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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica, causada pelo Mycobacterium
leprae, bacilo intracelular que infecta principalmente macrofagos da pele e
células de Schwann nos nervos periféricos. A Hanseniase representa um
problema de salde publica no Brasil, por apresentar uma alta prevaléncia. A
impossibilidade do seu cultivo in vitro até o momento torna andlises fundamentais
como a determinacgdo da sensibilidade do bacilo a novos antibidticos em tarefas
arduas, pois o0 método atual de cultivo baseia-se na infeccdo de camundongos
atimicos estéreis, consistindo em um procedimento caro, demorado, impreciso,
gue demanda grandes quantidades de moléculas candidatas, realizado através
do custo de vidas animais e ndo aplicavel em protocolos de transformacao.
Nosso grupo demonstrou que carrapatos da espécie Amblyomma cajennense,
em condi¢des controladas, podem atuar na transmissao do M. leprae, indicando
potencialidade em linhagens de células de carrapato no cultivo desse bacilo in
vitro. Nossos dados demonstram que o M. leprae ndo so é capaz de infectar com
sucesso inumeras linhagens de células de carrapatos, como de se multiplicar in
vitro no interior de ao menos uma delas, a linhagem IDES, originaria de embrides
de Ixodes scapularis. Através dessa linhagem de células foi possivel transformar
um isolado clinico do bacilo, tornando-o fluorescente através da expressao da
proteina fluorescente Cherry. Através da criacdo de cepas de M. leprae
transformadas seremos capazes de monitorar a viabilidade e a taxa metabdlica
do patégeno in vivo. Este trabalho aponta para o grande potencial do uso das
linhagens de células de carrapatos como método de cultivo in vitro do M. leprae
e a partir dessa nova metodologia a possibilidade de desenvolvimento de novas
abordagens e ferramentas para estudo da hanseniase como testes mais
econdmicos, rapidos e precisos para a identificacdo de novas drogas para o
controle da doenca.

Palavras-chave: Células de carrapato, hanseniase, IDE-8, carrapato
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, an
intracellular bacillus that mainly infects skin macrophages and Schwann cells in
peripheral nerves. Leprosy represents a public health problem in Brazil, due to
its high prevalence. The impossibility of its in vitro cultivation so far makes
fundamental analyzes such as determining the sensitivity of the bacillus to new
antibiotics in arduous tasks, as the current method of cultivation is based on the
infection of sterile athymic mice, consisting of an expensive and time-consuming
procedure , imprecise, which demands large amounts of candidate molecules,
carried out at the cost of animal lives and not applicable to transformation
protocols. Our group demonstrated that ticks of the species Amblyomma
cajennense, under controlled conditions, could act in the transmission of M.
leprae, indicating potential in tick cell lines in the cultivation of this bacillus in vitro.
Our data demonstrate that M. leprae is not only able to successfully infect tick
cell lines, but also to multiply in vitro within at least one of them, the IDES lineage,
originating from Ixodes scapularis embryos. Through this cell line, it was possible
to transform a clinical isolate of the bacillus, making it fluorescent through the
expression of the fluorescent protein Cherry. By creating transformed strains of
M. leprae we will be able to monitor the pathogen's viability and metabolic rate in
vivo. This work points to the great potential of using tick cell lines as a method of
in vitro cultivation of M. leprae and from this new methodology the possibility of
developing new approaches and tools for the study of leprosy as faster, faster
tests and accurate for identifying new drugs to control the disease.

Keywords: Tick cell lines, leprosys, IDE-8, tick.
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1. INTRODUCAO
1.1. HANSENIASE

1.1.1. Caracteristicas gerais

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa sistémica causada
pelo Mycobacterium leprae, um patégeno intracelular obrigatério que tem
afinidade por macrofagos e células de Schawnn (KAPLAN, COHN, 1986) se
manifesta por sinais e sintomas dermatoneuroldgicos como: degeneracdo do
ax6nio, desmielinizacédo e fibrose dos nervos periféricos, o que leva a perda de
sensibilidade e posteriormente perda de fungédo motora (revisto por SCOLLARD
et al., 2006).

Os primeiros relatos sobre esta doenca demonstram a sua existéncia
a muitos séculos, tendo suas mais antigas citacées em textos da Asia (660 a.C.),
da Grécia (400 a.C.), da China (300 a.C.) e da Itdlia (100 a.C.). Estes textos
apontam sintomas da doenga encontrados atualmente em pacientes acometidos
pela hanseniase, como manchas brancas e avermelhadas pelo corpo,
ulceracdes e deformacdes fisicas (TRAUTMAN, 1984; ROBBINS et al., 2009)

O aparecimento da hanseniase no Brasil deu-se apés a chegada dos
colonizadores portugueses, relatando-se os primeiros casos no ano de 1600, no
Rio de Janeiro. Somente em 1873, houve a identificacdo do M. leprae,
descoberta feita pelo médico noruegués Gerhard Amauer Hansen, através da
presenca de estruturas em formas de bastdes em amostras de nédulos de
pacientes com hanseniase, por meio de analise microscépica (GARCIA JRL,
2001; HASTINGS R, OPROMOLLA D., 1994). Em 1976 no Brasil a nomenclatura
Lepra, anteriormente relacionada a patologia, foi alterada para hanseniase em

homenagem ao descobridor do patdgeno Gerhard Hansen.

O mecanismo de transmissdo da doenca ainda ndo € totalmente
conhecido e sdo necessarios mais estudos para comprovar e demonstrar a

dindmica de transmissao dessa doenca. Acredita-se que a transmissao se da de
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contato prolongado com pacientes com hanseniase, principalmente com os
individuos com a forma multibacilar da doenca (JOB et al., 2005). Publicac6es
demonstraram que o trato respiratorio superior, seja a mucosa oral ou a nasal,
tem um importante papel na fisiopatogenia da hanseniase, sendo considerado a
porta de entrada e saida do bacilo (Martinez et. al, 2011; Melo N. et al., 2009;
Beyene et al., 2003).

1.1.2. Aspectos gerais de epidemiologia

Embora seja uma doenca extremamente antiga, a hanseniase ainda
€ um problema de saude publica em diversos paises localizados nos continentes
americano, asiatico e africano. O Brasil em 2018 foi considerado o pais com a
situagdo mais alarmante nas Américas, contribuindo com 93% da quantidade de
novos casos (fig. 1), tendo um aumento significativo com relacdo aos casos
reportados em 2017 (OMS, 2019).

Map 1 Geographical distribution of new leprosy cases, 2018
Répartition géographique des nouveaux cas de lépre en 2018

—
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Figura 1: Detec¢cao de novos casos de Hanseniase no mundo reportados a OMS, no ano
de 2018. As taxas de novos casos referem-se a cada 100.000 habitantes (adaptado da

organizacdo mundial de saude, 2019)
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Podemos observar na Figura 2 diferencas no nimero de novos casos
reportados da doenca entre os estados. Nao existe uma associacao clara entre
a epidemiologia da doenca e as condicbes socioecondmicas da populacao
afetada. Em 2020, o Ministério da Saude publicou dados da distribuicdo da
doenca no pais em 2018 (fig. 2), esses dados demonstraram uma grande
prevaléncia da doenca principalmente nos estados de Mato Grosso (8° maior
IDH nacional), Tocantins (13°) e Maranhéo (26°), compreendendo principalmente
areas ao longo do arco de desmatamento (ministério da saude, 2020), tendéncia

que vem se mantendo a anos.

300
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Fonte: Sinan/SVS-MS.
Figura 2: Taxas de deteccédo geral de casos novos de hanseniase por 100mil em estados

do Brasil, referente ao ano de 2018 (ministério da saude, 2020)

1.1.3. Classificac¢@es clinicas

A hanseniase pode afetar individuos de todas as faixas etarias e nédo

h& predilecdo entre os sexos. Estima-se que 95% da populacdo adulta tenha
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imunidade natural contra o M. leprae (LAZARO FP et al, 2010). A doenca
apresenta diferentes formas clinicas, separadas por caracteristicas diversas,
cujo desenvolvimento de cada uma delas é dependente de mecanismos

imunolégicos do hospedeiro (revisto por SCOLLARD et al., 2006)

Ridley e Jopling em 1966 propuseram uma classificagdo baseada nos
aspectos clinicos, imunologicos, bacteriologicos e histologicos da doenca. A
classificacdo é formada por dois grandes polos, e trés formas intermediarias (fig.
3). Em um dos polos os pacientes lepromatoso-lepromatoso (LL) onde a doenga
apresenta as manifestacfes clinicas mais severas, com multiplas lesdes pelo
corpo, macréfagos espumosos, e elevado numero de bacilos devido a baixa
eficiéncia da resposta imune humoral (tipo Th2) contra o patégeno. No outro polo
encontram-se os pacientes tuberculdide-tuberculdide (TT) em que a doenca se
apresenta na sua forma mais branda, lesées granulomatosas em menor nimero,
com frequentemente apenas uma lesdo e com menor carga bacilar devido a forte
resposta imune celular ao patégeno (tipo Thl). Entre esses dois polos
encontram-se as formas intermediarias bordeline-tuberculéide (BT), bordeline-
bordeline (BB) e bordeline-lepromatosa (BL), e sdo definidos de acordo com a
proximidade a cada polo. Além dessas classificacdes existe a forma indetermina
(I) que foi proposta como um estagio inicial da doenca, que pode ou nao evoluir
para uma das cinco formas clinicas da doenca (JOPLING, MC DOUGALL, 1988)

A fim de facilitar a aplicacao clinica das classificacées e delimitando
0s esquemas terapéuticos da doenca, a OMS dividiu as classificagbes em dois
grupos baseando-se na avaliagdo do numero de lesdes esses grupos foram: o
grupo multibacilar (MB), individuos com seis ou mais lesdes que isso inclui os
pacientes LL, BL e BB e o grupo paucibacilar (PB), paciente com menos de cinco
lesbes e incluindo os pacientes TT e BT (WHO, 1998).

