected Lulo cells.

Methods

Cell lines maintenance

Previously established embryonic cell lines from L.
longipalpis, LL-5 [53] and Lulo [39] were cultured in
25 cm?® flasks containing L15 medium (Leibovitz
1963) enriched with 10% tryptose phosphate broth
and supplemented with 10% heat inactivated fetal bo-
vine serum (FBS; Gibco, Scoresby, Australia), penicil-
lin (100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml). Cells
were incubated at 28 °C without CO,. Confluent cell
monolayers from both cell lines were mechanically re-
moved using scrapers and passaged at least once per
week. In between the passages, the old medium was
discarded and fresh medium was added every 3-4
days to avoid the cells being kept for long periods in
acidic medium.

The wMel- and wMelPop-CLA-infected RML-12, in-
cluding the uninfected RML-12 cell lines from the mos-
quito species Aedes albopictus [46, 68] were obtained
from The World Mosquito Program at Monash Univer-
sity (Melbourne, Australia). Both Wolbachia strains used
to infect these lines were derived from Drosophila mela-
nogaster, established in 2008 by McMeniman et al,, and
were cultured as previously described [31, 46].

Wolbachia purification and introduction into L. longipalpis
cell lines

The process of infection of L. longipalpis cells with Wol-
bachia wMel and wMelPop-CLA was carried out using a
modified Wolbachia extraction protocol [69]. Briefly,
RML-12 cells infected with wMel and wMelPop-CLA
were first cultured in six 175 cm?” flasks containing 20
ml of medium. Cells were grown up to 90% confluence
and 70 ml of medium containing cells (= 2.5 x 108 cells)
was collected and transferred to Falcon tubes for centri-
fugation at 1000x g for 10 min at 4 °C. Pelleted cells
were then resuspended in 10 ml of SPG buffer (218 mM
sucrose, 3.8 mM KH,PO,, 7.2 mM K;HPO, 4.9 mM
L-glutamate, pH 7.2) and sonicated twice for 10 s at 20—
25 V on ice. Homogenates were centrifuged at 1000x g
for 10 min at 4 °C. The supernatant was first filtered
through a 2.7 pm Millex syringe filter and then through
a 1.2 pm filter (Millipore, Bedford, MA, USA). The fil-
trate was centrifuged at 14,000x g for 15 min at 4 °C to
obtain the Wolbachia pellet. The bacteria pellet was re-
suspended in SPG buffer and laid on a monolayer of
80% confluent, uninfected Lulo, LL-5, or RML-12 cells
in a 24-well plate. The plate with cells and Wolbachia
was sealed with parafilm and centrifuged for 60 min at
1500x g to increase the contact between the bacteria
and the cells and finally incubated at 26 °C. Three days
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after infection, cells were transferred into a 25 cm?” flask
containing 4 ml of fresh medium and passaged as de-
scribed above. Additionally, multiple infections were
tested following the same protocol of Wolbachia ex-
traction for both L. longipalpis cell lines to boost
Wolbachia infection rates. After the first infection in
a 24-well plate, the cells were transferred to 12-well
plate to grow until they were 90% confluent and then
they were transferred back to 24-well plates for
re-infection with Wolbachia. Three independent
rounds of infection were performed as an attempt to
get higher infection levels.

Wolbachia purification and immune gene expression in
early stage of infection into LL-5 cell lines

The same protocol of Wolbachia extraction was per-
formed for the study of early stage of infections in LL-5
cells with both strains. One day before the Wolbachia
extraction from RML-12 cells, 200 ul of LL-5 cells (= 2
x10° cells) were seeded in a 24-well plate containing 800
pl of fresh medium. After performing the same protocol
described above, 100 pl of the extracted Wolbachia
(wMel and wMelPop-CLA) were added to each well and,
for control, the same volume of SPG buffer was added,
the plate sealed and centrifuged for 60 min at 1500x g to
increase the contact between the bacteria and the cells,
and finally incubated at 26 °C. After infection, the cells
were monitored for 6, 12, 24, 48 and 72 h. At each
time-point, the cells attached to the 24-well plate were
resuspended, centrifuged at 4000x g for 5 min, the pellet
resuspended in 50 pl of TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, USA) and all samples were kept at -80 °C until
further experiments. Those samples were thawed at
room temperature and homogenized using a 2 mm glass
bead on a Mini-Beadbeater-96 (Biospec, Bartlesville,
USA) for 30 s. Total RNA was isolated following the
manufacturer’s instructions. For cDNA synthesis, 1 pg of
RNA was first treated with DNAse I (Invitrogen) and the
first strand cDNA synthesis was performed by Super-
script Reverse Transcriptase III (Invitrogen), both fol-
lowing the manufacturer’s protocol. This assay was
performed in three independent experiments. Wolbachia
relative quantification was performed by qPCR using
wsp [70] gene expression relative to L. longipalpis
GAPDH reference gene (ID: LLOJ001891) with primers
listed in Table 1. Expression of immune related genes
was also performed by qPCR relative to GAPDH gene.
Primers used for immunity gene expression such as Cac-
tus and Dorsal (Toll pathway); Caspar and Relish (IMD
pathway); PIAS and STAT (Jak-Stat pathway); Attacin,
Cecropin, Defensin 2 [71] and Defensin 1 [71] (AMPs);
and reactive oxygen species mediated immunity genes
Catalase (ID: LLOJ007605), Superoxide Dismutase
(SOD3A) (ID: LLOJ008594) and inducible Nitric Oxide
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Table 1 Primers used in LL-5 cells early infections with wMel

