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RESUMO

Acanthamoeba castellanii € uma ameba patogénica de vida livre e natureza
ubiqua, predadora de inumeros fungos e bactérias. A intensa interagdo de A.
castellanii com microrganismos ambientais gerou condi¢gdes de pressao seletiva,
estimulando o desenvolvimento de novos fatores de viruléncia microbianos como
estratégia de sobrevivéncia a fagocitose amebiana. Quando comparadas amebas e
macréfagos de origem mamifera, ambos apresentam-se como fagocitos dotados de
ambientes intracelulares e mecanismos predatorios bastante similares. Desta forma,
hipotetiza-se que exista um ancestral comum entre essas células com capacidades
fagociticas semelhantes. Ademais, diversos microrganismos patoégenos predados por
amebas e que demonstram estratégias de sobrevivéncia intracelular em A. castellanii
também demonstram capacidade de infectar macréfagos mamiferos, como no caso
da levedura Cryptococcus neoformans, agente etiolégico da criptococose em
humanos. Considerando a hipétese que atribui aspectos da infecgdo da criptococose
em hospedeiros como adquiridas sob condigdes de ensaio adaptativo em relagdes
ambientais com A. castellanii, esse trabalho teve como objetivo identificar processos
controlados por proteinas conservadas em células de distintos organismos capazes
de fagocitar C. neoformans. Partindo de genes conhecidamente regulados em
macrofagos murinos na presenga de C. neoformans, foram identificados ort6logos
proteicos em A. castellanii. Com isso, sete genes ortélogos de ameba possivelmente
associados a fun¢des metabdlicas importantes durante a resposta a interagdo com C.
neoformans foram selecionados para analise transcricional. Dentre os resultados, os
P4hb, Uhrf1 e Hells apresentaram expressao diferencial equivalente a observada sob
as mesmas condigbes em macréfagos murinos: P4hb mostrou expressdo aumentada
e Uhrf1 e Hells foram reprimidos; esses genes codificam proteinas envolvidas em
mecanismos de resposta ao estresse, reparo de danos do DNA e proliferacio celular,
respectivamente. Visto que a interagdo entre C. neoformans e macréfagos é complexa
e ainda pouco entendida, este trabalho utiliza amebas como modelo para o estudo de

mecanismos antifungicos evolutivamente conservados entre células fagociticas.

Palavras-chave: Acanthamoeba castellanii. Cryptococcus neoformans. Fagocitose.

Genes ortologos. Real Time PCR.
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1 INTRODUGAO

1.1 Acanthamoeba castellanii E SUA INFLUENCIA AMBIENTAL

A espécie protista Acanthamoeba castellanii € uma ameba de vida livre, capaz
de parasitar humanos e com grande relevancia ecossistémica (GREUB; RAOULT,
2004). Apresenta-se sob duas formas celulares: cisto, estado dormente com atividade
metabdlica minima; ou trofozoito, forma ativa com crescimento vegetativo e fagocitose
de microrganismos (GRIFFITHS, 1974). Sua possibilidade de alternar entre estruturas
celulares frente a diferentes condicdes ambientais confere-lhe natureza ubiqua,
podendo ser encontrada em solos, agua ou ar. Essa caracteristica, dentre outras, fez
de A. castellanii predadora dos diversos microrganismos encontrados nesses
ambientes, os quais sdo capturados e digeridos em fagolisossomos. Sua atividade
fagocitica é associada a papéis ecologicos como o aumento da reciclagem de
nutrientes e grande influéncia na estrutura da microbiota ambiental (SIDDIQUI; KHAN,
2012a).

A intensa interagdo de A. castellanii com fungos, bactérias e virus, somada a
competigdo por nutrientes e a influéncia de fatores fisicos e quimicos, impés a esses
microrganismos ambientais predados condicbes de pressdo seletiva constante,
exigindo a evolugao para novas estratégias para sobrevivéncia. Essas tentativas de
adaptagdo foram selecionando novos determinantes de viruléncia que,
consequentemente, aumentaram a viruléncia microbiana e a resisténcia a predacao
por A. castellanii, tanto através do desenvolvimento de mecanismos que evitam a
fagocitose como por novos métodos de sobrevivéncia, reproducdo e escape (TOFT;
ANDERSSON, 2010). Nesse contexto, surgiram microrganismos resistentes a
amebas (MRASs), capazes de sobreviver em seu interior como parasitos ou de maneira
endossimbionte. Essa associacdo, que ocorre tanto com ambos microrganismos
intracelulares obrigatorios como facultativos, € uma condi¢gdo bastante estavel em
que ha reproducao microbiana (com ou sem lise celular) dentro da célula protista em
trofozoito e inclusive sobrevivéncia intracelular durante a fase de cisto (GUIMARAES
et al., 2016).

A ocorréncia desse processo, ao longo do tempo, fez com que amebas se
tornassem reservatérios ambientais de microrganismos potencialmente patogénicos

a mamiferos, uma vez que foram estabelecidas associacbes com diversas espécies
1



microbianas (inclusive com ocorréncia simultanea). A classificacdo de amebas como
"Trojan horses” deve-se a presencga, dentre os MRAs, de patdgenos responsaveis por
infecgdes humanas importantes, como, por exemplo, as causadas pelas leveduras
Candida spp. e Cryptococcus spp. (Figura 1); quando em mamiferos, esses fungos
infectam macrdfagos, células de defesa do sistema imune que também realizam
fagocitose (GILBERT; WHEELER; MAY, 2015; STEENBERGEN; SHUMAN;
CASADEVALL, 2001).