15
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Figura 3: Esquema baseado na classificacdo de Ridley e Jopling, mostrando as diferentes
formas clinicas da hanseniase associada as respectivas respostas imune para cada forma
(RIDLEY, JOPLING, 1966).

1.1.4. Aspectos gerias de diagnostico

O diagnostico da hanseniase, de acordo com o ministério da saude,
baseia-se primariamente em critérios clinicos como sinais dermatoneurlégicos
como: identificagdo de lesbes de pele com alteracdo de sensibilidade,
identificacdo de neurites, incapacidades e deformidades. Como sugerido pela
OMS, na auséncia de recursos laboratoriais, o diagnostico passa a ser baseado
somente em caracteristicas clinicas como sintomas dermatolégicos, exames de
sensibilidade de nervos periféricos e no histérico epidemioldgico do paciente. Os
sinais classicos da hanseniase séo lesbes cutaneas, nervos espessados e
sensibilidade alterada em 70% dos casos (GALLO et al., 2005). Em outros casos
€ necessario o uso de exames laboratoriais complementares como a
baciloscopia, teste da lepromina (reacéo de Mitsuda) normalmente utilizados e
PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) sendo usada apenas em casos

mais raros.
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A baciloscopia é a andlise microscopica de esfregacos cutaneos (linfa
de lébulos auriculares, cotovelos e lesfes) com a intencdo de detectar a
presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) através da coloragéo pelo
método de Ziehl-Nilsen. Para os exames histopatoldgicos séo utilizadas bidpsias
cutaneas ou do ramo sensitivo dos nervos periféricos. Nesse caso, os bacilos
presentes nas bidpsias podem ser detectados através da coloracao pelo método
de Wade (COCITO, DELVILLE, 1985). Sao testes faceis de executar, rapidos e
de baixo custo, utilizados como ferramentas complementares para a confirmacéo
do diagndstico clinico. No entanto, a baciloscopia ndo apresenta especificidade
e sensibilidade adequada para deteccao de todas as formas clinicas da doenca
(STEFANI, 2008)

No teste de Mitsuda € aplicada uma injecao intradérmica de lepromina
e apos 21 a 28 dias, a reacdo € medida através do diametro da inflamacéo,
podendo ser negativa, auséncia de elemento visivel (-), inflamacéo discreta
guando menor que 3 mm de diametro, com mais de 3 mm e menos que 5mm de
didmetro (+), mais de 5 mm (++) ou uma infiltragcdo nodular ulcerada (+++)
(Bechelli LM et al, 1959; IV Congresso Internacional de Hanseniase Madrid,
1953).

O sequenciamento do genoma do M. leprae possibilitou maiores
avancos no diagndstico laboratorial da hanseniase, como o uso da PCR. O
diagnostico da hanseniase por PCR se baseia na amplificacdo de regifes
especificas do DNA do bacilo. Estudos ja foram capazes de detectar a presenca
de genes especificos de M. leprae em biopsias de pacientes utilizando essa
técnica (Martinez N. et al 2011), incluindo pacientes do polo tuberculéide,
mostrando que essa técnica pode ser uma ferramenta para contribuir no

diagnéstico de casos atipicos (Barbieri et al., 2014).

1.1.5. Aspectos gerais de tratamento

O tratamento utilizado contra a hanseniase indicado pelo Ministério
da Saude é a poliquimioterapia (PQT). A PQT baseia-se na administracéo, por 6

meses, de trés medicamentos associados, sendo estes a rifampicina, a dapsona

17



e a clofazimina, foi introduzida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em
1982 (Ministério da Saude 2014), apés a evidéncia de resisténcia ao tratamento
unicamente com Dapsona (Pettit & Rees, 1964), que revelou a necessidade de
padronizacdo do tratamento em combinacdo com outras drogas. Entretanto o
tratamento de pacientes multibacilares tem duracédo de 12 meses, além disso a
eficiéncia do tratamento é bastante comprometida tendo em vista que cerca de
15% dos pacientes ndo apresentam cura apOs esse periodo, havendo a
necessidade de se repetir, algumas vezes de forma indefinida, o tratamento.

O tratamento do paciente com hanseniase é reconhecido como
fundamental para bloquear uma das fontes conhecidas de transmissao da
doencga, sendo assim uma importante medida para contribuir na eliminagéo da

doenca.

1.1.6. Agente etiolégico

O M. leprae é um patégeno intracelular obrigatério que apresenta
predilecdo por dois tipos de células humanas: macréfagos da pele e células de
Schawnn (KAPLAN, COHN, 1986), essa afinidade do patdgeno explica as lesdes
dermatoldgicas e neuroldgicas observadas nos pacientes, que se néo tratadas
podem evoluir para incapacidades fisicas permanentes. O M. leprae foi
caracterizado pela primeira vez por Gerhard Hansen em 1873. Ao fazer andlise
de amostras de ndédulos de pacientes utilizando o microscopio, Hansen percebeu
a presenca dos primeiros bacilos de M. leprae. Entretanto até hoje, apdés um
século de tentativas, ndo foi possivel ainda estabelecer um cultivo in vitro do

patdégeno, o que dificulta seu estudo.

O M. leprae é uma micobactéria gram-positiva, embora ndo seja
corado muito bem pelo método de gram, tem a forma de bastonete, na maioria
das vezes reto ou ligeiramente curvado, podendo ser encontrado isolado ou
agrupado em cortes histopatoldgicos possuindo as seguintes dimensoes: 1,5 a
8 micra de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de largura, e a temperatura perfeita
para o crescimento desta micobactéria é em torno de 33°C, o que explica sua

18



restricdo as extremidades do corpo humano. Nas lesdes dos pacientes, 0s
bacilos podem ser encontrados isolados ou agrupados em globias. Por ser uma
micobactéria € considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), pois &
corado pela fucsina em vermelho, e ndo perde sua coloracdo apdés o uso de
solucéo alcool-acido quando corado pelo método de Ziehl-Nilsen ou pelo método
de Kinyoun (REES, 1985; revisto por SCOLLARD, 2006).

Figura 4: Morfologia do Mycobacterium leprae. A) Bacilos corados pelo método de Ziehl

Nilsen, aumento de 100x. B) Microscopia eletrdnica de varredura da micobactéria (SCOLLARD
et al., 2006).

1.1.7. Cultivo in vitro

Apesar do fato de ser um patdogeno humano identificado a mais de
um século (Chapman H 1953), ainda néo foi descoberta uma forma de cultivo
in vitro para o M. leprae. Embora diversas tentativas ja tenham sida feitas,
aonde muitos estudos alegaram o sucesso de diversos tipos de cultivos de
M. leprae, como cultivos em meio axénico (KAYo, L. 1965), cultivos utilizando
biopsia de pacientes (SOUZA ARAUJO, H. C. DE, 1956), assim como
diversas tentativas de cultivo em culturas de células (Matsuo Y. 1976), no

entanto nenhuma dessas “descobertas” conseguiram ser reproduzidas
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novamente, muito provavelmente devido a existéncia de contaminac¢éo por
outras bactérias (revisto por Pattyn SR. 1973).

Além do exposto acima, uma das maiores dificuldades no cultivo
do M. leprae em células baseia-se no fato de que muitas das células
conhecidas se multiplicam mais rapidamente que o bacilo, causando uma
diluicdo do inéculo (revisto por Pattyn SR. 1973; HASTINGS R, OPROMOLLA
D., 1994). Dessa forma, embora n&o tenha sido comprovado o crescimento
de M. leprae in vitro, ja foi demonstrada a manutencdo da viabilidade do
bacilo por diversas semanas em culturas de macréfagos incubados na
presenca de interleucina-10 (Matsuo Y. 1976, Fukutomi Y, 2004).

A causa mais frequentemente atribuida a essa impossibilidade do
cultivo in vitro pode ser justificada pela grande perda de genes funcionais
sofrida pelo M. leprae, que apresenta apenas cerca de 49,5% de genes
funcionais, comparado ao Mycobacterium tuberculosis, que possui 90,8%
dos genes funcionais (tabela 1). Essa reducdo demonstra uma longa
adaptacao ao ambiente intracelular, e explica sua impossibilidade de crescer
in vitro, devido a necessidade de uma série de vias metabdlicas da célula

hospedeira para concluir seu metabolismo (COLE et al., 2001).

