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RESUMO

A Coxiella burnetii (C. burnetii) € um patdégeno intracelular obrigatorio e agente
etioldgico da zoonose conhecida como febre Q. E capaz de infectar diversos tipos
celulares in vitro, sendo abrigada em vacuolos intracelulares (Vacuolos contendo
Coxiella, VCCs) de pH acido, que proporcionam condicbes favoraveis a sua
multiplicagéo e metabolismo. Contudo, alguns microrganismos como a C. burnetii sdo
capazes de formar vacuolos e sobreviver no interior destas estruturas acidas. Uma
caracteristica importante dos vacuolos maduros formados por infeccées de patégenos
€ a intensa atividade de proteinas responsaveis pela acidificacdo vacuolar, as
ATPases vacuolares (v-ATPases). As v-ATPases sdo organizadas em dominio V1,
formado por oito subunidades, e VO composto de cinco subunidades, nos quais séo
responsaveis pela acidificacdo dos vacuolos e estdo presentes nos VCCs. Estudos
realizados com macréfagos RAW 264.7 silenciados para a subunidade d2 das v-
ATPases (ATP6V0d2) infectados com Leishmania amazonensis (L. amazonensis)
demonstraram que estes vacuolos parasitéforos (VPs), similares morfologicamente
aos VCCs, apresentaram diminuicdo em seu volume. Considerando que os estudos
da infeccdo com C. burnetii envolvendo macréfagos sdo extremamente importantes
para o entendimento da patogenicidade e propagacédo da bactéria, ja que mimetizam
a infeccao natural in vivo, avaliamos a formacéo dos vacuolos de C. burnetii durante
a infeccdo em macrofagos RAW 264.7 silenciados para a subunidade d2 das v-
ATPases. Investigamos também se o crescimento vacuolar e a multiplicacdo da
bactéria sdo dependentes de ATP6V0d2, assim como observado na infecgdo por L.
amazonensis. Por fim, avaliamos a producdo de 6xido nitrico e expressao de 6xido
nitrico sintase 2 e arginase. Como resultado principal, verificamos que a ATP6V0d2
Nao possui participacdo ativa na biogénese dos VCCs formados durante a infecgéo
por C. burnetii, diferente do ocorrido na infeccdo com outros patégenos como a L.
amazonensis.

Palavras-chave: ATPase vacuolar. Coxiella burnetii. Febre Q. Macrofagos. Vacuolos.



ABSTRACT

Coxiella burnetii (C. burnetii) is a mandatory intracellular pathogen and etiologic agent
of the zoonosis known as Q fever. It is capable of infecting several cell types in vitro
living inside of intracellular vacuoles (Coxiella containing vacuoles, CCVs) with an acid
pH, which provide favorable conditions for their multiplication and metabolism.
Phagocytosis is a defense mechanism that involves the formation of phagolysosomes
for pathogen degradation. However, some microorganisms such as C. burnetii are able
to form vacuoles and survive inside acidic compartments. An important characteristic
of mature vacuoles formed by pathogen infections is the intense activity of proteins
responsible for vacuolar acidification, the vacuolar ATPases (v-ATPases). v-ATPases
are organized in domain V1, composed by eight subunits, and VO composed of five
subunits, responsible for acidification of the vacuoles and are present in CCVs. Studies
of RAW 264.7 macrophages silenced to the d2 subunit of v-ATPase (ATP6V0d2)
infected with Leishmania amazonensis showed that these parasitophorous vacuoles,
morphologically similar to CCVs, showed a decrease in their volume. Considering that
studies of C. burnetii infection involving macrophages are important for understanding
the pathogenicity and spreading of this bacteria, since they mimic natural infection in
vivo, we evaluated the formation of C. burnetii containing vacuoles during infection in
RAW 264.7 macrophages silenced for the v-ATPase d2 subunit. We also investigated
whether the vacuolar growth and multiplication of the bacteria is ATP6V0d2
dependent, as observed in L. amazonensis infection. Finally, we evaluated nitric oxide
production and nitric oxide synthase 2 and arginase expression. As a main result, we
found that ATP6V0d2 does not play an active role in the CCVs biogenesis formed
during C. burnetii infection, unlike infection with other pathogens such as L.
amazonensis.

Keywords: Vacuolar ATPase. Coxiella burnetii. Q fever. Macrophage. Vacuoles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Febre Q

A febre Q € uma doenca descrita no ano de 1937 por Derrick, em Queensland,
que relatou o caso de 20 trabalhadores apresentando uma doenca febril em uma
fabrica de carnes situada em Brisbane (Derrick, 1983). Em 1955 Kaplan e Bertagna
relataram os primeiros casos da doenca na Africa, sendo esta mais prevalente em
locais com grande quantidade de ruminantes domésticos como Mali e Nigéria (Dupont
et al., 1995). Atualmente, a febre Q néo tem distribuicdo geografica bem estabelecida
e sabe-se que h& casos no mundo todo, exceto na regido antartica (Gurtler et al.,
2014). Testes sorolégicos realizados em homens e animais sugerem que a infec¢éo
€ mais frequente em regides com clima tropical do que em clima temperado
(Woldehiwet, 2004).

Um estudo realizado em 2006 reportou 16 casos da doenga na regido de Minas
Gerais, mas apesar de ser considerada uma zoonose mundial, h4 poucos casos
publicados de infeccdes em humanos no Brasil (Costa et al., 2006). A maior epidemia
de febre Q ocorreu nos paises baixos, com 4026 casos notificados e confirmados em
laboratorios (Hanssen et al., 2019). As regifes mais afetadas pela doenca foram as
provincias de Noord-Brabant e de Gelderland. Em Noord-Brabant ha cerca de 6,4
milhdes de animais em fazendas com uma grande concentracdo de cabras, sendo
que a proximidade destes animais em areas urbanas contribui para a disseminacao

da doenca (revisado por Eldin et al., 2017).

O agente etiolégico da febre Q € a Coxiella burnetii (C. burnetii), e sua principal
via de propagacao é por meio da inalagdo do ar contaminado por dejetos e excre¢des
de animais infectados ou pelo consumo de leite ndo pasteurizado e seus derivados
(Woldehiwet, 2004; Lee et al., 2006). Ovelhas, cabras, gado e gatos (e também cées,
cavalos, coelhos e outros animais) sdo as fontes predominantes de infec¢éo para os
seres humanos, mas as aves também sao reservatorios importantes (Woldehiwet,
2004).

Como a bactéria pode estar presente em grandes quantidades nas fezes, urina,

leite, liquido amnidtico e placenta de animais infectados, acomete principalmente
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pessoas com maior contato com animais, como por exemplo veterinarios e
trabalhadores de abatedouros. Apesar disso, o contato direto com estes materiais n&o
€ estritamente necessario uma vez que hoje sabe-se que a C. burnetii pode
permanecer viavel por meses em alimentos desidratados (Revisado por Distel et al.,
2019).

Deve suspeitar-se de Febre Q quando h& sintomas similares aos da gripe,
pneumonias atipicas ou febres de origens desconhecidas, principalmente em
individuos que trabalham com ruminantes parturientes em fazendas e centros de
pesquisa ou pessoas que vivem perto destas instalacfes (Woldehiwet, 2004). O
periodo de incubacao se da de uma a trés semanas, apos este periodo, 50 a 60% dos
pacientes sao assintomaticos. Dentre os casos sintomaticos, ja foram descritas
aproximadamente 30 sindromes clinicas diferentes, o que torna dificil o diagnéstico.
As manifestacdes clinicas em humanos variam muito, podendo ir desde uma sindrome

aguda a uma infeccao cronica fatal (Revisado por Distel et al., 2019).

A doenca em sua forma aguda pode se apresentar como uma gripe forte, com
presenca de febre, dores de cabeca, fadiga, suores, tosse, mialgia e artralgias, que
sem tratamento podem perdurar em média de uma a trés semanas (Revisado por
Distel et al., 2019). Individuos com febre Q crénica podem apresentar mal-estar, perda
de peso, fadiga, suor noturno, inflamacao nos pulmées ou no figado, hepatomegalia
e esplenomegalia. Estes pacientes podem desenvolver infeccdo nas valvulas
cardiacas resultando em um quadro de endocardite, que pode se associar ao
acometimento de outros 6rgdos. Ha casos menos frequentes de osteomielite,
osteoartite, fiborose pneuménica, tumores pulmonares, aneurismas e alteracfes

neuroldgicas (Revisado por Distel et al., 2019).

A sorologia é o método mais comum para detectar a infec¢éo, sendo a primeira
técnica a ser utilizada quando o paciente apresenta sintomas relacionados a doenca.
Anticorpos de fase Il estdo presentes durante a infeccdo primaria e podem ser
detectados entre 7 e 15 dias ap0s sintomas clinicos (Anderson et al., 2013), ja os
anticorpos de fase | sédo encontrados somente em infec¢des persistentes (Fournier et
al., 1998).
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1.2 Coxiella burnetii

A C. burneti € uma bactéria intracelular obrigatoria, Gram-negativa,
pertencente a familia Rickettsiaceae do género Rickettsia e é capaz de replicar-se
intracelularmente em diferentes tipos celulares (Hackstadt e Williams, 1981).
Morfologicamente, se apresenta como um cocobacilo altamente pleomérfico, medindo
de 0,2 a 0,4 um de largura e 0,4 a 1 ym de comprimento (Revisado por Distel et al.,
2019).

Esta bactéria pode ser classificada em seis grupos gendémicos, de acordo com
a analise de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo e eletroforese
pulse-field de 32 cepas distintas. Estes grupos estao associados principalmente com
a fase da doenca (aguda ou crénica). Os grupos I, Il e lll estdo relacionados com a
fase aguda, os grupos IV e V com a fase cronica da infec¢do e o grupo VI apresenta
baixa viruléncia em cobaias (revisado por Van Schaik et al., 2013). Outras técnicas
tém auxiliado na caracterizacdo genotipica desta bactéria como multispacer sequence
typing (MST) que é capaz de estabelecer uma relacdo entre o genoétipo e a
manifestacdo da doenca por meio da analise de plasmideos. Por exemplo, os
plasmideos QpH1 e QpDV estdo associados com a manifestacdo aguda e o
plasmideo QpRS com a forma crénica da doenca (Glazunova et al., 2005). Técnicas
como o Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA) possibilitam
o desenvolvimento de primers que analisam repeticdes em tandem e que detectam
diferencas genéticas entre os grupos isolados responsaveis pela doenca aguda ou

cronica (Svraka et al., 2006).