and wMelPop-CLA strains
Primer name Primer sequence (5'-3) Reference
sequence ID
LLINOS-F TGGCTGTCGCAATTTGTGTG LLOJ005465
LLINOS-R CCGCAATGTTCACCTCAACC (Metoibae)
LLCatalase-F CGACCGTGGTATCCCTGATG LLOJ007605
LLCatalase-R AGAAGGCCTCCCCTTTGTTG Wectarbase)
LLSOD3A-F CCGATAGCGCTGTGAGACAC LLOJ008594
LLSOD3A-R ATCGGAAATTGCGACETTGE MEdorEace)
GAPDH-F TICGCAGAAGACAGTGATGG LLOJ001891
GAPDH-R CCCTTCATCGGTCTGGACTA rempE)
wsp-F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC AF020070.1
wsp-R AMAAATTAAACGCTACTCCA (GeBark)

Synthase (iNOS) (ID: LLOJ005465) were obtained from
referred publications or listed in Table 1. The reactions
were performed on a 7500 Real Time PCR System (Ap-
plied Biosystems, Foster City, USA) using Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) according
to the manufacturer’s standard protocol. Each sample, in
duplicate, was analysed through the 2-AACt method.
The relative gene expression was expressed as fold
change calculated relative to uninfected LL-5 control
group. Two-way ANOVA test was used to verify signifi-
cant differences of relative gene expression in relation to
Wolbachia infection and time post-infection.

Wolbachia detection and quantification through PCR
amplification in stable infections

On every passage, 200 pl of cells and media were har-
vested from the flasks to confirm and estimate Wolba-
chia infection rates. Briefly, the cells were centrifuged at
4000x g for 5 min, and the pellet resuspended in 50 pl
of extraction buffer containing 4 mM EDTA, 20 mM
Tris base, 0.4 mM NaCl and 0.25 pg/ml Proteinase K
(Bioline, Eveleigh, Australia). The cells were homoge-
nised using a 2 mm glass bead and Mini-Beadbeater-96
(Biospec) for 30 s, and the lysate then incubated at 56 °C
for 5 min, followed by a second incubation at 98 °C for
5 min for DNA extraction. Relative quantitative PCR
was performed using the primers wspTM_F (5-CAT
TGG TGT TGG TGT TGG TG-3) and wspTM_R
(5-ACA CCA GCT TTT ACT TGA CCA G-3') [72] for
Wolbachia and GAPDH_F (5-TTC GCA GAA GAC
AGT GAT GG-3') and GAPDH_R (5'-CCC TTC ATC
GGT CTG GAC TA-3') for L. longipalpis. The reactions
were performed on a LightCycler 480 SYBR Green I
Master (Roche, North Ryde, Australia) at 95 °C for 5
min, followed by 45 cycles at 95 °C for 30 s, 60 °C for 30
s and 72 °C for 2 s, with an extra 72 °C for 5 min. Each
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sample, in duplicate, was analysed through the 2-AACt
method by the LightCycler 480 software (Roche).