Caracteristicas do genoma M. leprae M. tuberculosis
Tamanho (pb) 3.268.203 4.441.532
Proteinas codificadas (%) 49,5 90,8
Genes codificantes 1.604 3.959
Pseudogenes (no.) 1.116 6

Tabela 1 — Comparacéo das caracteristicas do genoma do M. leprae e do M. tubercolosis
(adaptado de COLE et al, 2001)

1.1.8. Cultivo e manutencgéo de M. leprae em animais
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O modelo utilizado para o cultivo foi descrito pela primeira vez em
1960 por Charles Shepard onde foi possivel observar o crescimento local e
limitado do patégeno em coxim plantar de camundongos CFW (fig. 5). Esse
crescimento limitado do bacilo ocorreu devido a resposta do sistema imunoldgico
do modelo experimental utilizado (SHEPPARD, 1962). Assim, jA que o0s
camundongos comuns eliminam os bacilos, foi estabelecido um modelo de
cultivo com a inoculacéo de M. leprae proveniente de biopsias de pacientes em
coxim plantar de camundongos com timo retirado cirurgicamente. Atualmente é
feito uso de camundongos BalbC Foxnl-/- (nu/nu) atimico (fig. 5) que
demostraram um melhor crescimento do bacilo (TRUMAN, KRAHENBUHL.,
2001; LAHIRI et al., 2005, revisto por SCOLLARD, 2006) sendo assim, € possivel
a producao de bacilos viaveis para o uso experimental, entretanto este uso ainda
€ bastante limitado ja que esse cultivo in vivo leva de seis a nove meses para a
obtencdo de uma quantidade de bacilo adequado para o uso na pesquisa, além
da manutencdo desses camundongos ser cara e muito especifica por serem
animais imunossuprimidos, logo o desenvolvimento de uma forma alternativa
para o cultivo desse bacilo representaria um avanc¢o tecnoldgico de extremo

valor.

Figura 5 — A) Camundongos BalcC Foxnl nu/nu. B) Pata do camundongo 6 meses apés a
inoculacdo com o M. leprae (SCOLLARD et al,. 2006)
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Além dos camundongos, em 1971 foi descrito que tatus da espécie
Dasypus novemcintus, conhecidos como tatus de nove bandas, desenvolvem a
doenca apos inoculagéo intravenosa, com lesGes de pele e danos nos nervos
periféricos (KIRCHHEIMER, STORRS, 1971). Posteriormente foi também
observado uma significante prevaléncia da hanseniase em tatus selvagens desta
mesma espécie nos Estados Unidos (SMITH et al, 1983) assim como no Brasil
(Deps et al,.2002; 2008), e mais recentemente foram descritos esquilos
vermelhos nas ilhas Britanicas com lesbes caracteristicas da hanseniase na
cabeca e membros, e através de ferramentas gendémicas e histopatolégicas foi
possivel confirma que esquilos da ilha Brownsea estavam infectados pelo M.
leprae (AVANZI C et al, 2016)

1.1.9. Associacao entre M. leprae e Artropodes

Uma possivel associagdo entre a hanseniase e artropodes ja havia
sido especulada por Adolpho Lutz, médico e sanitarista brasileiro, em “Estudos
sobre lepra”, escritos em Limeira, em 1885-1886, onde ele especula sobre o
papel de outros elementos no cenario epidemiolégico da hanseniase, como 0s
artropodes (BENCHIMOL et al, 2003). Esta teoria foi reforcada por Souza-
Araljo, que em 1941 publicou o primeiro trabalho sobre a possibilidade da
transmissdo da hanseniase por carrapatos, identificando bacilos alcool acido
resistentes em macerados de carrapatos do género Amblyomma. Essa
associacdo foi demonstrada mais recentemente em carrapatos da espécie
Amblyomma canjennense aqui no Brasil, aonde foi possivel observar através de
andlises por PCR que o M. leprae se manteve viavel no trato digestivo dos
carrapatos por até 15 dias, tornando-se capazes de gerar proles infectantes
(FERREIRA et al, 2013).

Além dessa associacdo as células de carrapatos possuem varias
caracteristicas que as tornam particularmente interessantes para o cultivo de M.

leprae. Células de carrapatos ja foram utilizadas com sucesso na propagacao de
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outros patdgenos intracelulares como Anaplasma marginali (BLOUIN EF, 2002).
Séo células de crescimento lento e podem sobreviver por varios meses sem a
necessidade de um subcultivo, crescem em temperatura entre 28-30°C, proxima
a ideal para a manutencdo do M. leprae, e ndo possuem a necessidade de
atmosfera de CO:2 o0 que contribui para a produgéo em larga escala a baixo custo
(BELL-SAKY!I L, 2007).

1.1.10. Cultivo de células de carrapato

O cultivo de células de carrapato séo ferramentas importantes para a
analise da interacao do vetor-patdgeno assim como 0 uso para a propagacao de
patdgenos. O registro mais antigo de cultivo de tecidos de carrapatos foi
realizado em 1952 por Weyer, onde foi feita a manutencéo de rickettsias obtidas
a partir de intestino de piolhos infectados, em um tecido n&o infectado do
carrapato Rhipicephalus Bursa cultivado in vitro, mantendo a cultura por
aproximadamente oito dias, 0 meio de cultivo utilizado era constituido de baco,

plasma, testiculo de coelho e extrato de piolhos (YUNKER, 1987).

Em 1969, Rehadéek e Brzostowski formularam um meio para cultivo de
células de carrapatos baseado na composicdo bioquimica da hemolinfa do
carrapato, e em 1972 foi estabelecido o primeiro cultivo primario de células
embrionérias do carrapato Hyalomma asiaticum (Medvedeeva et al, 1972),
enquanto Pudney, em 1973, estabeleceu o cultivo com ovos de Rhipicephalus
microplus. Com o aperfeicoamento das técnicas de cultivo de células de
carrapato, foi estabelecida a primeira linhagem continua através de tecidos de
carrapatos marrons africanos, Rhipicephalus appendiculatus (VARMA et al.,
1975).

Embora Rehadéek e Brzostowski tenham formulado um meio, a maioria
das células eram cultivadas num meio basal composto basicamente por
Leibovitz’s L-15, que foi originalmente formulado para células de mamiferos.

Com a intengao do otimizar este cultivo, o meio L-15 foi suplementado com soro
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fetal bovino e caldo de triptose fosfatada, permitindo assim o isolamento e a
manutencgéo de células de diversas espécies de ixodideos (KURTTI et al., 1982).

Apés a identificacdo de alguns dos importantes componentes para o
crescimento celular de carrapatos in vitro, o meio L-15 foi modificado pela adi¢&o
de tragos de minerais, vitaminas, aminoacidos, acido a-cetoglutarico e glicose,
formando o meio Leibovitz’s L-15B (MUNDERLOH; KURTTI, 1985), que supriu
as deficiéncias nutricionais presentes no Leibovitz’'s L-15 (MUNDERLOH;
KURTTI, 1989).

Atualmente células de carrapato ja séao utilizadas para a propagacao
de patégenos que ndo puderam ser cultivados em nenhum outro sistema de
cultivo in vitro, assim como microrganismos que ndo sdo transmitidos por
carrapatos (Bell-Sakyi et al., 2007, Pudney, 1987; Lawrie et al., 2004; Bell-Sakyi,
2004).

A propagacdo de patdogenos em linhagens de células de carrapato
mais significantes sdo Ehrlichia e Anaplasma (MUNDERLOH et al., 1996;
BLOUIN et al., 2002). Diversos membros desse género de bactérias
intracelulares obrigatérias tém sido cultivados em linhagens de células de
carrapato desde 1995, sendo a Anaplasma marginale a mais extensivamente
explorada (MUNDERLOH et al., 1996; BLOUIN et al., 2002). Cultivos continuos
desses patdgenos tém sido realizados em linhagens celulares de varias espécies
de carrapatos, predominantemente Ixodes scapularis (BELL-SAKYI et al., 2007).

A maioria das linhagens celulares de carrapato existentes foi
estabelecida a partir de células embrionérias, usando metodologia simples e sem
selecionar tipos de tecidos especificos (KURTTI et al., 1988b; BELL-SAKY]I,
1991; MUNDERLOH et al., 1994). Desse modo, as linhagens geralmente sao
compostas de dois ou mais tipos celulares presentes em propor¢des variadas,
sendo essencial para a sobrevivéncia do cultivo (YUNKER, 1987). Culturas de
células de carrapato sao extremamente duradouras, podendo crescer em trés
dimensdes, embora seu crescimento seja relativamente devagar, podem
sobreviver com apenas uma mudanca de meio de cultura por semana, assim
como nao é necessario realizar subculturas com uma grande frequéncia (Bell-

Sakyi et al., 2007). A maioria das células de carrapato crescem em meios
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suplementados com soro e em temperatura entre 28°C e 34°C em condi¢des de
pH entre 6,5 e 6,8, mas existem aquelas que conseguem se propagar em pH
neutro ou alcalino (Munderloh et al., 1996).
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2. JUSTIFICATIVA

A hanseniase, causada pelo M. leprae, afeta a humanidade a séculos.
Entretanto, até o momento, ainda ndo ha um protocolo de cultivo in vitro para o
patdbgeno causador dessa doenca, tendo o0s cientistas que depender
exclusivamente do seu cultivo em animas. Essa deficiéncia vem sendo um
grande empecilho para as pesquisas, atrasando o entendimento de diversos
mecanismos do M. leprae. O desenvolvimento de um cultivo in vitro do bacilo é
extremamente necessario, jA que existem diversas lacunas que seriam
facilmente respondidas se houvesse a possibilidade de estudar o patégeno de
uma forma mais eficiente, limpa e direta. Com uma associacdo recentemente
encontrada entre carrapatos e o M. leprae, abre-se uma porta para uma nova
linha de abordagem para a tentativa do cultivo do bacilo. Devido a essa
possibilidade, no presente estudo nos propomos a estabelecer uma forma de
cultivo de M. leprae utilizando células de linhagens oriundas de embrides de

carrapatos.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

- Analisar o potencial de linhagens de células de carrapatos como uma
plataforma de cultivo de M. leprae, assim como possiveis aplicacdes em ensaios

de eficacia de drogas e geracéo de cepas transgénicas.