A C. burnetii pode ser classificada de acordo com a sua viruléncia, associando
a presenca ou auséncia do antigeno O em seu lipopolissacarideo (LPS). A fase | é
conhecida como fase virulenta e o antigeno O esta presente no LPS junto a outros
acucares, como a virenose;, jA a fase Il representa a fase avirulenta em
imunocompetentes e nao possui 0 antigeno O na camada de LPS (revisado por Eldin
et al., 2017; Distel et al., 2019). Segundo Gurtler estas duas fases ndo podem ser
distinguidas morfologicamente, mas podem ser identificadas por meio da coloracao

com fucsina e hematoxilina (Gurtler et al., 2014).

Esta bactéria € capaz de sobreviver no meio ambiente por um longo periodo

devido ao seu desenvolvimento bifasico que consiste na transicdo de dois estagios
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distintos que se diferem morfologicamente. O primeiro estagio € conhecido como small
cell variant (SCV) que sao estruturas mais compactas nas quais o metabolismo da
bactéria esta inativo, sem replicacado bacteriana e ha maior resisténcia as condicdes
externas podendo resistir a pressdes osmoéticas extremas (Mccaul e Williams, 1981).
Devido a isso, é a forma infectante e mais prevalente no ambiente externo (Revisado
por Distel et al., 2019). A mudanca para o segundo estagio, ou large cell variant (LCV)
ocorre apos a invasdo das células hospedeiras durante a acidificacdo do fagossomo,
onde a bactéria torna-se metabolicamente ativa e capaz de realizar sua multiplicacéo.
Esta forma tem ativo o sistema de secrecao tipo IV B, mais conhecido como T4SS,
essencial para a formacéo do nicho intracelular da bactéria (Revisado por Distel et al.,
2019).

1.3 Formacéao e maturacao dos vacuolos na infec¢éo por C. burnetii

Durante o processo de fagocitose, as bactérias sdo capturadas por uma
invaginagcdo da membrana plasmatica, resultando na formacdo de fagossomos
(estruturas delimitadas por uma membrana formada a partir da membrana
plasmética). Este compartimento tem inicialmente um pH proximo do neutro que
durante o processo de maturacdo, € rapidamente acidificado e funde-se a
endossomos e lisossomos originando os fagolisossomos (revisado por Ndjamen et al.,

2010; Kissing et al., 2018) (Figura 1).
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Figura 1- Trafego intracelular da Coxiella burnetii.

Coxiella Fagocitose
burnetii
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Fonte: Adaptado de Van Schaik et al., 2013. A formagdo dos VCCs se inicia com o processo de
fagocitose e consequente formagcdo de um fagossomo. Este inicia rapidamente seu processo de
acidificacdo e maturag@o vacuolar, fundindo-se a outas vesiculas intracitoplasméticas como
autofagossomos e lisossomos. Com isso, vai aumentando seu volume podendo ocupar quase por
completo o citoplasma da célula hospedeira.

As GTPases da familia Rab regulam a maturacdo e internalizacdo dos
fagossomos. Segundo Seixas et al. 2012, cerca de 20 proteinas desta familia
participam deste processo interagindo com outras proteinas conhecidas como
“efetoras” quando sao ativadas. Inicialmente, os endossomos adquirem marcadores
precoces como Rab5 e Early Endosome Antigen (EEA-1). Conforme seu
amadurecimento durante a via endocitica classica, passam a ser substituidos por
marcadores tardios como Rab7 e glicoproteinas associadas a lisossomos (LAMPs,
LIMPs) (Seixas et al., 2012).

Apés a transmissdo, a bactéria C. burnetii é fagocitada por mondcitos e
macréfagos ficando no interior dos fagolisossomos. De acordo com Romano e
colaboradores, a invasao desta bactéria na célula hospedeira ocorre pela via classica

de fagocitose, envolvendo aumento de EEA-1 e reducdo de Rab5 entre 40 e 60
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minutos apos a infeccdo. Os Vacuolos contendo Coxiella (VCCs) recém-formados
recrutam o marcador autofagossomal LC3, o que sugere a interacdo com a via
autofagica em momentos iniciais da infeccdo. Essa interacéo persiste em tempos mais
tardios da infeccéo, diferentemente da expressao de Rab5, que diminui com o passar

da infeccdo sendo posteriormente substituida pela Rab7 (Romano et al., 2007).

A manipulacgdo do tréfego intracelular € uma importante estratégia empregada
pela C. burnetii para promover a biogénese dos vacuolos contendo Coxiella (Larson e
Heinzen, 2017). Os VCCs podem fundir-se com outros VCCs, lisossomos,
endossomos, fagolisossomos e outros compartimentos intracelulares, formando
assim o vacuolo espacoso caracteristico (Distel et al., 2019). Os vacuolos formados
sdo largos com filamentos nucleoides bacterianos que se apresentam de forma
dispersa no citoplasma e podem também se desenvolver em cultura celular (Mccaul e
Williams, 1981; Coleman et al., 2004).

Para investigar as organelas celulares e vesiculas que interagem com o0s
vacuolos de C. burnetii, Heinzen e colaboradores, usaram uma grande variedade de
marcadores para a via lisossomal. Eles observaram que esta bactéria reside em
vacuolos acidos lisossomais caracterizados pelos marcadores LAMP-1, LAMP-2 e
enzimas lisossomais como fosfatase acida e catepsina D, concluindo assim que C.
burnetii reside em um fagolisossomo tipico (Heinzen et al., 1996) e hidroliticamente
competente, pois o pH baixo deste microambiente, ativa enzimas que medeiam morte

e degradacéao de patogenos (Kissing et al., 2018).

Como a C. burnetii € naturalmente resistente a atividade lisossémica dos
macrofagos (Cockrell et al., 2017), ap6s a fagocitose desta bactéria, sdo formados os
VCCs, que aumentam consideravelmente de tamanho apds 8 horas a 2 dias de
infecc@o, podendo ocupar por completo o citoplasma da célula hospedeira. Um fator
importante para a manutencao do vacuolo € o citoesqueleto de actina, ja que estudos
demonstraram que células infectadas e tratadas com despolimerizador de actina

resultam em vacuolos reduzidos (Aguilera et al., 2009).

A biogénese do VCC e o sucesso da infeccdo dependem também da
manipulacédo de fungbes da célula hospedeira por proteinas efetoras liberadas pela
bactéria. O sistema de secrec¢éo especializado Dot/lcm tipo IV B (T4BSS), que media

as interacdes entre o VCC e também a via de autofagia, parece beneficiar o
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crescimento da bactéria (Beare et al., 2011; Cockrell et al., 2017; Latomanski e
Newton, 2018). Segundo Cockrell e Beare, T4BSS também esta relacionado com a
resisténcia das ceélulas hospedeiras a indutores de apoptose, uma vez que quatro
proteinas efetoras T4BSS podem exercer efeitos pro-sobrevida. Esse pode ser
considerado um fator de viruléncia importante que permite o crescimento lento da
bactéria no interior dos VCCs, uma vez que a célula se mantém viva por mais tempo
(Beare et al., 2011; Cockrell et al., 2017). C. burnetii também pode prolongar a
sobrevida da célula hospedeira inibindo as vias de sinalizacdo de apoptose ou por
meio da ativacéo de proteinas ERK1, ERK2 e AKT mantendo a estabilidade genémica

e a viabilidade da célula hospedeira (Beare et al., 2011; Cockrell et al., 2017).

Bem como a C. burnetii, outros patdgenos como o parasita protozoario
Leishmania amazonensis (L. amazonensis), ao serem fagocitados pelo hospedeiro,
sdo capazes de formar vacuolos chamados parasitéforos (VPs), de caracteristicas
acidas lisossomais e sobreviver em seu interior, trocando prétons passivamente
adquiridos por substratos necessarios com a ajuda de ATPases da membrana
plasmatica (Veras et al., 1995). Interessantemente, Veras e colaboradores
demonstraram que L. amazonensis pode, pelo menos temporariamente, sobreviver,
replicar e diferenciar-se dentro dos vacuolos de C. burnetii. Assim pode-se inferir que
h& grande similaridade entre os mesmos, ndo s6 em sua morfologia, mas também em
seus componentes que permitem a sobrevida tanto da bactéria quanto do parasita
(Veras et al., 1995).

1.4 ATPase vacuolar H+ (v-ATPase)

As ATPases vacuolares H+ (v-ATPases) sdo enzimas multiméricas
responsaveis pelo controle da acidificacdo das vesiculas intracelulares como
lisossomos, endossomos e fagolisossomos (Kissing et al., 2018;). Elas se localizam
na membrana dessas estruturas, e sua funcdo canbnica de acidificacdo de
compartimentos intracelulares € decorrente da capacidade de bombear prétons do
citossol para o lumen destas organelas, de maneira dependente de ATP (Revisado

por Forgac, 2007).

Este complexo multiproteico é composto por estruturas organizadas em dois

dominios V1 e V0. O dominio V1, de 650 kDa, fica localizado na parte citoplasmatica
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da membrana e é responsavel pela hidrolise do ATP, formado por oito subunidades
(A-H). Ja o dominio VO, que é inserido na membrana e tem 260 kDa, € responsavel
pela translocacéo de protons através da membrana na dire¢do do citoplasma para o
[tmen ou o0 meio extracelular, sendo composto por cinco subunidades (a, d, ¢, c’ e c”)

(Figura 2) (revisado por Manolson et al., 1994; Forgac, 2007).