Wolbachia visualisation by fluorescence in situ
hybridization (FISH)

Every 3rd or 4th passage after Wolbachia infection, 100
pl of the sand fly cells at 90% confluence was transferred
to an 8-well chamber slide (Thermo Fisher, Riverstone,

of media and incubated at

WUSLIdald) COnNalning suvvy pa O INCGIA and INCUDael o

26 °C for at least 3 h, to allow cell adhesion prior to the
FISH assay. After incubation, cells were processed by
FISH as previously described [46]. Briefly, cells were fixed
for 10 min in freshly prepared 4% formaldehyde in 1x PBS
buffer with 0.5 % Triton X-100, washed 3 times in 1x PBS
for 5 min each and incubated in absolute ethanol for 5
min. This was followed by the hybridization process con-
ducted overnight at 37 °C with a hybridization buffer [50%
formamide, 5x saline-sodium citrate (SSC), 200 g/l dex-
tran sulfate, 250 mg/l poly(A), 250 mg/l salmon sperm
DNA, 250 mg/l tRNA, 0.1 M of DTT (1,4-dithiothreitol),
0.5x Denhartdt’s solution] containing 200 ng of each of
the specific Wolbachia probes for 165 rRNA (W2: 5-CTT
CTG TGA GTA CCG TCA TTA TC-3' and W3: 5-AAC
CGA CCC TAT CCC TTC GAA TA-3), labelled by
Rhodamine at the 5' end [73]. After hybridization, samples
were washed twice in 10 mM DTT in 1x SSC and then
twice in 10 mM DTT in 0.5x SSC at 55 °C and for 15 min
each, followed by a wash with 10 mM DTT in 0.5x SSC,
at room temperature. To observe DNA, cells were washed
in 10 mM DTT in 0.5x SSC supplemented with 10 mg/ml
DAPI (4,6- diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride)
for 10 min at room temperature, rinsed three times in
Mili-Q water, and mounted on a glass slide with Prolong
Gold (Life Technologies, Scoresby, Australia). Samples
were viewed under an epifluorescence microscope (AXIO
Imager II, Zeiss, Le Pecq, France) equipped with Axiocam,
using 20x and 40x objectives.

Immune gene expression in stable infections in sand fly
cells

From passage 18th onwards (approximately 18 weeks after
infection), in each passage 200 ul of cells and media at
90% confluence were harvested (= 4 x 10° cells), centri-
fuged at 4000x g for 5 min, the pellet resuspended in TRI-
zol reagent (Invitrogen) and all samples kept at -80 °C
until further experiments. Samples with similar Wolbachia
density were selected for immune system gene expression
experiments. Those samples were thawed at room
temperature and homogenized using a 2 mm glass bead
on a Mini-Beadbeater-96 (Biospec) for 30 s. Total RNA
was isolated following the manufacturer’s instructions. For
¢DNA synthesis, 2 pg of RNA was first treated with
DNAse I (Invitrogen) and the first strand cDNA synthesis
was performed by the Superscript Reverse Transcriptase
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I (Invitrogen), both following the manufacturer’s proto-
col. For immune system expression, primers for genes
from different immune pathways were designed using the
Primer-BLAST tool (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/). The sequences were based on the L.
longipalpis annotated genome available at VectorBase.
Gene IDs used for primer design are as follows: Cactusl
(ID: LLOJ004612), Caspar (ID: LLOJ002950), PIAS (ID:

LIOINNI2502_RAY  Dranhensloxidace (1D T1.OINN1742)
\iast )

LLOJ002593-RA), Prophenocloxidase LLOJ00174
and TEP1 (ID: LLOJ007923). Furthermore, primers de-
signed for the genes Relish, the antimicrobial peptide
genes (AMPs) Attacin, Cecropin and Defensin previously
described [42] were also included in this study. The same
conditions for quantitative PCR were applied, as previ-
ously described in this study for Wolbachia density, and
each sample was performed in duplicate. Expression ana-
lysis was performed through the relative quantification
using qGENE and normalized to GAPDH. Statistical sig-
nificance between all data sets was determined using the
Mann-Whitney U-test (Graph Pad Prism, version 5.03).

Leishmania interaction with Lulo cells
To test the effect of Wolbachia on Leishmania adhesion, we
used Lulo cells with and without Wolbachia, and promasti-
gotes of L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75). We tested
two different densities of Wolbachia-infected cells to investi-
gate whether the amount of bacteria in those cells could
interfere with the parasite adhesion and interaction with the
sand fly cell lines. The parasites were grown in Schneider’s
media (Gibco) supplemented with 10% v/v heat-inactivated
FBS (Gibco), 1% v/v GlutaMAX (Gibco), 1% v/v BME Vita-
mins solution 100x (Sigma-Aldrich, Castle Hill, Australia),
2% sterile male urine and penicillin (100 U/ml) and strepto-
mycin (100 pg/ml) (Gibco), maintained at 28 °C without
CO,. The assay was performed as previously described with
some modifications [43, 44]. Briefly, Lulo cells infected and
uninfected with Wolbachia were seeded on glass coverslips
in a 24-well plate, to a final number of 2 x 10° cells per well,
one day before the interaction with parasites. For the cell/
promastigote interaction assay, different concentrations of L.
infantum and cells were tested (10:1, 5:1, 1:1 and 0.1:1) for
standardisation and a ratio of about 1:1 parasite/cell was
used. After 2 h of co-incubation and interaction, the
non-adhered promastigotes were washed off with phosphate
buffered saline (PBS) pH 7.2 and the cells were monitored
for 2, 24, 48 and 72 h. At each time-point, the cells attached
to the coverslip were fixed with methanol and stained with
Quick Dip Field Staining (Thermo Fisher, Riverstone,
Australia) and mounted with Canada Balsam (Sigma-Al-
drich) in slides for further analysis. Three independent exper-
iments were performed.