3.2 ESPECIFICOS

- Desenvolver um sistema de cultura in vitro de M. leprae em pequena escala,

utilizando uma ou mais linhagens de células de carrapato;

- Estabelecer uma plataforma in vitro para andlise de novos antibioticos e

agentes micobactericidas;

- Comparar a resposta celular e a infectividade do patégeno gerado in vitro e in

ViVO;

- Utilizar o cultivo de M. leprae in vitro para a producdo de uma cepa transgénica

expressando o fluor6foro mCherry a partir do plasmideo pCherry3.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CELULAS UTILIZADAS E CULTIVOS

As células de linhagem de carrapatos, AVL17, BMBR-1 BMRBR-2,
IDES, ISE6 e HAES, foram utilizadas para os testes de cultivo e associagao e
todas foram obtidas do Tick Cell Biobank - Institute of Infection and Global Health,
University of Liverpool, sendo obtidas através da colaboracdo com o Dr. Adivaldo
Fonseca do Laboratério de Doencas Parasitarias (LDP), Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, do Instituto de Veterinaria da UFRRJ e a Dra.
Lesley Bell-Sakyi (Universidade de Liverpool, Reino Unido). Todas as culturas
foram mantidas a 28-30°C, em garrafas de cultura de 25cm (Kasvi) ou em tubos
de cultura Nunc™ Cell Culture Tubes (ThermoFisher). Todas as linhagens de
células de carrapatos sao oriundas de embrides, provavelmente contendo mais
de um tipo celular. As células foram mantidas com rotina de substituicdo dos
meios uma vez por semana. Os meios utilizados para manutencéo das culturas
de células de carrapato foram: o meio L-15, suplementado com 20% de soro fetal
bovino inativado, 10% de caldo de triptose fosfatada, 1% de L-glutamina
(200mM), utilizado para o cultivo das células BMBR-1 e 2 provenientes do
carrapato Rhipicephalus microplus; L-15B, suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado, 10% de caldo de triptose fosfatada, 0,1% de lipoproteina bovina
concentrada, 1% de L-glutamina, utilizado no cultivo das células da linhagem
IDES8 e ISEG6 (carrapato Ixodes scapularis); o meio de cultura H-Lac, utilizado em
uma mistura com o L15 (1:1) para o cultivo da HAES8 (carrapato Hyalomma
anatolicum) e em uma outra mistura de meios com L15b e L15 (1:1:1) para o

cultivo da AVL17 (carrapato Amblyomma variegatum).
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Linhagem Espécie de carrapato Meio de cultivo Temperatu[a de
incubacao

AVL/CTVM17 | Amblyomma variegatum  L15b + L15 + H-Lac 30°C
BMBR-1 |Rhipicephalus microplus L15 30°C
BMBR-2 |Rhipicephalus microplus L15 30°C
IDE-8 Ixodes scapularis L15b 29°C
ISE-6 Ixodes scapularis L15b 29°C
HAE/CTVM8 | Hyalomma anatolicum L15 + H-Lac 30°C

Tabela 2 — Células de carrapato utilizadas nos experimentos. Tabela referente as células de

carrapato demonstrando o carrapato de origem, meio de cultura e temperatura de manutencao.

HepG2 e ST8814 — Para analise comparativa entre o M. leprae
produzido em coxim plantar de camundongos nude e o gerado em células de
carrapato, foram feitos testes de captacao de glicose (NBDG) e poténcial elétrico
da membrana mitocondrial (TMRM) no qual foram utilizadas duas linhagens,
sendo elas células de Schwann (ST8814) e hepatocarcinoma humano ou
carcinoma hepatocelular (HepG2). Todas as células foram adquiridas do
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA), todas as culturas
foram mantidas a 37°C em estufa com 5% de CO: para o cultivo de ST8814
utilizando o meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, Brasil) suplementado de 10%
de soro fetal bovino (SFB) contendo 2 mM L-Glutamina. Para o cultivo da célula
HepG2 foi utilizado o meio DMEM High Glucose completo suplementado com
10% SFB.

As culturas citadas, quando nao infectadas, eram suplementadas com

1% da solucéo de antibioticos penicilina (10.000 Ul) e estreptomicina (10mg/mL).

Linhagem Origem Meio de cultivo Incubacéo
HepG2 Hepatocarcinoma DMEM high glucose  37°C - 5% CO,
ST9914 Células de Schwann RPMI1640 37°C - 5% CO,

Tabela 3 — Células de humanos utilizadas nos experimentos. Tabela referente as células

demonstrando a origem, meio de cultura e temperatura de manutencao.
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4.2 COLORACAO DE KINYOUN E DETERMINACAO DA VIABILIDADE

A coloracédo de Kinyoun foi utilizada para a quantificagcao das curvas
de crescimento de M. leprae nas células de carrapato, através das contagens
dos bacilos marcados por carbol-fucsina. O material obtido a partir da lise das
células foi mantido em formol leite e colocados em lamina para serem fixados a
fogo por aproximadamente 10 segundos, ap0s isso a lamina foi corada com
carbol-fucsina por 5 minutos, lavada levemente com agua corrente, em seguida
coberta por um descorante alcool-acido, lavada com agua corrente novamente,
por ultimo foi coberta por azul de metileno por 1 minuto e lavada uma ultima vez.
(revisto por MARISE A., ANNE Z. 2008) Ap6s secar essa lamina foi analisada
por microscopia onde foi feito a contagem dos bacilos corados em 10 diferentes
campos para a obtencéo da quantidade de bacilo naquela amostra. A viabilidade
foi avaliada por exclusédo de PI e foi feito seguindo as instru¢des do fabricante do
Kit LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability (Thermo Fisher), apés o preparo da

lamina foi feito a analise de 10 campos por microscopia de fluorescéncia.

4.3 OBTENCAO DE M. leprae CULTIVADO IN VIVO.

As cepas de M. leprae utilizadas foram a Thai-53 e a PA-84 ambas
foram cedidas pela Dra. Patricia Sammarco Rosa (Instituto Lauro de Souza Lima,
Bauru, SP), proveniente do modelo de infeccdo do coxim plantar de
camundongos atimicos nude (nu/nu). As patas infectadas por cerca de 6-9
meses foram enviadas ao laboratério de Microbiologia Celular (FIOCRUZ, RJ)
para processamento e purificagdo dos bacilos. Os bacilos foram quantificados
por contagem por coloracdo de Kynioun. A viabilidade foi determinada através
da coloracdo das bactérias com fluorocromos utilizando o método Live/Dead
BacLight bacterial viability kit (Life Technologies, EUA). Realizou-se um

esfregaco em lamina de vidro e através da microscopia de fluorescéncia,
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bactérias vivas e mortas foram quantificadas por contagem dos bacilos verdes e
vermelhos, respectivamente. Nos experimentos, foi utilizado M. leprae com

viabilidade acima de 70%

4.4 MARCACAO COM PKH

A marcacdo do M. leprae para ensaios de imunofluorescéncia e
citometria foi realizada utilizando o kit PKH2 Green Fluorescent Cell Linker
(Sigma-Aldrich, EUA), de acordo com instrucdes do fabricante. 107 bacilos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds isso 0
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 100uL do diluente A,
contendo 1 pL do corante PKH2, incubado e protegido da luz por 15 minutos. Em
seguida, foi adicionado 100uL de SFB e incubado por 1 minuto para a
neutralizacdo. Foi entdo centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm. Apds a
centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de bactérias foi lavado
trés vezes com meio RPMI-1640 para a retirada do excesso de fluorocromo. Ao
final, as bactérias foram ressuspensas em meio e utilizadas para infec¢do das

linhagens para as andlises de citometria e microscopia.

4.5 ANALISE POR CITOMETRIA

Linhagens celulares de carrapatos (AVL17, IDE8, HAE) foram
plagueadas em placas de cultivo de 24 pocos (2x10° células/poco) e infectadas
com M. leprae em multiplicidade de infeccdo (MOI) 50:1 marcados com PKH2
(Green Fluorescent Cell Linker), sendo incubadas a 33°C, temperatura ideal para
o bacilo. Apos 24h de inoculagao dos bacilos, os meios de cultivo foram retirados
dos pocos e os pocos lavados gentilmente com HBSS para retirada dos bacilos
livres. Depois desse procedimento, as células foram ressuspensas com 1mL de

HBSS por poco e colocadas em tubos de 1,5mL para centrifugagéo por 14.000
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rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado, os pellets foram
ressuspensos em solucao de 1% de paraformaldeido e os tubos acondicionados
em geladeira a 4°C, até a analise. O aparelho utilizado apara analise foi o BD
Accuri C6 - Beckton & Dickinson® no canal FL1-A, com leitura de 10.000

eventos, do Laboratério de Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz.

4.6  ANALISE POR MICROSCOPIA DA MARCACAO COM PKH

Linhagens celulares de carrapatos (AVL17, IDE8, HAE) foram
plagueadas em placas de cultivo de 24 pogos (2x10° células/poco), contendo
laminulas de vidro estéreis e infectadas com M. leprae durante 24 horas a 33 °C
utilizando uma MOI de 50:1 marcados com PKH2 (Green Fluorescent Cell
Linker). Apés as 24 horas de infeccdo o meio de cultura foi removido, as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1X (LGC biotecnologia, Brasil) e fixadas
com paraformaldeido 4% por 20 min a temperatura ambiente. Depois do periodo
de fixacdo, as células foram novamente lavadas com PBS 1X. DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) foi utilizado na marcagcéo do DNA nuclear
das células seguindo recomendacdes do fabricante. Por fim, as laminulas foram
lavadas trés vezes com PBS 1X por 5 min, montadas em laminas de vidro
contendo 3 pL de solugcdo ProLong® Gold Antifade (Life Technologies, EUA) e
seladas com Entellan® (Merck, Alemanha).