Figura 2 - Estrutura das ATPases vacuolares (v-ATPases)

. lumen do
=N vacuol
\ acuolo

Fonte: Adaptado de Forgac, 2007. O complexo da bomba ATPase vacuolar é composto de um
dominio periférico (V1, mostrado azul) e um dominio integral de membrana (VO, mostrado em rosa).
O centro do dominio V1 é composto de um arranjo hexamérico que alterna as subunidades A e B que
participam na ligacéo e hidrdlise do ATP. A subunidade d faz a conex&o entre os dois complexos,
sendo expressa e acoplada a v-ATPase ora em sua isoforma ubiqua d1, ora em sua isoforma d2 (em
laranja), expressa em determinadas linhagens celulares e tecidos.

Estudos comprovam a atuacdo de subunidades especificas em funcdes
celulares como a subunidade C1 do dominio V1, expressa em osteoclastos, que
auxilia na reabsorcdo 6ssea por meio da formacédo de anéis de actina (Feng et al.,
2009) e a subunidade a do dominio VO que pode ser expressa em 4 isoformas
diferentes, apresentadas em células distintas e organelas diferentes (Marshansky e
Futai, 2008).

A subunidade d (ATP6V0d) que pertencente ao dominio VO, conecta os dois
dominios do complexo v-ATPase, e pode ocorrer como duas isoformas variantes em

humanos e camundongos. A ATP6V0d1 participa do processo de bombeamento de
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prétons das v-ATPases e é mais ubiqua em relacdo a isoforma alternativa ATP6V0d2
(Smith et al., 2005).

A isoforma d2 de 38 kDa, alvo do nosso estudo, tem expressao restrita a certos
tecidos como 0ssos, rins e pulmdes (Smith et al., 2005) e células como osteoclastos
(Wu et al. 2009) e macrofagos (Lizio et al., 2015). Ela foi descrita por Wu e
colaboradores como uma isoforma importante para a fusdo de pré-osteoclastos
provenientes da medula 6ssea de camundongos e ndo somente para a acidificagéo

intracelular de organelas (Wu et al., 2009).

As v-ATPases sdo responsaveis pela acidificacdo de fagolisossomos em
macrofagos e outros fagécitos profissionais (Revisado por Forgac, 2007). Devido a
iSs0, uma caracteristica importante dos vacuolos maduros formados por infec¢des de
patdgenos € a intensa atividade deste complexo (Kissing et al., 2018). Visto que a
manutencdo do pH &cido controlado pela v-ATPase € importante para a acao de
enzimas digestivas e producdo de espécies reativas de oxigénio envolvidos na
degradacdo de patdégenos (Vieira et al., 2002), determinados microrganismos
intracelulares desenvolveram estratégias como a subverséo das fun¢fes da v-ATPase
para reverter a acao degradativa dos fagolisossomos. Essa subverséo pode envolver
interferéncia em uma ou mais subunidades, inibindo a funcdo de bombeamento de
prétons ou fazendo com que a v-ATPase atinja outras organelas como lisossomos ou

endossomos (Huynh e Grinstein, 2007).

As Dbactérias Mycobacterium tuberculosis e Legionella pneumophila,
desenvolveram mecanismos que favorecem sua sobrevida no interior dos vacuolos
em gue estdo contidas, bloqueando a acidificacdo dessas estruturas por meio da
secrecdo de fatores de viruléncia, que se dirigem especificamente para a subunidade
H do dominio V1 da v-ATPase da célula hospedeira inibindo a atividade da v-ATPase
e aumentando o pH dos vacuolos em que estdo contidas (Grundner et al., 2005;
Soldati e Neyrolles, 2012).

Heinzen e colaboradores relataram a presenca da subunidade H1 das v-
ATPases na membrana dos VCCs, atestando assim sua presenga nos mesmos.
Segundo este grupo, a acidificacdo dos vacuolos formados pela C. burnetii esta de
fato relacionada com a bomba de prétons v-ATPase (Heinzen et al., 1996; Nishi et al.,

2003). Neste mesmo trabalho também concluiram que a acidificagdo do vacuolo (pH
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4.5 a 5.0) é importante para o crescimento da bactéria jA que na presenca de
bafilomicina A (inibidor especifico de v-ATPases) ocorreu uma inibicdo do crescimento
bacteriano. Quando o inibidor foi removido do meio de cultura por 48 horas e
adicionado meio sem bafilomicina A, o crescimento da bactéria foi restabelecido.
Assim, os dados acima demonstram que o vacuolo &cido € um componente importante

para a patogénese da bactéria (Heinzen et al., 1996).

1.5 Infeccéo da C. burnetii em macrofagos

A bactéria C. burnetii € um patégeno intracelular obrigatorio capaz de infectar
diversos tipos celulares in vitro e formar VCCs com baixo pH que proporcionam
condicdes favoraveis a sua multiplicacdo e metabolismo (Hackstadt e Williams, 1981).
Alguns tipos celulares estdo bem estabelecidos e sdo amplamente estudados na
interacdo Coxiella-hospedeiro como as células Vero (célula epitelial renal de macaco
verde africano), BHK-21 (fibroblasto renal de hamster), L-929 (fibroblasto murino),
HEL (fibroblasto embrionario de pulm&o humano), HelLa (célula epitelial cervical
humana) e CHO (fibroblasto de ovario de hamster chinés) (revisado por Voth e
Heinzen, 2007). Embora muitos modelos celulares estejam bem estabelecidos na
literatura, na infeccdo natural a bactéria tem tropismo por células do sistema
mononuclear-fagocitico, principalmente por macréfagos da via aérea, sendo esta uma
das principais vias de transmissdo da doenca (Fernandes et al., 2016).
Consequentemente, algumas células primarias e de linhagens macrofagicas tém sido
amplamente utilizadas para mimetizar a infec¢éo natural in vivo, o que tem colaborado

para um avanc¢o nos estudos da patogenicidade da bactéria.

Estudo recente mostrou que C. burnetii cepa Nine Mile fase Il foi rapidamente
internalizada por macrofagos primarios de camundongos C57BL/6 e replicou
abundantemente em vacuolos positivos para LAMP-1 ao longo de 6 dias (Cockrell et
al., 2017). Fernandes e colaboradores também estudaram a replicacao de C. burnetii
em vacuolos formados pela infeccdo em macréfagos. Eles observaram que
macrofagos alveolares provenientes de camundongos C57BL/6 sdo altamente
permissivos a multiplicacdo in vitro e que essas células suportam a replicacao
bacteriana durante 12 dias de infeccdo em cultura, similarmente as células
hospedeiras altamente suscetiveis como THP-1 (mondécito humano) e Vero

(Fernandes et al., 2016). Também observaram que macrofagos alveolares deficientes
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em Oxido nitrico sdo mais permissiveis a replicacao bacteriana no interior dos VCCs
guando comparados com os macrofagos wild-type, sugerindo que tais macrofagos
teriam importante funcdo no controle da disseminagao da doenca (Fernandes et al.,
2016).

Para avaliar a importancia dos largos vacuolos na multiplicacdo de C. burnetii
e diferengas na restricdo da bactéria dependendo do macrofago utilizado em estudo,
Zamboni analisou 0 aumento bacteriano nos vacuolos provenientes da infecgcdo em
macréfagos priméarios de camundongos BALB/c, A/J e C57BL/6. Ele observou que o
namero de bactérias viaveis no interior dos vacuolos foi maior em macrofagos BALB/c
e A/J quando comparados com os macrofagos de camundongos C57BL/6J de culturas

infectadas por 4 a 6 dias (Zamboni, 2004).

Considerando que os estudos da infeccdo com C. burnetii envolvendo
macréfagos sdo extremamente importantes para o entendimento da patogenicidade e
propagacdo da bactéria, estudamos componentes importantes para o0
desenvolvimento dos vacuolos maduros de C. burnetii em macréfagos de linhagem

RAW 264.7, depletados para a subunidade d2 da proteina ATPase vacuolar.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Examinar se o crescimento volumétrico dos VCCs e a multiplicacao intracelular da

bactéria C. burnetii em macrofagos depende da subunidade d2 da ATPase vacuolar.

2.2 Objetivos especificos

1) Comparar o volume dos vacuolos desenvolvidos pela infec¢éo da C. burnetii em

macrofagos silenciados e controle para ATP6V0d2;

2) Avaliar a expressdo da subunidade d1 e d2 nas células silenciadas para
ATP6V0d2 e controle, ativadas ou néo por IFN-y (interferon-gama) e LPS na infec¢cao

por C. burnetii;

3) Comparar a sobrevida e multiplicacéo das bactérias internalizadas pelas células
silenciadas para ATP6V0d2 e controle, ativadas ou ndo por IFN-y no decorrer da

infeccéo;

4) Avaliar a producdo de Oxido nitrico em células ativadas ou ndo por IFN-y,

infectadas ou ndo com C. burnetii;

5) Avaliar a expressdo de Oxido nitrico sintase 2 e arginase apds 48 horas de

infeccéo por C. burnetii.

6) Verificar a similaridade estrutural entre os VCCs e VPs de L. amazonensis,
analisando a interacdo parasita-célula e parasita-parasita em células ativadas ou nao

com IFN-y e LPS, mono ou coinfectadas com C. burnetii e L. amazonensis;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Manutencéo de células

3.1.1 Células RAW 264.7

A linhagem de células RAW 264.7 (células macrofagicas, origem de BALB/c e
doadas pelo Prof. Michel Rabinovitch, EPM-UNIFESP, S&o Paulo) foi utilizada em
todos os ensaios do projeto. Estas células foram cultivadas na presencga de meio RPMI
com 10% de soro fetal bovino (meio completo) e 100 pg/ml de penicilina e
estreptomicina e mantidas a 37 °C com atmosfera iumida e 5% de CO:. A cada 5 dias
os macréfagos RAW 264.7 mantidos em garrafas de cultura celular de 75 cm? foram
transferidos para outras garrafas de cultura de mesma dimensdo, contendo meio
completo. Para remocédo e passagem, as células foram cultivadas por 20 minutos a
37 °C, 5% CO2em solugédo em PBS (tampéo fosfato-salino) suplementado com EDTA
(acido etilenodiamino tetra acético) 1%; em seguida as células foram removidas por
jateamento da solucdo de PBS pré-aquecido, coletadas em tubos de 50 ml,
centrifugadas a 300 x g, 10 minutos a 4 °C, ressuspensas em meio completo e
contadas em camara de Neubauer para a utilizacdo nos experimentos. As células
RAW 264.7 knock-down (silenciadas) para a subunidade d2 e as células nao
silenciadas (controle) foram mantidas da mesma maneira que as células RAW 264.7
wildtype citadas acima, adicionando-se o antibiético de selecédo puromicina (10 pug/ml)
na cultura. As células knock-down foram provenientes do trabalho de mestrado da
aluna Carina Carraro Pessoa, que utilizou para o silenciamento a técnica de shRNAI
(do inglés RNA interference), estando as mesmas disponiveis para outros projetos no
laboratorio (Pessoa et al., 2019).