After conducting all the time-point collections, the
number of promastigotes attached per cell in both Wol-
bachia-infected and uninfected lines was determined by
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counting 200 cells per coverslip under a light micro-
scope (AXIO Imager II, Zeiss) equipped with Axiocam,
using 100x objectives. This assay was performed in four
independent experiments and the results were expressed
as the percentage of cells with the parasite at different
times post-exposure to the parasite. The statistical ana-
lysis was performed using two-way ANOVA test to ver-
ify significant differences of the L. infantum adhesion in
relation to Wolbachia infection and time post-infection,
and also Bonferroni post-hoc tests, both using GraphPR-
[SM software (version 5.03).

Additional file

Additional file 1: Table S1. Statistical analysis of LL-5 sand fly cells
immune response after early Wolbachia infections (wMel or wMelPop-CLA
strains). (DOCX 20 kb)
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ANEXO 2 - Projeto paralelo

Deteccao da cepa de \Wolbachia wMel em mosquitos Aedes aegypti coletados
no campo através da amplificagao isotérmica mediada por loop (LAMP)

No mesmo periodo do doutorado sanduiche realizado na Universidade de
Monash na Australia, foi realizado um outro projeto com o objetivo de se padronizar
a técnica LAMP para deteccdo de diferentes cepas de Wolbachia pipientis
utilizadas no projeto World Mosquito Program (antigo Eliminate Dengue), e também
das cepas mantidas em laboratério, como forma de reduzir os custos nos locais
onde o projeto esta sendo aplicado.

Esta técnica foi criada por Notomi e colaboradores em 2000 e tem sido
aplicada para diagnosticos de diversas doengas e microorganismos, como dengue,
chikungunya, Zika e Plasmodium sp. (HU et al., 2015; LOPEZ-JIMENA et al., 2018,
LAU et al., 2016, SABALZA et al., 2018). Como foi observado na minha dissertagéao
de mestrado, a técnica LAMP tem um custo quase que 50% menor em relagcao ao
PCR quantitativo em tempo real, além de nao precisar de equipamentos onerosos
como a maquina de qPCR, ja que a reacdo de LAMP pode ser feita em banho seco
ou termociclador (GONCALVES et al., 2014).

Inicialmente foi proposta a utilizacao da técnica LAMP para detecgédo das
cepas wMel, wMelPop e para o mosquito Aedes aegypti Para isto, foram
desenhados iniciadores utilizando o software LAMP Designer 1.14, sendo que
estes foram desenhados baseados nas sequencias WD0550 de W. pipientis e
Rps6 de A. aegypti Como controle da reacao, foram utilizados os iniciadores
previamente publicados para W. pipientis baseados na sequéncia 16S
(GONCALVES et al., 2014).

Durante a padronizacao, foram utilizadas diferentes concentracbes de DNA
(figura A1) e no periodo de 90 minutos de incubagéo a 63°C para confirmagéo da
especificidade dos iniciadores desenhados, sendo os resultados analisados em gel

de agarose.
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Figura A1: Diferentes concentracdes de DNA para padronizagao da técnica LAMP. Foram
utilizados iniciadores baseados no gene Rps6 para A. aegypti, WD0550 para as cepas wMel e
wMelPop de W. pipientis e 16S como controle da reacao. Utilizando 1, 2 3 e 5uL de DNA foi
possivel obter amplificacdo de todos os iniciadores. Resultados em gel de agarose 1.5%

corado com RedSafe.