Para andlise foi utilizado o microscopio de fluorescéncia Axio
Observer.Z1 (Zeiss, Alemanha), com a objetiva Plan-neofluar com aumento de
63x utilizando filtro Zeiss 50, excitacdo por led de 530nm, captura por camera
controlada pelo software Axiovision (Zeiss, Alemanha). A quantificacdo das

imagens foi feita com programa ImageJ

4.7 CULTIVO DE M. leprae IN VITRO
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4.7.1 Utilizando placas de 24 pocos

As culturas de células de carrapato foram infectadas com M. leprae
proveniente de coxim plantar de camundongos com o objetivo de verificar
associagdo e a propagacdo do M. leprae nas células de carrapato, na
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1:50 e mantidas em placas de 24 pocos
(2x10° células e 1mL de meio) por 24 horas, 10 dias e 20 dias a 28-32°C em
tubos selados. Nos tempos determinados as células foram lisadas utilizando 1
ml de Triton X100 (0,1%), esse lisado foi centrifugado a 14.000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em formol leite,
sendo essa suspensdo utilizada para contagem dos bacilos por microscopia

Optica através da coloracao de Kinyoun.

4.7.2 Utilizando tubos falcons

Para o teste de viabilidade as células IDE8 foram semeadas em tubo
do tipo falcon de 15mL, infectadas com M. leprae e mantidas sob agitagéo por
24 horas, para que as células pudessem aderir na parede do tubo, e
semanalmente foi retirado o meio utilizando uma pipeta pasteur, esse meio foi
centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos e o pellet foi lisado com 1 ml de Triton
X100 (0,1%) e centrifugado novamente, apos isso foi feita a coloracdo para
viabilidade bacteriana por Syto9 e excluséo de iodeto de propidium (Live/Dead

BacLight kit), seguindo as instrucfes do Kit.

4.7.3 Utilizando garrafas pequenas e tubos de cultura

Para 0 aumento da escala do cultivo de M. leprae foi utilizado garrafas

de cultura de 25cm (Kasvi) e Nunc™ Cell Culture Tubes (ThermoFisher). As
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culturas de IDE8 foram infectadas com bacilo proveniente de camundongos nude
na multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1:50 e mantidas com trocas de meios
semanais por dois meses. Ao final de dois meses as células foram lisadas
utilizando 1 ml de Triton X100 (0,1%), esse lisado foi centrifugado a 14.000 rpm
por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em formol-
leite para armazenamento, apos isso essa suspensao foi usada para contagens
dos bacilos por microscopia através da coloragdo de Kinyoun, a quantidade de
bacilo obtida foi utilizada para outros experimentos ou reinfeccéo de novos tubos
de IDES.

4.8 TESTE DE VIABILIDADE UTILIZANDO MODELO SHEPARD DO M.
leprae CULTIVADO EM IDES8

Uma cultura de células IDES foi infectada com M. leprae Thai-53 cepa
a um MOI de 50: 1 a 30°C. Apds 20 dias de incubagao o M. leprae purificado foi
guantificado por coloracdo de Kinyoun. Para o experimento foram utilizados
guinze camundongos BALB/c divididos em trés grupos de 5 animais. Dois grupos
foram inoculados com 20 uL da Suspensdo de M. leprae contendo 10* bacilos
colhidos da cultura IDE8 em um Modelo de infeccdo de Shepard. Um controle
negativo foi gerado em um dos dois grupos que receberam bacilos de IDE8
tratando os animais com rifampicina 10mg/kg por semana. Como controle
positivo, o terceiro grupo foi inoculado com o mesmo numero de M. leprae
recentemente purificado a partir de coxim plantar de Imofadas das patas de
camundongos nude. ApoOs seis meses, 0s ratos foram sacrificados por uma
overdose intraperitoneal de cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg) e os
bacilos no coxim plantar foram purificados e marcados com coloracdo de

Kinyoun para contagem.
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49 COMPARACAO DO EFEITO DO M. leprae DE CAMUNDONGO E DE
CELULAS DE CARRAPATO POR HCS (high content screening)

Para comparar o efeito do M. leprae proveniente do cultivo in vitro em
camundongo e o mantido em células de carrapato foram feitas analises de
captacdo de glicose e do potencial elétrico da membrana mitocondrial utilizando
células humanas. A captacao de glicose foi monitorada usando o analogo de
glicose fluorescente 2-NBDG (Sigma). As células foram expostas ao fluoroforo a
uma concentracdo de 500nM por 30 mim. O potencial elétrico da membra
mitocondrial foi determinado pela exposicéo das células IDE8 a TMRM a 0,5 nM
(Sigma), corante que acumula em mitocondrias com potencial de membrana
intacto, os resultados do TMRM foram obtidos pela razdo do sinal de
fluorescéncia para o mesmo sinal em uma cultura pré-incubada com indutor de
mitofagia, CCCP (Sigma). Para marcacdo de nucleos foi utilizado Hoeschst
33342 (Sigma), foi utilizado a concentracdo de 10ug/mL por 40 minutos. As
andlises foram feitas automaticamente por microscopia HCS (high content
screening), utilizando aparelho GE Cytell™, controlado pelo software Cell
Imaging System, foi criado um protocolo de analise selecionando os
comprimentos de onda desejados para a analise assim como a placa utilizada,
nesse caso uma placa de 96 pocos, foram feitas 6 fotos de 6 quadrantes

aleatorios em cada poco e analisadas automaticamente pelo software

4.10. GENOTIPAGEM POR ANALISE DE NUMERO DE VARIAVEL DE
MULTIPLOS LOCUS (MVLA)

O DNA das culturas de células de carrapatos infectados com M.
leprae foram submetidos & MLVA de 16 loci. Para cada amostra, foram
realizadas quatro reacfes de PCR multiplex que geraram 16 amplicons e o
namero de copias do alelo foi determinado por desnaturacdo dos amplicons e
eletroforese em gel capilar no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer, usando
0s padrbes de tamanho de peso molecular interno LIZ 500 (Thermo Fisher
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Scientific, MA, EUA) e definicdo do numero de copias com o software Peak
Scanner (Applied Biosystems, MA, EUA).

411 GERACAO DA CEPA TRANSGENICA UTILIZANDO O PLASMIDEO
pCHERRY3

A transformacédo do M. leprae foi feita no Laboratoério de microbiologia
celular no Instituto Oswaldo Cruz na FIOCRUZ Rio de Janeiro (LAMICEL I0C) e
foram utilizados 10° bacilos da cepa PA-84 e 6 ug de DNA do plasmideo
pCherry3 doado pela Dra. Suzie Hingley-Wilson (Universidade de Surrey, Reino
Unido). pCherry3 € um plasmideo que néo se integra ao DNA da bactéroa com
tamanho de 6.3 kb contendo gene reporter mCherry com o promotor Psmyc de
Mycobacterium smegmatis e resisténcia a antibiotico (canamicina ou higromicina
B) (Carrol P, 2010). O eletroporador BioRad Micropulser (Hercules, CA, USA) foi
ajustado em 2.5kV e tensao elétrica de 1000 Q. A solugao contendo M. leprae
purificado de camundongo foi centrifugada a 14000rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet dissolvido em 200uL de agua MilliQ estéril
com Tween 80 (0,05%). Depois de adicionarmos o DNA do plasmideo nessa
suspencao de bacilo e DNA foi transferida para a cubeta de eletroporacéo. Apos
a eletroporacao a suspensao foi utilizada para infectar a cultura de células IDES,
apos uma semana de cultivo foi adicionado antibiético para promover a selecao
das micobactérias fluorescentes e nas semanas seguintes a cultura foi analisada

por microscopia de fluorescéncia.
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Figura 6 — Esquema demonstrativo da estrutura do plasmideo pCHERRY3.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados numéricos foram analisados usando teste néo
paramétrico, com comparac6es multiplas de Dunn teste para comparar grupos
relevantes. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism 5. Os valores foram considerados significativos quando o p foi

igual ou inferior a 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE CELULAS DE CARRAPATO E
M. leprae

Primeiramente foi realizado uma analise da interacdo do M. leprae
com as células de linhagem de diferentes carrapatos (AVL/CTVM17, IDES8 e
HAE/CTVMCS8) através de citometria de fluxo (fig.1 A e B) e microscopia (fig.1 C
e D) com o intuito de demonstrar se o M. leprae capaz de se associar as células
de carrapato in vitro e além disso qual das trés células testadas teria a melhor

associagcao com o bacilo.