3.1.2 Células Vero

Células Vero (Instituto Adolfo Lutz — Nucleo de cultura de células) foram
cultivadas na presenca de meio completo e 100 ug/ml
penicilina/estreptomicina/gentamicina (Sigma-Aldrich) e mantidas a 37 °C com
atmosfera umida e 5% de CO2. A cada 2 dias, as células Vero mantidas em garrafas
de cultura celular de 75 cm? foram desaderidas e mantidas na mesma garrafa. Para a

remocao, as células foram lavadas em solug¢édo de PBS, incubadas com 1ml de ATV
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(solucéo de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% - Instituto Adolfo Lutz — Ndcleo de cultura de
células) e foram mantidas a 37 °C com atmosfera Umida e 5% de CO2 por 5 minutos.
Em seguida as células foram removidas por jateamento de meio completo e contadas
em camara de Neubauer para serem plaqueadas e utilizadas nos experimentos de

infeccdo de C. burnetii.

3.2 Coxiella burnetii

3.2.1 Cultivo da bactéria

Foram plaqueadas 7 x 10° células Vero em garrafas de cultura de 150 cm?
contendo meio RPMI sem antibiético suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB). No dia seguinte foram descongeladas aliquotas contendo 300 pl de C. burnetii
(cepa Nine Mile fase Il, doada pelo Prof. Michel Rabinovitch, EPM-UNIFESP, Sao
Paulo) e sonicadas durante 5 minutos para desagregacao das bactérias. Em seguida,
as mesmas foram utilizadas para infeccdo em garrafas contendo células Vero
aderidas anteriormente e incubadas a 37 °C com atmosfera Umida e 5% de CO2. Apos
24 horas de infeccdo, as garrafas foram lavadas com PBS 1X para remocédo de
bactérias ndo internalizadas e mantidas em meio RPMI sem antibiotico e 5% SFB. Em
dias alternados, o meio das garrafas infectadas com C. burnetii foi trocado e estas
mantidas por 6 dias sem tripsinizar até a observacdo de numerosos vacuolos largos

contendo grande quantidade de bactérias.

3.2.2 Purificacao

As garrafas de células Vero contendo vacuolos de C. burnetii (mantidas por 6
dias sem tripsinizar) foram lavadas duas vezes com PBS 1X gelado. Em seguida,
incubados 10 ml de agua purificada pelo sistema — MilliQ — agua MilliQ autoclavada
gelada por 10 minutos, para a lise hipotonica dos vacuolos de C. burnetii e liberacéo
das bactérias. Durante este periodo foi observado no microscépio se as células foram
lisadas e depois foram acrescentados 10ml de RPMI sem SFB e sem antibidtico junto
a agua MilliQ dentro da garrafa. Entdo, o conteudo foi transferido para tubo de 50 ml
e centrifugado a 300 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo e

ultracentrifugado a 40.000 x g por 30 min. Apos este periodo, o sobrenadante foi
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desprezado, o pellet ressuspendido em 1,8 ml de meio de congelamento (90% SBF e
10% de dimetilsulféxido - DMSQO), e aliquotas de 300 pl em tubos (contendo 10°

bactérias/ml) e armazenados -80 °C.

3.3 Andlise de vacuolos formados pela infeccéo de C. burnetii

Para analise dos vacuolos formados por C. burnetii foram utilizados macrofagos
RAW 264.7 silenciados ou ndo para ATP6V0d2. Uma suspensdo de células foi
plagueada em placa de 24 pocos contendo laminulas em meio RPMI completo e
incubada overnight em estufa a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, uma suspenséao de
300 pl contendo 10%/ml de bactéria foi adicionada junto as células plaqueadas
anteriormente em uma proporcado de 20:1 (bactéria:célula) e incubadas a 37°C em
estufa de CO2. Apds 24 horas de infecgdo, as laminulas contendo células foram
lavadas com PBS 1X e fixadas com paraformaldeido (PFA) 4 % nos pontos de 24, 48
e 96 horas pos infeccdo. Para a contagem dessas células e visualizacao da bactéria
no interior de VCCs, as laminulas foram incubadas em solucéo de bloqueio contendo
PGN-Saponina (Gelatina 0,25%, NaNs 0,1% e saponina 0,1% em PBS 1X) e triton 2,5
% durante 15 minutos e ent&o por mais 30 minutos na presenca de 10 uM de cloridrato
de 4’,6-diamindino-2- fenilindol (DAPI) para marcacdo do material genético celular e
bacteriano. Apés esse periodo, as laminulas foram lavadas em PBS 1X, montadas em
glicerol tamponado com Tris 0,1M pH 8.6 e p-fenilenodiamina 0,1 % e examinadas em

microscopio direto de epifluorescéncia (Olympus BX5).

3.4 Quantificacdo das subunidades d1 e d2 via Reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) Real Time quantitativa

Para avaliar a expressdo das subunidades d1 e d2, 2,5x10° das células em
estudo foram ativadas ou nao por IFN-y e LPS e infectadas por C. burnetii ou ndo e
entdo ressuspendidas em 1ml de reagente TRIZOL (Invitrogen, EUA) segundo
recomendag0des do fabricante. O RNA extraido foi ressuspendido em agua MilliQ livre
de RNAse | e a dosagem realizada por NanoDrop ND-1000 UV-Vis. A integridade das

amostras foi avaliada pela razao ou score 260/280 obtida pelo aparelho em unidades
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arbitrarias. Amostras cujo score estava abaixo do limite de 1,8 foram descartadas;
amostras com score entre 1,8 e 2 foram utilizadas e ajustadas para a concentracéo
de 100 ng/pL. A sintese de cDNA foi feita utilizando o kit High Capacity cDONA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante. As
amostras foram conservadas a -20°C até o uso. Para a deteccdo da v-ATPase
(subunidade ATP6V0d2) utilizamos iniciadores (primers) de amplificacdo especificos
construidos a partir do GenBank (nimero de acesso: NM_175406), Forward 5'- TGT
GTCCCATTC TTG AGT TTG AGG -3' e Reverse 5'- AGG GTC TCC CTG TCT TCT
TTG CTT -3' do RNA mensageiro de camundongos para a proteina em questdo. Para
a detecgéo da subunidade d1 de v-ATPase foram utilizados os iniciadores que foram
construidos a partir do GenBank (nimero de acesso: NM_0134773), Reverse: 5’-GTC
GTT CTT CCcC GGA GCT CTA TTT-3 Forward: 5'-
ATTGGCCAGGAAGTTGCCATAAT-3'. Os iniciadores do gene constitutivo da -
actina (iniciador controle) foram construidos a partir do GenBank (nimero de acesso:
NM_00739), Forward 5° GCC TTC CTT CTT GGG TAT GGA ATC 3" e Reverse 5
ACG GAT GTC AAC GTC ACA CTT CAT 3'. Para a reagao de PCR foi utilizado 1uL
de cDNA adicionado com 12,5 pL do reagente SYBR® Green (Applied Biosystems,
EUA), 1uL de cada primer a 5,0 pM e 9,5 uL de agua purificada pelo sistema MilliQ e
autoclavada. A quantificagéo relativa da expressao do RNA mensageiro (RNAm) foi
avaliada comparando o Threshold cycle (Ct) do gene alvo (ATP6V0d1 ou ATP6V0d2)
com o gene constitutivo B-actina (Pfaffl 2001). Essa etapa do trabalho foi feita em
colaboragdo com o Laboratorio da Profa. Hiro Goto, o IMT-USP-SP com o auxilio da
Dra. Luiza de Campos Reis.

3.5 Determinacdo da carga bacteriana

3.5.1 Extracao de DNA de C. burnetii

10° células néo silenciadas e silenciadas para ATP6V0d2 foram plagueadas em
meio RPMI sem antibiético + 5% de SFB em placas de 24 pocos para os pontos de
24 e 48 horas e 4x10% células para o ponto de 120 horas. Apés 24 horas, as células
foram ativadas ou ndo com IFN-y, e no dia seguinte infectadas com C. burnetii na
proporcao de 20 bactérias por célula. Apos 24 horas de infeccdo, os pocos foram
lavados 4 vezes com PBS 1X para a retirada das bactérias do sobrenadante. Para a

lise celular, foi adicionado 0,5mL de 4gua MilliQ autoclavada por poco, transferido para



30

microtubo juntamente com 0,5mL de meio RPMI sem SFB e centrifugado a 21.000 x
g por 30 minutos para a obtencéo do pellet contendo as bactérias. O DNA foi entdo
extraido com o kit DNeasy® Blood & Tissue Kit da QUIAGEN seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi ressuspendido em agua MilliQ livre
de RNAse | e estocado em -20°C.

3.5.2 Reagéo em cadeia da polimerase (PCR) Real Time quantitativa

A determinacdo da carga bacteriana em células RAW 264.7 infectadas com
Coxiella burnetii foi realizada pela técnica de PCR em tempo real quantitativo (qPCR
real time) com base em curva padrao utilizando quantidades conhecidas de cépias da

bactéria.