Posteriormente, foram testadas diferentes concentracées dos iniciadores na
reacéo para que fosse possivel a visualizagdo dos resultados através da mudanca
de coloracao das amostras, sendo positivas em azul, e negativas em roxo, através
da utilizacdo do corante Azul de Hidroxinaftol (figura A2) Devido ao longo periodo
de incubacao de trés horas, foram feitos ajustes na concentracdo de iniciadores e
dNTPs e, apés duas horas de incubacgéo, foi possivel observar a olho nu a
mudanca de cor tanto com os iniciadores para Wolbachia, como com os iniciadores

para a espécie de mosquito Aedes aegypti (figura A2).
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Figura A2: LAMP com amostras de ovos de mosquitos A. aegypti selvagem e infectados
com a cepa wMel. As reagdes especificas para W. pipientis (wMel.F) e mosquitos selvagens
ndo infectados (WT) foram analisadas apés duas horas de incubacdo. E possivel ver as
amostras positivas em azul e negativas em roxo para o gene Rps6 de A. aegypti e WD0550 de

W. pipientis.

Apb6s observarmos a reacgao cruzada entre wMel e wMelPop, concluimos
que, devido a grande semelhanca de ambas as cepas, seria dificil achar uma
regiao que pudéssemos desenhar os iniciadores especificos para cada uma destas
cepas. Diante desta limitagdo, mantivemos os iniciadores desenhados e, devido ao
longo periodo de incubacao, desenhamos novos iniciadores, utilizando o mesmo
software, utilizando a sequencia do gene wsp de W. pipients.

Foram feitos testes com amostras de campo de mosquitos, larvas e ovos
com os iniciadores para wMel/wMelPop, no total de 3.405 amostra de mosquito de
campo soltos em Cairns e Townsville, bem como para os iniciadores especificos
para A. aegypti, sendo importante o uso destes iniciadores em amostras de ovos, ja
que a identificacdo da espécie neste tipo de amostra é dificil de ser realizada.

Além disso, foram padronizados dois tipos de corantes diferentes para
visualizacao, sendo o HNB descrito anteriormente, e o Master Mix colorimétrico da
companhia New England Biolabs, o qual & possivel observar a mudanca da
coloracao mais facilmente, sendo as amostras positivas em amarelo e as negativas
em rosa (figura A3). Atraves do uso deste novo corante, o periodo de incubacao
diminuiu para 30 minutos a 65°C.

Foram utilizadas diferentes amostras de mosquito A. aegypti infectadas com
diferentes cepas de W. pipientis para confirmar a especificidade da reacao para as
cepas wMel/wMelPop, bem como diferentes espécies de mosquitos para confirmar

a especificidade dos iniciadores para A. aegypti (figura A3).
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Figura A3: LAMP com o novo corante para as cepas wMel/wMelPop e para o mosquito A.
aegypti. Confirmacao da especificidade para as cepas wMel/wMelPop, em relacdo a diferentes
cepas de W. pipientis (A) e para Aedes aegypti (B). Em amarelo as amostras positivas e em

rosa as amostras negativas.

Apo6s confirmacao da especificidade dos iniciadores para W. pipientis com o
novo Master Mix, foram feitos testes com amostras de campo de A. aegypti
coletados em areas onde a bactéria ja foi estabelecida no Norte de Queensland, na
Australia no periodo de junho de 2017 a fevereiro de 2018, em um total de 3585

amostras (figura A4).
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Figura A4: LAMP com o Master Mix colorimétrico em amostras de campo. Placa
representando amostras de mosquitos A. aegypti coletadas no norte da Australia e detec¢ado da

cepa wMel. Em amarelo as amostras positivas € em rosa as amostras negativas.

Além disto, em comparacao com o diagnostico atual utilizado no laboratério
na Australia (PCR em tempo real), os parametros de especificidade, sensibilidade,
acuracia, valor preditivo positivo e negativo foram calculados e os mesmos

demonstraram a eficiéncia da técnica (tabela A1).

Tabela A1: Parametros calculados para a técnica LAMP em comparagao com

o diagnostico de PCR em tempo real

Parametro Valor Sequéncia

Especificidade 94.16 % 92.67% to 95.42%
Sensibilidade 99.66 % 99.33% to0 99.85%
Acuracia 97.79 % 97.25% to 98.25%
Valor Preditivo Positivo ~ 97.08 % 96.36% to 97.66%

Valor Preditivo Negativo  99.30 % 98.60% to 99.65%
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Através destes resultados, confirmamos a alta eficacia da técnica LAMP
para deteccdo das cepas wMel/wMelPop em mosquitos de campo, além da sua
simples execucao e analise dos resultados, sendo fatores importantes para a sua
utilizacao em locais onde nao ha alta infraestrutura. A padronizacao foi finalizada e
o artigo esta nos estagios finais de elaboragcdo para ser submetido a revista de
publicagao cientifica.
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