Nesse resultado € possivel observar que a partir da analise por
citometria de fluxo (fig. 7 A e B) e microscopia através da marcacdo de PKH (fig.
7 C e D) todas as trés linhagens testadas demonstraram um grau de associagcéo
com o bacilo e dentre as trés a AVL/CTVM17 (Amblyomma variegatum) e a IDE8
(Ixodes scapularis) foram as quem demonstraram uma maior interacdo com o
bacilo podendo ser visto essa associacdo a partir do histograma e a
quantificacdo (fig.7 A e B) e confirmado a partir da analise de microscopia por
fluorescéncia e quantificacéo (fig7. C e D).
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Figura 7 - O M. leprae pode se associar a diferentes linhagens de células de carrapatos. A)
Histogramas gerados por citometria de fluxo mostrando associacdo entre M. leprae marcado com
PKH26 e trés linhagens celulares de carrapatos: AVL/CTVM17, HAE/CTVMS8 e IDES8. As linhas
cinzas representam as células do carrapato nédo infectadas e as linhas vermelhas representam
as células associadas aos bacilos fluorescentes. B) Quantificacdo dos histogramas em (A)
demonstrando um alto nivel de associacdo entre o patdgeno e as linhagens celulares
AVL/CTVM17 e IDE8. C) Microscopia de fluorescéncia 24h apés infeccdo de linhagens de
carrapatos com M. leprae marcadas com o fluoréforo verde PKH67. D) Quantificacéo dos valores
médios de intensidade de fluorescéncia/célula em (C), para os quais foram analisadas sessenta
fotos de trés experimentos independentes. Multiplicidade de infecdo (MOI) de 50:1, A barra de
escala representa 20um; ** = p <0,005 e * = P <0,05 Teste de compara¢des multiplas de Dunn.

5.2. TESTE DO POTENCIAL DAS CELULAS DE CARRAPATO PARA
CULTIVO IN VITRO DE M. leprae

A seguir foi feita a analise para verificar o potencial dessas células
para manter e propagar o M. leprae. O resultado foi gerado a partir da contagem
de bacilos nos tempos de 24h, 10d e 20d ap6s o inéculo inicial do bacilo na
cultura de células mantidas em placas de 24 pocos (fig.2 A-C). Verificamos que
nas células AVL/CTVM17 e HAE/CTVM8 ndo foi possivel observar uma
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mudanca significativa na quantidade de bacilos enquanto na linhagem IDE8
houve um aumento significativo na quantidade de M. leprae apés 10 dias e 20

dias de cultivo.
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Figura 8 - O Mycobacterium leprae € capaz de se multiplicar em culturas de células de
carrapatos. As linhagens de células de carrapatos AVL/CTVM17, HAE/CTVMS8 e IDES8 foram
infectadas com 10° M. leprae; a carga bacilar inicial (24h) e ap6s 10 e 20 dias de incubac&o a
30°C foram determinados por lise celular e contagem de bacilos alcool-acido resistentes totais.
Cada barra representa a média de nove culturas independentes realizadas com trés preparacdes
diferentes de M. leprae. ** = p <0,0001 Teste de comparac¢des multiplas de Dunn.

5.3. TESTE DO POTENCIAL DE OUTRAS LINHAGENS PARA O
CULTIVO IN VITRO DE M. leprae

Foram analisadas outras linhagens de células de carrapato para
verificarmos se essa capacidade de propagacéo do bacilo verificada pela IDE8
estaria presente em outras linhagens, para isso foi repetido o mesmo
experimento descrito na figura 2 com a adicao de 3 linhagens novas, BMBR1,
BMBR2 e ISE6. A partir deste experimento foi possivel identificar que a linhagem
ISE6 parecia possuir uma capacidade parecida com a observada na IDES,
entretanto mesmo com as células com aparéncia normal o crescimento

verificado nao foi sustentado apds o tempo de 10 dias de cultivo.
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Figura 9 - Infeccdo por M. leprae em diferentes linhagens de células de carrapato. A partir
de um inoculo inicial de 10° bacilos, a carga bacilar nas culturas apds (24h), assim como a carga
bacilar apés 10 e 20 dias de infec¢éo foram determinadas através da lise com Triton X100 (0,1%)
mais agua MilliQ das células e contagem de bacilos utilizando a colora¢do de Kinyoun. *** = p<
0,0003 e **** = P< 0,0001 Dunn’s multiple comparisons test

5.4. M. leprae SE MANTEM VIAVEL EM CULTIVO DE IDE8 POR PELO
MENOS 2 MESES

Como visto anteriormente IDE8 é a melhor candidata para o
crescimento do M. leprae in vitro. Antes de tentar aumentar a escala do cultivo
utilizado foi feito a analise da viabilidade desse M. leprae produzido, para isso foi
feito um cultivo de IDE8 no qual as células foram aderidas na parede de um
falcon e por dois meses o sobrenadante da cultura foi retirado uma vez por
semana para ser analisado utilizando a marcacdo com IP (marcacéo vermelho)
para a bacilos mortos e Syto9 (marcacéo verde) para bacilos vivos. Podemos
observar no grafico da quantificacdo das imagens obtidas no experimento que o
M. leprae se manteve viavel, ou seja, com pelo menos 75% de viabilidade

durante o periodo testado de dois meses.

42



100

80 A

leprae (%)

60 -

404

20 A

Viabilidade M.

Semanas

Figura 10 — O M. leprae permanece viavel por pelo menos 2 meses em cultura de células
IDE8. Apds o indculo inicial, em tubos de cultura, a viabilidade do bacilo foi analisada
semanalmente com a retirada do sobrenadante da cultura e na oitava semana toda a cultura foi
lisada. Imagem gerada por microscopia de fluorescéncia convencional, foi analisado um total de
80 fotos (10 fotos por semana) das laminas contendo bacilo purificado e marcado com Syto 9 e
IP obtido do sobrenadante da cultura. Analise feita por incorporacdo de Syto 9 e exclusao de IP

5.5.  ANALISE DA VIABILIDADE EM MODELO SHEPARD DO M. leprae
DE IDES8

Bacilos mantidos em culturas de células IDE8 foram enviados para
inoculagdo em coxim plantar de camundongos BALB/c para verificar sua
viabilidade e infectividade no modelo de Shepard (tabela 1). Os camundongos
foram mantidos por seis meses ap6s o incoluco com 104 M. leprae proveniente
do cultivo em nu/nu ou de M. leprae propagado por 20 dias em IDE8, apos
esse tempo de seis 0s bacilos do coxim plantar foram purificados e contados
por microscopia utilizando a coloracao de Kinyoun. Foi possivel verificar que o
M. leprae cultivado em células da linhagem IDE8 manteve sua capacidade de
infectar e se propagar em camundongos, e em dois dos cincos camundongos

utilizados foi possivel obsevar um maior aumento na quantidade de bacilo.
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Ndmero do camundongo

Inoculo 1 2 3 4 5
M. leprae cultivado em IDE8 25x10°  89x10° 6,1x10° 8,8x10° 5,5x10°
M. leprae cultivado em IDES8 e tratado com rifampicina 0 0 0 0 0
M. leprae cultivado em coxim plantar de camundongo 4x10° 1,3x10° 3,5x10° 1,8x10° 2,5x10°

Tabela 4 — Viabilidade de M. leprae produzido em IDE8 no modelo Shepard. Camundongos
BALB/c foram inoculados com 10* bacilos no coxim plantar e mantidos por 6 meses, ao final
desse tempo foi feita a purificacdo dos bacilos encontrados no tecido do coxim plantar seguida
de quantificacdo por contagem direta.

5.6. GENOTIPAGEM POR MVLA

Para a confirmacao se a bactéria produzida € M. leprae foi feito uma
genotipagem por analise de numero variavel de multiplos locus, multiple locus
variable-number tandem repeat analysis (MVLA) utilizando extratos de DNA de
culturas de células de carrapatos infectados com M. leprae que foram
submetidos a MLVA de 16 loci de numero variavel de repeticdo em tandem
(VNTR), conforme descrito anteriormente (Kimura M 2009). O resultado
confirmou que a bactéria produzida é M. leprae e néo foi contatado a presenca

de contaminantes nas amostras usadas

Amostra 6-3|AT17|GGT5|GTA9|AC8B |AC8A|AT15|21-3[TTC|6-7[27-5 | 23-3|12-5[18-8
THAI-53* 3] 10 5 9 7 11 | 13| 3 |14|6| 5| 2] 4] 8
THAI-53 depois de 20 dias em
cultivo de IDE8

*Amostra original

ND: impossivel de caracterizar
devido a PCR negativa
Tabela 5. Gendtipos de VNTR de amostras de M. leprae analisadas antes (amostras originais)

e apds o cultivo na linhagem de células do carrapato IDE8 (cepa Thai-53).

5.7. TESTE PARA OTIMIZACAO DO CULTIVO DE M. leprae EM IDES.

Com a intencéo de otimizar tanto o crescimento das células quanto do
M. leprae foram feitos dois testes, o primeiro com o intuito de testar se as células

tém melhor crescimento sob agitacdo de 15 RPM (fig.6 A). Foi possivel observar
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gue essas células preferem o sistema de cultivo estatico, pois a agitacdo causou
a morte da cultura apés 5 semanas. No segundo experimento foi analisada a
melhor concentracao do indculo inicial de M. leprae (fig. 6 B) na cultura de células

IDES8, onde observamos que 107 é a concentracéo ideal do inéculo para o inicio

do cultivo.
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Figura 11 — Identificagdo do melhor processo de producdo de M. leprae em cultura de
células IDES8. A) Cultivo realizado em garrafas pequenas (25cm), onde culturas foram mantidas
em cultivo estatico (quadrado) ou sob agitacdo de 10 RPM durante até 5 semanas. B) Culturas
foram mantidas em placas de 24 poco e nos tempos de 24h e 20d, quando as mesmas foram
lisadas para contagem de bacilos por marcag¢éo com coloracéo de Kinyoun.
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5.8. AUMENTO DA ESCALA DE PRODUCAO DE M. leprae IN VITRO

A partir dos testes anteriores, desenvolvemos um cultivo de M. leprae
em tubos e garrafas, com retirada e purificacdo de quantidades maiores de
bacilos a cada dois meses. Na figura 12, estdo oito cultivos das 38 tentativas
totais, quatro grupos foram testados de acordo com a origem inicial do M. leprae
inoculado, podendo ser de camundongo nude ou M. leprae jA mantido
anteriormente em IDE8 e de acordo com a manutencado das células infectadas,
podendo ser em garrafas de cultivo (25 cm) ou tubos nunc para cultivo. Apés o
periodo de dois meses o0 M. leprae das culturas foi purificado e contado, dentre
esses cultivos apenas oito deram uma quantidade de bacilo maior que a
inicialmente inoculada, ou seja, apenas 21% do total dos cultivos foram
considerados como sucesso na propagacdo do M. leprae. Esse resultado
demonstra que existem outras variaveis, ainda desconhecidas, que impactam

diretamente no sucesso do cultivo.