A curva padrao para a determinacdo da carga bacteriana de C. burnetii foi
realizada por meio de diluicBes seriadas na razao de 1:10, partindo-se de 107 bactérias
até 10 bactérias. O DNA extraido conforme supra descrito foi quantificado via
NanoDrop ND-1000 UV-Vis e a integridade das amostras foi avaliada pela razdo ou
score 260/280 obtida pelo aparelho em unidades arbitrarias. A partir da concentragédo
por ng/ul foi determinado o numero de cépias da bactéria pelo programa
http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr.

A PCR em tempo real foi realizada usando EvaGreen (Fermentas) de acordo
com as instru¢cBes do fabricante. As amostras foram submetidas a amplificacdo do
DNA em termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time PCR System) aos
seguintes ciclos: 95°C por 15 minutos; 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos, submetidos a 40 ciclos. Os primers utilizados foram: Forward
5 - GCGCAATACGCTCAATCACA - 3’ e Reverse 5 - CCATGGCCCCAATTCTCTT —
3’. Essa etapa do trabalho também foi realizada em colaboragdo com o Laboratério

da Profa. Hiro Goto, o IMT-USP-SP com o auxilio da Dra. Luiza de Campos Reis.

3.6. Avaliacdo da producao de 6xido nitrico

Para avaliar a producdo de NO, 10° das células em estudo foram plagueadas
em placas de 24 pocos em meio RPMI completo e incubadas a 37°C em estufa de
CO2. Em sequida, foram ativadas ou ndo com LPS (1pg/mL) + IFN-y (20 ng/mL), e

apos 24 horas infectadas ou ndo com C. burneti na propor¢cdo de 20:1
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(bactéria:célula). Apos 24 horas de infeccdo, os pocgos foram lavados com PBS 1X
para a retirada do excesso de bactérias. No dia seguinte, os sobrenadantes foram
retirados para a dosagem de NO, e as células foram entédo incubadas com tampéao de
lise (Tris-HCI pH 7.4 50mM, NaCl 150nM, EDTA 1nM, Triton X-100 1%) contendo
coquetel de inibidor de proteases (Halt Protease Inhibitor Cocktail 100X) por 30
minutos a 4°C, centrifugadas em rotacdo maxima por 10 minutos a 4°C e o

sobrenadante utilizado para a dosagem de proteinas.

3.6.1. Dosagem de NO
A dosagem de NO foi realizada em placa de 96 pocos, contendo a curva padrao
de NaNO2 nas concentracdes: 125 - 62,5 - 31,25 - 15,6, - 7,8 - 3,9 e 1,95uM. Foi
adicionado na placa o sobrenadante proveniente da cultura de células, em triplicata,
e em seguida o reagente de Griess (propor¢cao de 1:1). A leitura foi realizada no leitor

de Elisa Labsystems Multiskan MS no comprimento de onda de 540nm.

3.6.2. Dosagem de proteina
A dosagem de proteinas foi também realizada em placa de 96 pocos, contendo
curva padrao de BSA contendo as concentracdes: 800, 400, 200, 100, 50, 25 e
12,5ug/mL e branco. O lisado foi diluido na proporcao 1:10 e plaqueados em triplicata.
Foi adicionado entdo o reagente de Bradford diluido na propor¢cdo 1:5 e a leitura
realizada no leitor de Elisa Labsystems Multiskan MS no comprimento de onda de
620nm.

3.7. Quantificagdo de arginase e NO sintase 2 (NOS2)

2,5x10° macréfagos foram ativados ou néo por IFN-y e LPS e/ou infectados ou
nao por C. burnetii e apds 48 horas de infeccdo ressuspendidos em 1ml de reagente
TRIZOL (Invitrogen, EUA) segundo recomendagdes do fabricante. O RNA extraido foi
ressuspendido em agua MilliQ- livre de RNAse | e a dosagem realizada por NanoDrop
ND-1000 UV-Vis. A integridade das amostras foi avaliada pela razéo ou score 260/280
obtida pelo aparelho em unidades arbitrarias. Amostras cujo score estava abaixo do
limite de 1,8 foram descartadas; amostras com score entre 1,8 e 2 foram utilizadas e
ajustadas para a concentragédo de 100 ng/uL. A sintese de cDNA foi feita utilizando o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com

o protocolo do fabricante. As amostras foram conservadas a -20°C até o uso.
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A PCR em tempo real foi realizada usando EvaGreen® de acordo com as
instruces do fabricante. As amostras foram submetidas a amplificacdo do DNA em
termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time PCR System) e os primers
utilizados foram: Arginase 1 (nimero de acesso NM_007482.3) Forward: 5-AGC ACT
GAG GAA AGC TGG TC- 3' e Reverse: 5-CAG ACC GTG GGT TCT TCA CA-3
NOS2 (numero de acesso: NM_010927.4) Forward: 5'- AGA GCC ACAGTCCTCTTT
GC- 3' e Reverse: 5- GCT CCT CTT CCAAGG TGC TT- 3.

3.8. Coinfeccéo

Foram plaqueadas, em placas de 24 poc¢os contendo laminulas em meio RPMI
sem antibiético, 5x10* e 2,5x10* células para avaliar a infecgcdo em tempos iniciais e
tardios respectivamente. As células foram ativadas ou ndo com LPS (1ug/mL) + IFN-
Y (20 ng/mL) e no dia seguinte infectadas ou ndo com C. burnetii mCherry na
proporcao de 20:1 (bactéria:célula). 24 horas depois, as laminulas foram lavadas com
PBS 1X. Apés 48 horas de infeccao, foi adicionada, ou ndo, L. amazonensis na
proporcao 20:1 (parasita:célula). Apds 6 horas da infecgdo com L. amazonensis as
laminulas foram lavadas com PBS 1X. No dia seqguinte, as laminulas contendo 5x104
células foram lavadas e fixadas com PFA 4 %. O mesmo foi realizado com as
laminulas contendo 2,5x10* células apés 72 e 144 horas de infeccdo com C. burnetii.
Para a contagem dessas células e visualizacdo da bactéria e protozodario no interior
dos vacuolos, as laminulas foram incubadas em solucdo de bloqueio contendo PGN
Saponina (Gelatina 0,25%, NaN3 0,1% e saponina 0,1% em PBS 1X) e Triton X-100
2,5% durante 15 minutos e entdo por mais 30 minutos na presenca de 10 pM de
cloridrato de DAPI para marcacdo de material genético celular, bacteriano e do
parasita. Apds esse periodo, as laminulas foram lavadas em PBS 1X, montadas em
glicerol tamponado com Tris 0,1 M pH 8.6 e p-fenilenodiamina 0,1 % e examinadas

em microscopio direto de epifluorescéncia (Olympus BX5).
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4 RESULTADOS

4.1 A infeccéo intracelular pela bactéria C. burnetii em macréfagos néo
silenciados e ATP6V0d2-kd mostraram aumento volumétrico dos VCCs de forma

d2-independente

Pessoa e colaboradores demonstraram que a expansao volumétrica dos
vacuolos parasitoforos de L. amazonensis € dependente de ATP6V0d2 (Pessoa et al.,
2019). Para avaliar se a isoforma d2 possui papel semelhante no crescimento dos
VCCs, realizamos experimentos utilizando células ndo silenciadas (NS) e silenciadas
para a subunidade d2 (ATP6vOD2-kd), ambas infectadas com C. burnetti. Os pontos
de 24, 48 e 96 horas ap0s infeccao foram fixados, corados com DAPI e observados
ao microscopio de fluorescéncia. Realizamos entdo uma contagem de 100 células por
campo, quantificando as células nao infectadas e infectadas. Os vacuolos foram
classificados em espacosos ou reduzidos, levando em consideracdo o tamanho
relativo ao nucleo. Maiores ou iguais ao nucleo foram classificados como espacosos,

e 0s menores como reduzidos (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem demonstrativa do tamanho dos VCCs classificados como espac¢osos
ou reduzidos.
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Células RAW 264.7 foram plaqueadas e infectadas com C. burnetti, fixadas e analisadas em
microscépio de fluorescéncia direta. Os painéis superior e central apresentam células com VCCs
espagosos, enquanto o inferior apresenta célula com VCC reduzido. O material genético, tanto das
células quanto das bactérias, estdo marcados com DAPI (azul) e as setas indicam presenca da bactéria
no interior dos VCCs. As imagens merge sao formadas pela sobreposi¢éo das imagens da fase com o
DAPI e mostram as bactérias no interior dos vacuolos. Barra: 10um.

A andlise dos dados obtidos mostrou que nos trés pontos de tempo ndo houve
diferenca significativa no numero de VCCs de acordo com sua morfologia entre as
células silenciadas e controle. No periodo de 24 horas pos infecc¢ao (p.i.), observamos
nos dois grupos de células, em média 10 vacuolos reduzidos e 5 espacosos a cada
100 células contadas. No ponto de 48h p.i., os reduzidos aumentam para
aproximadamente 15 e os espac¢osos para 30, enquanto que na infeccao tardia (96h
p.i.) ha aproximadamente 20 reduzidos e o numero de vacuolos espagosos aumenta
para 50. A analise estatistica demonstrou diferenca significativa no namero de VCCs
espacosos entre os pontos de 24 e 48h p.i. e entre os pontos de 48 e 96h p.i.,
demonstrando que ha o crescimento dos VCCs formados ao decorrer da infec¢éo
(Figura 4).
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Figura 4 - Ndo houve diferenca no tamanho dos VCCs ao decorrer da infeccao.
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Células RAW 264.7 nao silenciadas (NS, em cinza) e silenciadas para a subunidade d2
(ATP6V0d2-kd, em laranja) foram plagueadas, infectadas com C. burnetii, fixadas nos pontos de 24,
48 e 96 horas ap0s a infec¢do, coradas com DAPI e analisadas em microscopio de fluorescéncia.
Durante a analise, os VCCs maiores que o nicleo foram classificados como espagosos e 0s menores
como reduzidos. A quantidade de vacuolos espagosos aumentou com o passar do tempo, entretanto
sem diferenca significativa entre células NS e ATP6V0d2-kd, sugerindo que a subunidade d2 ndo esta
diretamente relacionada com a formagdo e crescimento dos VCCs. Foram contadas 100
células/laminula em triplicata de trés experimentos. - ANOVA, *p<0.0001

4.2 A porcentagem de infeccdo néo se altera entre as células controle e
ATP6V0d2-KD

Além da classificacdo dos vacuolos espacosos ou reduzidos, 0 mesmo
experimento nos permitiu determinar a porcentagem de infecgéo. Foram contadas 100
células por laminula, sendo separadas em infectadas e néo infectadas. Mais uma vez
sem diferenga significativa entre as células N&ao silenciadas e silenciadas para a
subunidade d2, no ponto de 24 horas a infec¢éo estava em torno de 30%, aumentando
significativamente por cerca de 55% no ponto de 48 horas. Nao foi observado aumento
estatisticamente significativo na infeccdo de 96 horas em ambas as populagdes

celulares (Figura 5).
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Figura 5 - A porcentagem de infec¢cdo néo se altera ao longo do tempo entre células NS
e ATP6V0d2-kd.
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Células néo silenciadas (NS, em cinza) e células silenciadas para a subunidade d2 (ATP6V0d2-
kd, em laranja) foram plaqueadas em placa de 24 pocgos, infectadas com C. burnetii, fixadas nos pontos
de 24, 48 e 96 horas p0s infec¢@o, marcadas com DAPI e observadas em microscépio de fluorescéncia,
onde foram contadas 100 células por laminula. Ao longo do tempo, a taxa de infecgdo aumentou, como
esperado, entretanto ndo houve diferenca significativa entre ATP6V0d2-kd e NS, sugerindo que a
subunidade d2 néo esta relacionada com a internalizac@o das bactérias em estudo. Foram realizados
trés experimentos em triplicata. - ANOVA, *p<0.0001

4.3 Nao hé& superexpressao da subunidade d1 nas células ATP6V0d2-kd

independente da infeccdo por C. burnetii

A fim de observar se a infecgcdo com C. burnetii pode interferir na expressao
das subunidades em estudo, analisamos a expresséo dos transcritos de mRNA das
subunidades d1 e d2 em células NS e ATP6V0d2-kd, ativadas com IFN-y + LPS ou

ndo, infectadas com C. burnetii ou ndo, apos 48 horas de infeccao.

Os resultados obtidos pela reagéo de qPCR real time da subunidade ATP6V0d1
mostram que as ceélulas controle n&o apresentaram diferenga significativa na
expressdo de transcritos mMRNA desta subunidade, independentemente da infecgéo
elou ativacdo. O mesmo foi observado nas células silenciadas para a subunidade

ATP6V0d2, entretanto houve diferenca entre os grupos de NS e ATP6V0d2-kd sendo
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maior a expressdo nas células ndo silenciadas. Estes resultados mostram que o
silenciamento da subunidade d2 n&o induz aumento na expressao da subunidade d1
(Figura 6).

Figura 6 - Nao houve superexpressado da subunidade d1 durante a infeccdo com C.
burnetii.
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Células RAW 264.7 néo silenciadas (NS, em cinza) e silenciadas para a subunidade d2 (ATP6V0d2-
kd, em laranja) foram plaqueadas em placa de 24 pocos, ativadas com IFN-y + LPS ou néo,
posteriormente infectadas com C. burnetii, ou ndo. Apds 48 horas de infeccéo foi adicionado Trizol® e
entdo extraido o RNA para a PCR quantitativa. Os dados obtidos ndo mostram diferencas na expressao
de d1 durante a infeccao, sugerindo que a bactéria ndo modula a expresséo desta subunidade. Além
disso, em macréfagos silenciados houve diminuicdo da expressdo, portanto ndo parece haver
mecanismo de compensagédo relacionado ao aumento de d1 na auséncia de d2. Foram analisados
quatro experimentos em triplicata. ANOVA, *p <0.0001.

4.4 A presenga da bactéria ndo induz aumento da expresséo de d2

Assim como para a subunidade dl, realizamos o experimento de PCR
guantitativa para determinar a expressdao da subunidade d2. Comprovando

principalmente que o silenciamento das células ATP6V0d2-kd foi eficiente, uma vez
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gue a expressao dos transcritos de mRNA da subunidade d2 por cépia de B-actina foi

proxima a zero em todos os grupos das células silenciadas (Figura 7).

Em relacdo as células ndo silenciadas, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas entre os grupos NS ativados vs NS néo ativados. As células NS
infectadas n&o apresentaram aumento significativo na expresséo da subunidade d2
em relacdo as células NS néo infectadas. O mesmo ocorreu entre 0s grupos de células
NS ativadas infectadas e ativadas nédo infectadas, mostrando que a presenca da

bactéria ndo induz aumento da expresséo da subunidade d2.

Figura 7 - C. burnetii ndo induz expressao da subunidade d2.
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Células RAW 264.7 nédo silenciadas (NS, em cinza) e silenciadas para a subunidade d2 (ATP6V0d2-
kd, em laranja) foram plaqueadas em placa de 24 pocos, ativadas com IFN-y + LPS ou néo,
posteriormente infectadas com C. burnetii, ou ndo. Apds 48 horas de infeccéo foi adicionado Trizol® e
entdo extraido o RNA para a PCR quantitativa. Os dados obtidos confirmam o silenciamento da
subunidade d2 nas células ATP6V0d2-kd, além de demonstrarem que a presenca da bactéria ndo induz

0 aumento da expressdo desta subunidade. Foram analisados quatro experimentos em triplicata.
ANOVA, *p<0.0001.
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4.5 Hareducado da multiplicacdo da bactéria em tempos tardios de
infeccdo em células ATP6V0d2-kd

Realizamos experimentos de gPCR real time para verificar se a ATP6V0d2,
apesar de nao interferir na biogénese dos VCCs, poderia afetar o processo de
multiplicac@o bacteriana no interior dos macréfagos. Os resultados obtidos mostraram
que apds 24 horas de infeccdo, a carga bacteriana nos grupos estudados é
semelhante, independente do silenciamento ou ativagdo com IFN-y. No ponto de 48
horas ha um aumento na quantidade de bactérias, provavelmente devido a sua
multiplicacdo no interior dos VCCs formados. Interessantemente, no ponto de 120
horas, que caracteriza uma infeccédo tardia, houve uma queda na carga de C. burnetii
em todos os grupos estudados, exceto nas células sem ativacdo, que tiveram um
aumento notavel na quantidade de bactérias (Figura 8). Acreditamos que tanto a
ativacdo por tempo prolongado quanto a auséncia da subunidade d2 tornem os

macrofagos mais inflamatorios, culminando na ndo sustentacéo da infeccao.
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Figura 8 - A manutencado da infeccdo em tempos tardios foi prejudicada em células
ATP6V0d2-kd.
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Macréfagos RAW 264.7 nao silenciados (NS, em cinza) e silenciados para a subunidade d2
(ATP6V0d2-kd, em laranja) fora plaqueados em placa de 24 pogos, ap0s 24 horas ativados ou ndo com
IFN-y e no dia seguinte infectados com C. burnetii. Apos 24, 48 e 120 horas de infeccao, foi realizada
a extracdo e armazenamento do DNA para a PCR quantitativa. Os resultados obtidos mostraram que
a ATP6V0d2-kd parece interferir na capacidade dos macréfagos de controle da infeccdo em tempos
tardios. Foram analisados trés experimentos em triplicata. ANOVA, *p<0.0001.

4.6 Nao ha diferenca na producao de NO entre as células NS e
ATP6V0d2-KD

Ao decorrer de nossos experimentos, observamos a ndo formacdo de VCCs
espagosos em células infectadas previamente ativadas com IFN-y + LPS (Figura 8).
Dados da literatura relacionaram este fato com o0 aumento da producéo de 6xido nitrico
(NO) (Howe et al., 2002). Desta forma, avaliamos a producéo de NO por dosagem
com reagente de Griess, em células ativadas ou néo, infectadas ou néo no periodo de

48 horas pos infeccéo, utilizando como normalizador a dosagem de proteinas.



Figura 9 - Macréfagos ativados e infectados ndo apresentam formacao de VCCs.
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Células NS e ATP6V0d2-kd foram plagueadas em laminulas, em seguida ativadas ou néo, e
posteriormente infectadas com C. burnetii m. Cherry. Apés 48 horas de infeccao, as laminulas foram
fixadas e marcadas com DAPI e entdo observadas em microscopia confocal. Os nlcleos celulares
estdo marcados com DAPI (em azul), as bactérias aparecem em vermelho (mCherry), os asteriscos
indicam os vacuolos e as setas apontam a presenca das bactérias no interior do VCC. As imagens
merge sao formadas pela sobreposicéo das imagens da fase com o DAPI e mostram as bactérias no
interior dos vacuolos. A. O painel superior e o inferior mostram células NS (superior) e ATP6V0d2-kd
(inferior), respectivamente, ndo ativadas com a formacéo de vacuolos largos contendo C. burnetii. B.
Os painéis mostram células NS (superior) e ATP6V0d2-kd (inferior) ativadas com a presenca de grande
guantidade de bactérias, porém sem a formacédo de vacuolos. Barra: 5um.

Os dados obtidos mostraram que ndo héa diferenga na produgéo de NO entre
as células ATP6V0d2-kd e NS. Porém observamos que, quando ndo infectadas,
ambas produzem uma quantidade minima de Oxido nitrico, que aumenta para em
torno de 0,02 uM quando infectada com a bactéria. A ativacdo induz ainda mais a
producdo, ficando em torno de 0,035 pM, chegando a 0,04 pM nas células infectadas

previamente ativadas com IFN-y + LPS (Figura 10).