E importante notar que os in6culos de M. leprae mantido em células
IDE8 apresentaram crescimento melhor quando comparados aos inéculos de M.
leprae isolados de camundongos nudes. Talvez algum tipo de adaptacdo do
bacilo através de passagens sucessivas nessa linhagem celular seja necessario,

antes da sua plena producéo in vitro.
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Figura 12 — Rendimento de cultivos de M. leprae em culturas de células da linhagem IDE8
durante 2 meses. As culturas foram mantidas a 30°C, com troca semanal de meio, ao final desse
periodo as culturas foram lisadas e M. leprae foi purificado e contado. Os resultados encontrados
na figura séo referentes as 8 culturas onde ao final foi quantificado mais M. leprae que o inoculo
inicial.

5.9. TESTE DE ANTIBIOTICOS DE M. leprae MANTIDOS EM IDES8

Com a possibilidade de cultivo do M. leprae in vitro, testes como o de
susceptibilidade a antibiéticos se tornam mais faceis de se executar, comparado
com os feitos in vivo que dependem de seis meses de tratamento semanal com
grupos de camundongos. Foram testados dois antibiéticos comumente usados
no tratamento da hanseniase: rifampicina e dapsona. O grafico abaixo € a
guantificacao por coloracdo de Kinyoun do M. leprae apés 30 dias em cultura
nas células IDE8 com ou sem tratamento de antibidticos. O resultado obtido
sugere que a dapsona nao tem um efeito bactericida tdo evidente na cepa Thai-

53 quando comparado com o efeito da rifampicina dentro do tempo analisado de
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30 dias. Sugerindo o mesmo efeito de resisténcia do bacilo a dapsonsa
observado por por Pettit & Rees em 1964

4.0910°1
3.0910°1
2.09810°1

1.09810 °1

Quantidade de M. leprae/mL

0-

Fig. 13 — Teste de susceptibilidade a antibi6ticos. Os testes foram feitos em placas de 24
pocos no qual foram adicionados os antibioticos rifampicina (Rifa) ou dapsona (Dap) 24h apos o
inoculo inicial de M. leprae. Ap6s 30 dias de cultivo foi feito a lise das células e purificacdo do M.
leprae para contagem de bacilos por marcacdo com coloragdo de Kinyoun. ** = p< 0,0018,

Dunn’s multiple comparisons test

5.10. EFEITO DE GALIO NA CULTURA DE M. leprae

Como prova de conceito do potencial do cultivo in vitro do M. leprae,
decidimos testar o efeito micobactericida do gélio no cultivo, uma estratégia
direcionada especificamente a nutricdo e o metabolismo da bactéria. O gélio
interrompe 0 metabolismo do ferro micobacteriano, uma vez que esse metal
divalente pode ser absorvido por bactérias em substituicdo ao ferro, causando
uma perturbacéo no funcionamento das principais enzimas dependentes de ferro
nas bactérias. Estudos anteriores demonstram o potencial do galio no tratamento
de infecgBes letais em animais, com indicacdes preliminares de eficacia em

humanos com infec¢des cronicas das vias aéreas (Olakanmi O et al 2000). Apés
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2 meses de cultivo a cepa Thai demonstrou ser sensivel a presenga do gélio na

cultura tendo uma grande reducgéo na quantidade de bacilo na cultura
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Figura 14 — Teste de efeito micobactericida do galio sobre o M. leprae. Os testes foram
feitos em tubos de cultura de IDE8 com ou sem a adicao de galio (50ug/mL), as culturas foram
mantidas por 2 meses e ao final foi feito a lise das células e purificagdo do M. leprae para
contagem de bacilos por marcac¢éo com coloracéo de Kinyoun. *** = p <0,0007.

5.11. EXPERIMENTOS COMPARATIVOS ENTRE M. leprae DE COXIM
PLANTAR DE CAMUNDONGOS NUDE E DE CULTURAS DA LINHAGEM
IDES.

Com a intencdo de comparar o fenétipo do M. leprae produzido em
camundongos por seis meses e 0 produzido em células IDE8 por dois meses,
utilizamos modelos celulares bem estabelecidos em nosso grupo, como a
infeccdo de células de Schwann da linhagem (ST8814) e hepatécitos (HEPG2).
Foi verificado através da andlise por HCS o potencial elétrico da membrana
mitocondrial, utilizando a marcacdo por TMRM e a captacdo de glicose,
utilizando a marcacdo do analogo de glicose NBDG nos trés diferentes tipos

celulares citados.

E possivel observar que nas quantificagbes (fig. 15 A e B) das
imagens geradas a partir de HCS das células HEPG2 (fig. 15 C) ha um provavel
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aumento da captacao de glicose apés a infeccao pelo M. leprae, independente
da sua origem, in vitro ou in vivo (fig. 15 A). Além disso é possivel ver que ambos
os inoculos de M. leprae causaram um efeito similar de possivel diminuicdo do
potencial elétrico da membrana mitocondrial (fig. 15 B). Dessa forma os
resultados sugerem que ambos os M. leprae usados causaram efeitos parecidos
nesse tipo celular testado, comprovando que a composi¢cdo de antigenos de
superficie e metabolismo do M. leprae ndo sdo fundamentalmente alterados

durante o seu cultivo em células de carrapato.

Nas imagens obtidas das células ST8814 (fig. 15 G) também
podemos observar que ambos os M. leprae testados causaram efeitos similares
tanto na captacédo de glicose (fig. 15 E) quanto no potencial elétrico mitocondrial
(fig. 15 F).
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Figura 15 — Comparacédo entre os efeitos dos M. leprae produzidos in vivo e in vitro. Ae B
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de NBDG (anélogo da glicose verde) e TMRM
(marcador de potencial de acéo mitocondrial vermelho) respectivamente. C) imagens obtidas
em hepatécitos da linhagem HEPG2. D e E quantificac@o da intensidade de fluorescéncia de
NBDG (verde) e TMRM (vermelho) respectivamente. F) imagens obtidas em células de
Schwann da linhagem ST8814. N&o foi possivel realizar andlise estatistica pois trata-se de um
Unico experimento.

5.12. M. leprae TRANSGENICO

Com o estabelecimento de um cultivo de M. leprae in vitro foi possivel
criar uma cepa de M. leprae transgénica utilizando o plasmideo pCHERRYS3.
Para isso foi feito a eletroporacédo utilizando 10° bacilos e 5ug de DNA do
plasmideo, seguida da infeccdo em IDES, e apds uma (A e B), duas semanas (C

e D) e dois meses (E e F) de cultura, foram realizadas imagens de microscopia
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de fluorescéncia (fig.16) onde é possivel observar bacilos de M. leprae vivos
marcados em vermelho em todos os trés tempos testados, além disso pode-se
observar a presenca de bacilos se multiplicando em todos os tempos testados
(indicados pelas setas brancas) esse resultado demonstra o sucesso da
transformacéo do M. leprae utilizando o plasmideo pCherry3, demonstrado pela

expressao da proteina fluorescente mCherry.
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Figura 16 - Mycobacterium leprae transgénico gerado por transfec¢cdo com o plasmideo
pCHERRY3 em células de carrapato IDE8. A fluorescéncia das bactérias que expressam
mCherry foi observada em 1 semana (A, B), 2 semanas (C, D) e 2 meses (E, F) ap6s a
transformagdo. Em todos os pontos temporais, a maioria dos M. leprae-mCherry fluorescentes
estavam em divisdo, demonstrado pelas setas . Os painéis A, C e E foram gerados por
microscopia de fluorescéncia convencional, usando um LED de 590 nm com um filtro de
fluorescéncia Zeiss 61; os painéis B, D e F foram gerados pela fusdo com imagens de contraste
de interferéncia diferencial. A barra de escala representa 10 um.

5.13. GENOTIPAGEM POR MVLA DO M. leprae TRANGENICO

Novamente para a confirmacédo de que a bactéria cultivada € M. leprae foi feito
uma MVLA da cultura do M. leprae PA84 transformado, como descrito
anteriormente na tabela 4 (Kimura M, 2009). O resultado demonstrou que a
bactéria produzida é M. leprae e ndo demonstrou a presenca de bactérias
contaminantes.