Figura 10 - Aumento na producdo de NO em células infectadas e ativadas.
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Foram plaqueadas células RAW 264.7 em placa de 24 pogos em meio RPMI, que foram ou ndo ativadas
elou infectadas com C. burnetii. O sobrenadante foi coletado ap6s 48 horas de infec¢do e submetido a
reacdo com reagente de Griess para a dosagem de NO. Foi realizada uma relacdo utilizando a
dosagem de proteinas como normalizador. Os dados obtidos ndo mostram diferenca entre ATP6V0d2-
kd (em laranja) e NS (em cinza), porém observamos aumento na producgdo quando infectadas, ativadas
e aumento consideravel quando infectadas e ativadas, podendo justificar a ndo observacéo de vacuolos
nas mesmas. ANOVA , *p<0.0001
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4.7 Aumento da expressdo NOS2 e arginase em células infectadas e/ou
ativadas

A NO sintase 2 (NOS2) produz grandes quantidades de NO, que exerce efeitos
antimicrobianos e antitumorais. Esta enzima pode ser regulada por mais de 30
citocinas sendo elas inibitérias, como o Fator de Crescimento Transformador-beta
(TGF-B), ou ativantes como IFN-y (Macmicking et al., 1997). Além disso, substancias
como LPS induzem sua superexpressdo em macrofagos, tendo sinergia com IFN-y,

dependo da concentracao encontrada (Gao et al., 1998).

Tendo em vista os fatos acima apresentados e nossos resultados referentes ao
aumento da producdo de Oxido nitrico em macrofagos infectados por C. burnetii e
ativados com IFN-y+LPS, realizamos experimentos para determinar a expressao de
transcritos de mMRNA da isoforma indutivel de éxido nitrico sintase (NOS2) e da
arginase, uma enzima liberada durante a inflamagdo e capaz de regular
negativamente a sintese de NO em macrofagos infectados (Gaur et al., 2007).

Figura 11 - Em células controle e knock down a presenca da bactéria aumenta a

expressao de arginase e em células previamente ativadas induz maior expresséo de
NOS2.
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Células RAW 264.7 nédo silenciadas (NS, em cinza) e silenciadas para a subunidade d2 (ATP6V0d2-
kd, em laranja) foram plagueadas em placa de 24 pocgos, ativadas com IFN-y + LPS ou néo,
posteriormente infectadas com C. burnetii, ou ndo. Apds 48 horas de infec¢ao foi adicionado Trizol® e
entdo extraido o RNA para a PCR quantitativa. Os dados obtidos sugerem que a bactéria, assim como
a ativacao, induz a expresséo de arginase tanto em células controle quanto em knock down (A). Além
disso, células infectadas previamente ativadas com IFN-y + LPS apresentaram aumento na expressao
de NOS2, independente do silenciamento de ATP6V0d2 (B). ANOVA, *p<0.0001.

Os dados obtidos mostram, de forma similar entre as células controle e knock
down, aumento significante na expressdo de transcritos de mMRNA de NOS2 em
células infectadas previamente ativadas com INF-y + LPS, sugerindo um ambiente
altamente inflamatério (Figura 11A). Em relacdo a arginase, a expressao foi menor
apenas nas células controle, indicando que a presenca da bactéria, assim como a
ativacdo, induz aumento de sua expressdo como mecanismo contra 0o ambiente
inflamatorio (Figura 11B).

4.8 Nao ha diferenca na porcentagem de infeccao e coinfecgcao nas

células silenciadas e controle

Ha grande similaridade morfolégica e funcional entre os vacuolos formados
pela infeccdo de C. burnetii e L. amazonensis em macrofagos, entretanto nossos
resultados sugerem divergéncia na participacdo da subunidade d2 na biogénese e
crescimento dos mesmos. Levando em consideracdo que L. amazonensis pode co-

habitar no VCCs e uma vez em seu interior, € capaz de sobreviver, se diferenciar e
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replicar-se (Veras et al., 1995), decidimos realizar experimentos de coinfeccdo de C.
burnetii e L. amazonensis a fim de observar a interacdo parasita-célula e parasita-
parasita, bem como determinar qual seria a caracteristica prevalente quando ambos

coabitam a mesma célula hospedeira.

Para isso, utilizamos placa de 24 pocos com laminulas contendo macrofagos
NS e ATP6V0d2-kd monoinfectados com C. burnetii mCherry ou coinfectados com C.
burnetii mCherry + L. amazonensis ativados ou ndo com LPS+ IFN-y. Em relacao as
células coinfectadas, o parasita foi adicionado apés 48 horas de infec¢ao da bactéria,
quando j& eram observados vacuolos espac¢osos que poderiam ser coabitados pela L.
amazonensis. As laminulas foram fixadas nos periodos de 72 horas (infecc¢éo inicial)
e 144 horas (infeccéo tardia) pos infeccdo. Entéo, as laminulas foram marcadas com
DAPI e observadas no microscépio de fluorescéncia direto para a analise da

porcentagem de infeccao e formacao dos vacuolos.

A partir da analise de um Unico experimento, observamos que as células NS e
ATP6V0d2-kd nos tempos iniciais apresentaram predominancia de células
coinfectadas, sendo o segundo lugar ocupado pela monoinfeccdo de C. burnetii nas

células NS e pela monoinfec¢cédo de L. amazonensis nas células ATP6V0d2-kd.

Na infecc¢do tardia, as células NS permanecem com a predominancia de células
coinfectadas, entretanto ha uma elevacao na quantidade de células monoinfectadas
com L. amazonensis, ultrapassando a monoinfecgdo com C. burnetii. As células knock
down apresentaram aumento significativo na monoinfecgdo com L. amazonensis,
chegando a aproximadamente 40%, ficando as coinfectadas e monoinfectadas com

C. burnetii em torno de 15% e 10%, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12 — A auséncia da subunidade d2 néo influenciou na porcentagem de células
infectadas e coinfectadas.
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Macréfagos NS (em cinza) e ATP6V0d2-kd (em laranja) foram plagueados, ativados e/ou infectados
com C. burnetii mCherry. Apés 48 horas de infecgdo com a bactéria, foi adicionada L. amazonensis. As
laminulas foram entéo fixadas nos tempos de infeccao inicial (72 horas pés infeccao de C. burnetii) e
tardia (144 horas po6s infeccao de C. burnetii). Apdés marcacdo com DAPI, as células foram contadas e
separadas em grupos de acordo com a infec¢éo: Infeccdo com C. burnetii, L. amazonensis ou ambos.
Apébs a contagem de 100 células por laminula em um Unico experimento, ndo observamos diferenca
quando comparados os dois tipos celulares apés 144 horas de coinfeccdo, entretanto houve maior
multiplicag&o de L.amazonensis nas células knock down na infeccéo tardia.

4.9 A infeccdo com L. amazonensis nao interfere na formacgéo de

vacuolos largos em células infectadas com C. burnetii

Com o mesmo experimento descrito acima, analisamos também a formacéo de
vacuolos monoinfectados e coinfectados na infecc¢éo inicial (Figura 13A) e tardia
(Figura 13B). Tanto no tempo inicial quanto no tardio, todos os grupos estudados
apresentaram maior quantidade de vacuolos espacosos, independente do
sileciamento da subunidade d2, sendo menor a quantidade total de vacuolos nos

tempos tardios.



Figura 13 — Diminuicdo da quantidade de vacuolos na infeccao tardia.
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Macrofagos NS (em cinza) e ATP6V0d2-kd (em laranja) foram plaqueados, ativados e infectados com
C. burnetii mCherry. Apés 48 horas de infeccdo com a bactéria, foi adicionada L. amazonensis. As
laminulas foram entao fixadas nos tempos de infeccao inicial (72 horas pés infec¢éo de C. burnetii) (A)
e tardia (144 horas po6s infeccao de C. burnetii) (B). Ap6s marcagdo com DAPI, foram analisadas 100
células por laminula e os vacuolos observados foram classificados em espacgosos, reduzidos,
espagosos coinfectados (espacosos coinfec.) e reduzidos coinfectados (reduzidos coinfec.). A e B.
Comparando os dados obtidos a partir da andlise da infeccéo inicial (A) e tardia (B), observamos
diminuicdo na quantidade de vacuolos espacosos ha infeccdo tardia. Pode-se notar também que a
guantidade de vactolos espagosos é maior quando comparados com os vacuolos reduzidos em todos
0s grupos estudados, independente da coinfeccao.
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5 DISCUSSAO

A partir de dados da literatura onde autores relataram que a subunidade
ATP6V0d2 possui grande importancia na infeccdo de macrofagos pelo amastigota de
L. amazonensis, um parasita protozoario, capaz de formar vacuolos largos e acidos
semelhantes aos da C. burnetii (Osorio Y Fortea et al., 2009; Pessoa et al., 2019),
entendemos que d2 poderia estar envolvida no desenvolvimento de largos vacuolos,
como os VCCs, permitindo que tais patdgenos se multipliquem mesmo em um

ambiente altamente hostil e inflamatério.

Os dados apresentados por Pessoa e colaboradores, demonstraram que o
crescimento do vacuolo de L. amazonensis foi visivelmente prejudicado em células
ATP6V0d2-kd, independente da ativacdo com IFN-y + LPS (Pessoa et al., 2019). No
entanto, diferentemente dos estudos supracitados, nossos resultados de contagem de
vacuolos demonstraram que ndo ha diferenca na quantidade nem no tamanho, em
média, dos VCCs desenvolvidos entre as células controle e knock down ao longo da
infeccdo. Adicionalmente, a quantificacdo de ATP6V0d2 ao decorrer da infeccao
mostrou que a presenca da C. burnetii ndo induz o aumento da expressao da
subunidade d2. Portanto, neste trabalho inferimos que o crescimento vacuolar durante
a infeccdo da bactéria C. burnetii em macréfagos ocorre de maneira d2-independente,
embora os vacuolos formados na infeccdo destes dois patégenos possuam nao
somente similaridade morfolégica, mas também tem como caracteristica o pH acido e

a intensa atividade das bombas v-ATPases (Veras et al., 1995).

Ao analisarmos a porcentagem de infeccdo de C. burnetii nos macréfagos
silenciados e nao silenciados para a subunidade d2 ao decorrer do tempo,
encontramos a mesma proporcdo de células NS e ATP6V0d2-kd infectadas,
demonstrando que a deficiéncia da subunidade d2 n&o afeta o processo de fagocitose
dos macrofagos RAW 264.7. Xia e colaboradores, que analisaram a infec¢do por
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) em macréfagos derivados de medula 0ssea
com expressao restrita de ATP6V0d2, relataram resultados indicando que a
ATP6V0d2 é necessaria para o clearance das bactérias fagocitadas, uma vez que as
células deficientes em ATP6V0d2 apresentaram maior quantidade de S. typhimurium
em seu interior (Xia et al., 2019), diferentemente de nossos resultados com a infec¢ao
de C. burnetii. Entretanto, também realizaram experimentos com macrofagos

incubados com FITC-dextran e néo relataram diferenca na marcacéo de FITC entre
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as células controle e as deficientes para a subunidade d2, indicando, assim como nés,
que a subunidade ATP6V0d2 nao diminui a capacidade fagocitica dos macréfagos
(Xia et al., 2019).

No processo supracitado de fagocitose e degradacdo de patogenos, ha
participacdo das duas isoformas da subunidade d da v-ATPase H+, dado que a
ATP6V0d1 participa ativamente da acidificacdo vacuolar (Wu et al., 2009), necessaria
para a atividade de enzimas degradativas e a ATP6V0d2 tem papel importante no
processo de fusdo de membranas, (Forgac, 2007; Xia et al., 2019). Neste trabalho
investigamos se, em decorréncia do silenciamento da ATP6V0d2, poderia ocorrer
superexpressao da isoforma d1 como mecanismo de compensacao, entretanto nossa
analise demonstrou o contrario do esperado, uma vez que em células ATP6V0d2-kd
houve uma diminuigéo, e ndo o aumento da expressao de ATP6V0d1. Acreditamos
gue isso possa ser explicado pelo fato de que as duas isoformas apresentam papéis
complementares, porém diferentes na via de autofagia (Xia et al., 2019), desta forma,
a diminuicdo da expressdo de uma nao seria capaz de induzir a superexpressao da
outra, uma vez que este processo ndo seria suficiente para completar a via autofagica

e consequentemente resultar na degradacao dos microrganismos.

Em nossos experimentos, somente as células ativadas e infectadas
apresentaram expressao aumentada de ATP6VO0d1, similar a quantidade encontrada
nas células controle. Uma vez que isoforma d1 € implicada na atividade regular da v-
ATPase de bombeamento de prétons, tendo participacdo ativa no processo de
acidificacdo das organelas e consequentemente na homeostase do pH das mesmas
(Smith et al., 2005), sugerimos que a ativacao juntamente com a presenca da bactéria
pode modular a expressdo celular desta subunidade como resposta ao ambiente

inflamatorio altamente desfavoravel.

A andlise dos dados obtidos pela quantificacdo de C. burnetii nos permitiu
observar que no ponto de 120 horas poés infeccdo, as células nédo silenciadas
apresentaram carga bacteriana notavelmente maior que as knock down, mostrando
que a falta desta subunidade faz com que ndo ocorra a sustentacéo da infeccdo em

tempos tardios.

Sugerimos que a contencdo da infeccdo em células silenciadas para a

subunidade d2 da v-ATPase ocorra devido ao aumento da atividade inflamatoria
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destes macréfagos, uma vez que ATP6V0d2 possui atividade anti-inflamatoria
(Murase et al., 2018). Corroborando com Pessoa e colaboradores, que relataram
aumento na expressdo de ATP6V0d2 em macrofagos durante a infeccdo por L.
amazonensis, sendo esta uma resposta induzida pelo parasita para permitir sua

sobrevivéncia no ambiente hostil e inflamatério dos VPs (Pessoa et al., 2019).

Nossos dados sobre a auséncia de VCCs em macrofagos infectados com C.
burnetii e ativados com LPS e IFN-y, corroboram com os dados encontrados por Howe
e colaboradores, que observaram que o 0xido nitrico inibe a replicacao de C. burnetii
e a maturacdo do VCCs em experimentos com células murinas L-929 infectadas com
C. burnetii e simultaneamente incubadas com TNF-a + IFN-y ou com 2,2'-
(hydroxynitrosohydrazino) bis-ethanamina, um composto doador de Oxido nitrico.
Nestes experimentos, células com aumento de éxido nitrico enddgeno (pela ativacao
com TNF-a + IFN-y) ou exdgeno (pela presenga do composto doador de NO) néo
apresentaram formacado de vacuolos espacosos, caracteristicos pela infec¢ao por C.
burnetii. Entretanto, quando adicionado inibidor de iINOS, a formacao de vacuolos foi
restabelecida (Howe et al., 2002). Nossos resultados mostraram que a producédo de
NO apéds 48 horas de infeccdo com C. burnetii nas células NS e ATP6V0d2-kd é
préxima de zero, porem ambas seguem o0 mesmo padrdo, aumentando nos grupos
infectados nas células somente ativadas. Quando realizamos simultaneamente a
ativacdo e a infeccdo com C. burnetii, a producdo chega em seu ponto mais alto,
podendo ser responsavel pela inibicdo da formacédo de VCCs observada em nossos

experimentos, corroborando os dados obtidos por Howe e colaboradores.

Para complementar nossos dados sobre producdo de NO e entender melhor
seu papel durante a infeccdo por C. burnetii, realizamos experimentos quantificando
a expressao de transcritos de mRNA de NOS2 (enzima produtora de grandes
guantidades de NO) (Macmicking et al., 1997) e arginase (enzima capaz de regular
negativamente a producéo deste composto) (Gaur et al., 2007), bem como realizado
por Pessoa e colaboradores (Pessoa et al., 2019). A andlise dos dados obtidos nos
permite observar expressao significantemente maior de NOS2 em células infectadas
submetidas a ativagdo com IFN-y + LPS, corroborando com nossos resultados
supracitados que mostraram pico de produgéo de NO justamente no mesmo grupo de
células, mais uma vez sem interferéncia do silenciamento da subunidade ATP6V0d2.

Diferente de nés, Pessoa e colaboradores observaram pico de expressao de NOS2
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em células somente ativadas, principalmente nas knock down, sendo a expressao
diminuida com a presenca do protozoario L. amazonensis apos 6 horas de infeccéo
(Pessoa et al., 2019), mostrando mais uma vez, diferencas no curso da infeccao de

C. burnetii e L. amazonensis.

Tanto nas células NS quanto nas ATP6V0d2-kd, a expresséo de arginase foi
significantemente inferior apenas nas células sem tratamento com IFN-y + LPS nem
infeccdo com C. burnetii, sugerindo que o aumento de sua expressdo seja um
mecanismo do proprio macrofago para tentativa de balanco do ambiente inflamatorio
causado pela presenca da bactéria e/ou ativacdo com IFN-y e LPS. Contradizendo
mais uma vez os dados apresentados por Pessoa e colaboradores, que observaram,
apos 72 horas de infeccdo, pouca expressao de arginase em macrofagos,
independente da ativacdo, sendo sua expressao aumentada apenas na presenca de
L. amazonensis, sugerindo que o parasita é capaz de induzir superexpressado desta
enzima para tornar o ambiente menos inflamatorio e consequentemente favoravel

para sua sobrevida e multiplicacdo (Pessoa et al., 2019).

Para comprovar a similaridade entre os vacuolos de C. burnetii e L.
amazonensis, realizamos um Unico experimento de coinfeccdo que demonstrou
principalmente que a L. amazonensis é capaz de invadir e se manter no interior dos
VCCs formados na infec¢do prévia por C. burnetii, assim como observado por Veras
e colaboradores (Veras et al., 1995). Observamos também um aumento consideravel
na infec¢do por L. amazonensis nos tempos tardios, presumimos que este fato pode
estar relacionado com a discrepancia da velocidade de multiplicacdo dos dois
patdgenos, sendo a taxa de divisdo da bactéria mais lenta, com tempo de geracéo de
aproximadamente 10-12 horas (Heinzen et al.,1999). Acreditamos que, como 0
protozoario L. amazonensis tem a capacidade de se multiplicar mais rapidamente,
com tempo de geracdo de aproximadamente 7 horas (Da Silva et al., 2013), é capaz
de romper a célula hospedeira, podendo assim infectar maior nimero de células em

tempos mais tardios de infeccao.

Por fim, verificamos que a quantidade de vacuolos espa¢osos em todos 0s
casos analisados é superior a quantidade de vacuolos reduzidos, sugerindo que a
presenca da L. amazonensis ndo impede nem auxilia na formacéo de vacuolos largos

pela bactéria. Apesar disso, notamos diminuicdo na quantidade de vacuolos totais
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formados durante a coinfecgao, acreditamos que pode ser decorrente do sofrimento
celular ao suportar a presenca dos dois patdbgenos e consequentemente menor
multiplicacdo das mesmas. Contudo, seriam necessarias repeticdes dos experimentos
de coinfeccdo para a realizacdo das analises estatisticas e obtencdo de resultados

mais concretos da interac@o entre os dois patdgenos neste ambiente inflamatério.
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6 CONCLUSAO

A ATP6V0d2 ndo tem participacao ativa na biogénese dos VCCs formados
durante a infeccéo por C. burnetii. Uma vez que os macrofagos knock down infectados
com a bactéria apresentaram VCCs espagosos € humerosos, mesma porcentagem
de infeccéo das células ndo silenciadas e ndo superexpressaram a subunidade d2 na
presenca da bactéria. Apesar disso, o silenciamento de ATP6V0d2 torna os
macréfagos mais inflamatoérios, acarretando assim no controle da infeccdo e
consequentemente diminuicdo da carga bacteriana. Por fim, sugerimos também que
o0 pico de producéo de oxido nitrico em macrofagos concomitantemente infectados e

ativados com IFN-y + LPS, relacionado com a maior expressdo de NOS2, é

responsavel pela inibicdo da formacédo de VCCs espagosos.
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