Amostra 6-3|AT17|GGTS5|GTA9|AC8B |AC8A|AT15|21-3|TTC|6-7|27-5 |23-3|12-5|18-8
PA84* 3| 14 4 10 7 ND [ 17 | 2 [11 |6 5 2 4 3
PA84 M. leprae -mCherry 3] 14 4 10 7 ND | 17 [ 2 |11 ] 6| 5 2 4 3

*Amostra original

ND: impossivel de caracterizar
devido a PCR negativa

Tabela 6. Geno6tipos de VNTR de amostras de M. leprae analisadas antes (amostras originais)
e apds o cultivo na linhagem de células do carrapato IDE8 e a transformacéo (cepa PA84).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, n6s demostramos o potencial das células de
carrapato como método de cultivo in vitro para o M. leprae. Esse potencial foi
demonstrado a partir do estudo de diversos tipos de células de linhagem de
carrapato, aonde conseguimos identificar a célula IDE8 como a que apresenta o
maior potencial para a manutencéo do bacilo.

A IDE8 é uma célula embrionaria gerada a partir do carrapato Ixodes
scapularis, originalmente estabelecida por Mundelorh em 1994. Assim como
outras células de carrapato, ela demonstra diversas caracteristicas favoraveis
para a manutencdo e propagacao da micobactéria, como crescimento lento a
30°C e a baixa necessidade de um subcultivo frequente.

Sendo assim, nés iniciamos o estudo analisando o crescimento e
associacdo do M. leprae em diversas linhagens de células de carrapatos.
Inicialmente foi possivel observar através da comparacao de trés linhagens de
células de carrapatos AVL/CTVM17, HAE/CTVMS e IDES8, que a linhagem IDE8
foi a que apresentou uma das melhores taxas de associagao com o bacilo, sendo
a Unica que conseguiu aumentar a quantidade de M. leprae durante o periodo
de 20 dias, tornando-se assim um tipo celular favoravel para possivel
estabelecimento de um cultivo in vitro de M. leprae.

A partir desses dados nos testamos o potencial de outras linhagens
de células carrapato para o cultivo in vitro do bacilo, observando através do
crescimento em placa que a célula ISE6, assim como a IDE8, demonstrou um
potencial para o crescimento do M. leprae em até 10 dias. No entanto durante o
teste a ISE6 apresentou uma grande queda na quantidade de bacilos apés 10
dias em cultura (fig. 9), enquanto a IDE8 manteve a propagacao do M. leprae em
20 dias (fig. 9). Em testes seguintes essa propagacao foi mantida em IDES8, por
até dois meses, porém de forma irregular.

Uma associacao interessante entre essas linhagens é que ambas sao
oriundas de embriées do mesmo carrapato, o Ixodes scapularis, que € um vetor
de diversas doencgas e tem sido relacionado por parasitar tatus da espécie

Dasypus novemcinctus em varias regides da América, um animal jA conhecido
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como reservatorio da hanseniase (Truman RW 2011). Essa relacéo entre essa
espécie de carrapato e os tatus pode ser uma explicacdo para a transmissao da
doencga entre tatus e de tatus para humanos no sul dos EUA, assim como a
facilidade dessas duas células de se adaptar e suportar a manutencédo do M.
leprae intracelular (Ferreira JdS et al 2018).

A diferenca principal dessas linhagens reside no fato de que as células
IDE foram geradas a partir de embrides de ovos postos por fémeas ingurgitadas
coletadas de veados-de-cauda-branca mortos por caca, e os cultivos ISE séo
provenientes de ovos de carrapatos de fémeas mantidas em laboratorio
(MUNDERLOH 1984), entretanto esse fato sozinho ndo explica a incapacidade
da linhagem ISE6 em manter a viabilidade do M. leprae, 0 que sugere um outro
fator presente nessas células, provavelmente relacionado ao folheto embrionario
gue deu origem as duas culturas.

ApOs os testes iniciais em placa, foi feita a tentativa de um aumento
da escala de producdo do M. leprae em células IDES8, utilizando culturas em
garrafas e tubos do tipo Nunc™ Cell Culture Tubes (tab. 4). Nesse resultado
apenas 21% das culturas, oito entre 38 culturas, apresentaram crescimento
sustentado do inoculo inicial. Isso pode ter acontecido devido a necessidade de
adaptacao do M. leprae as células de carrapato. Essa hipotese se baseia no fato
de que dentre as culturas testadas, as trés que tiveram maior sucesso de cultivo
possuiam indéculo oriundo de outras culturas de IDES, previamente infectadas
com M. leprae oriundo de coxim plantar de camundongos nude.

Uma outra estratégia para possivelmente solucionar essa questédo do
cultivo seria silenciar genes das células de carrapato relacionados com a
resposta imune inata, como NF-Kb, dorsal, Stat3 e parquina, que podem estar
afetando a sobrevivéncia do M. leprae. Uma outra possibilidade que possa estar
contribuindo para o sucesso de apenas 21% dos cultivos do M. leprae em IDE8
€ o fato das células serem sabidamente portadoras do orbivirus St Croix River
(Attoui et al 2001), o que pode induzir a autofagia nas células e com isso eliminar
o M. leprae. Para solucionar esse problema, pretendemos futuramente utilizar

drogas na cura da cultura, ou ao menos reduzir sua carga viral, monitorando-a
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utilizando o método de PCR, e testando os efeitos da utilizacao de inibidores de
autofagia na producéo do bacilo.

A partir do cultivo de M. leprae em IDE8 nds conseguimos gerar um teste
do efeito da rifampicina e o possivel uso do galio como uma estratégia antibidtica
para o controle do M. leprae. A cepa thai-53 demonstrou sensibilidade a, esse
resultado indica que provavelmente o M. leprae nao é tdo dependente do &cido
félico, pois o principal mecanismo de acdo da dapsona € a inibicdo por
competicdo da conversdo do acido para-aminobenzoico (PABA) em
desidropteroato, necessario para a sintese de acido folico. Por outro lado, ao
utilizar o géalio na cultura, um metal divalente capaz de inibir o metabolismo de
ferro da bactéria, perturbando o funcionamento das principais enzimas
dependentes de ferro, conseguimos observar uma significativa reducédo na
viabilidade do bacilo. Através desse dado, podemos elucubrar sobre a
dependéncia do M. leprae as reservas de ferro do hospedeiro para sua
sobrevivéncia, corroborando dados observados em células de lesdes cutaneas
de pacientes do polo LL (de Mattos Barbosa MG 2017).

Uma analise para verificar se o M. leprae produzido em células de
carrapato continua viavel foi feita em camundongos, onde € possivel observar
gue ao final dos meses de infeccdo o M. leprae ainda manteve sua capacidade
de infectar e se propagar no modelo in vivo. Além disso pudemos constatar que
0 M. leprae produzido em carrapatos gerou efeitos extremamente similares ao
gerado pelo M. leprae isolado de camundongos em diversas células ja testadas
anteriormente em outros trabalhos. Também conseguimos observar nesse
trabalho que o M. leprae produzido em células de carrapato gerou um efeito de
modulacdo metabdlica (fig. 13) extremamente parecido com o bacilo produzido
em camundongos, demonstrando que mesmo apds dois meses em cultivo de

células IDES8 a suas caracteristicas fundamentais se mantem a mesmas.

Da mesma forma conseguimos gerar a primeira cepa transgénica de
M. leprae, capaz de expressar a proteina fluorescente mCHERRY (CARROL P,
2009), produzindo uma ferramenta Unica que torna possivel o monitoramento da
viabilidade do bacilo em tempo real. Com essa ferramenta se abre novas

possibilidade para estudos futuros relacionados a hanseniase e ao M. leprae,
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como por exemplo os testes de farmacos para o tratamento mais eficaz da
hanseniase, tendo em vista a grande necessidade de avangos nessa area de

pesquisa da doenca.
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7. CONCLUSAO

Com os experimentos realizados nesse estudo podemos concluir que
dentre as células e condi¢cdes analisadas, a IDES8, linhagem embrionaria
derivada do carrapato Ixodes scapularis, € a mais adequada para o cultivo do M.
leprae. Utilizando uma cultura estética, conseguimos através da utilizacdo de um
inoculo inicial de x107 bactérias, produzir bacilos por um periodo de dois meses
com viabilidade igual ou superior ao obtido por cultivo in vivo. A genotipagem por
MVLA confirmou que a bactéria produzida in vitro € o M. leprae, e além disso
demonstrar que mesmo apés o cultivo em células de carrapato, o M. leprae
manteve suas caracteristicas fenotipicas de modulacdo metabdlica em células
humanas. Como aplicacéo préatica desta ferramenta conseguimos gerar testes
de susceptibilidade a agentes micobactericidas in vitro, e nos tornamos o
primeiro grupo de pesquisa acriar um M. leprae transformado capaz de
expressar a proteina fluorescente mCHERRY, sendo capazes de monitorar sua
viabilidade em tempo real tornando possivel no futuro a procura por novas

drogas para o controle da hanseniase de maneira automatizada.

Acreditamos que nossos achados irdo proporcionar um grande
avanco nas linhas de pesquisa relacionadas a hanseniase, através da geragao
de novas cepas transgénicas de M. leprae expressando proteinas fluorescentes
fusionadas as proteinas de interesse. Pretendemos ainda otimizar a producéo
do bacilo, identificando variaveis responsaveis pela heterogeneidade entre
cultivos, como por exemplo o monitoramento da carga viral do orbivirus St Croix
River, utilizacao de inibidores de autofagia, antivirais e silenciamento de genes
especificos da imunidade inata da célula de carrapato, para ao fim desenvolver

0 primeiro cultivo continuo de M. leprae in vitro.
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