Figura 1. Imagens de microscopia durante interagdo entre Acanthamoeba castellanii e
Cryptococcus neoformans. Anadlises de interagao e fagocitose por microscopia eletrénica de
varredura (A) 30 minutos apds inicio da interagao; (B) 90 minutos apds inicio da interagéo.
Adaptado de (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

1.2 CONSERVAGAO EVOLUTIVA ENTRE CELULAS FAGOCITICAS

Apesar da distancia evolutiva entre os reinos Animalia e Protista, o ambiente
intracelular e as estratégias predatorias de A. castellanii se parecem muito com as
de macrofagos de mamiferos (BRINKWORTH; PECHENKINA, 2013). A fagocitose,
principal mecanismo compartilhado entre essas células, € utilizada como estratégia
para sequestrar e destruir material exdgeno no hospedeiro. Além disso, suas
estruturas celulares, mobilidade molecular e fisiologia bioquimica também apresentam
elevada similaridade (SIDDIQUI; KHAN, 2012a); algumas evidéncias sdo o
compartilhamento de receptores celulares para deteccdo exdgena, a deposi¢cédo do
material fagocitado em vacuolos e, posteriormente, a degradagao via secre¢ao de



enzimas lisossomais digestivas (GREUB; RAOULT, 2004) (Figura 2). Essas
informagdes sustentam a hipdtese evolutiva de um ancestral comum entre fagécitos,
podendo sugerir a origem de células mamiferas com fungdo imunoldgica
(BRINKWORTH; PECHENKINA, 2013).

Acanthamoeba spp. Macrofago alveolar

Tum Tum

Figura 2. Comparativo da morfologia celular de A. castellanii e macréfago alveolar. Adaptado
de (SIDDIQUI; KHAN, 2012a).

Além disso, a grande semelhanga com que alguns microrganismos infectam e
replicam-se em ambos fagocitos também sugere a existéncia de propriedades
compartilhadas entre hospedeiros. Portanto, a resposta de macréfagos e amebas a
exposi¢cao a patdogenos pode ser outro aspecto importante a ser estudado como
argumento a hipdtese evolutiva. Nesse contexto, a interagdo com o fungo C.
neoformans é um exemplo de infecgdo com reacdes em cascata semelhantes entre
fagocitos (GUIMARAES et al.,, 2016), com o sucesso do processo infeccioso
caracterizado pelo acumulo de vacuolos polissacaridicos e atividade de fosfolipases
conservadas como fatores de viruléncia em ambas as células (STEENBERGEN;
SHUMAN; CASADEVALL, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Infeccdo de macrofagos por C. neoformans. Apés a internalizagéo (A), é possivel que (B)
C. neoformans seja eliminado por mecanismos de defesa do macréfago; C. neoformans replique e
escape para o meio extracelular (C) com ou (D) sem lise do hospedeiro. (E) Também se estuda a
hipétese em que C. neoformans utiliza o macréfago como Trojan horse para disseminagao cerebral,
estratégia similar a aplicada com A. castellanii. Adaptado de (ZHANG; SUN; SHI, 2015).

1.3 Cryptococcus neoformans E CRIPTOCOCOSE

C. neoformans € uma levedura basidiomiceta sapréfita encontrada em diversos
ambientes, principalmente arvores e solos contaminados com excretas de pombos.
Também é um patdégeno ndo especifico e n&o obrigatorio que, em humanos, causa a
criptococose, uma infecgcédo oportunista do sistema nervoso central que pode resultar
em pneumonia e meningite severa em individuos imunocomprometidos, tais como
portadores de HIV, individuos recém-transplantados e pacientes sob tratamentos
imunossupressores (LIN; HEITMAN, 2006). Juntamente com Cryptococcus gattii,
outro agente etiologico da criptococose, causa aproximadamente 200.000 mortes por
ano no mundo (VALLABHANEN!I et al., 2016).

A infecgdo tem inicio através da inalacdo de esporos ambientais, que se
instalam no pulmao do hospedeiro antes de se disseminar pela corrente sanguinea
(Figura 4) (LIN; HEITMAN, 2006). E no pulm&o que macréfagos alveolares iniciam a
defesa do hospedeiro com a fagocitose fungica, tendo como barreira fatores de

viruléncia da levedura como sua capsula polissacaridica, a sintese de melanina e a
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secregdo de enzimas danosas as células hospedeiras (RIBEIRO et al., 2017). O
resultado dessa interagdo inicial entre patdgeno-hospedeiro é decisivo para a
capacidade de sobrevivéncia intracelular de C. neoformans, caracteristica
fundamental para a replicagcdo fungica e posterior desenrolar da infecgéo
(CHRISMAN; ALVAREZ; CASADEVALL, 2010).

Agentes de disper¢ao

K Fontes
- bientais . i
am Disseminagao
( Infecgdo hematogénica
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Figura 4. Ciclo infeccioso de Cryptococcus spp. A infecgao inicial ocorre no pulmao, quando os
esporos inalados do ambiente sdo ativados frente a condicdo imunocomprometida do hospedeiro.
Adaptado de (LIN; HEITMAN, 2006).

1.4 INTERACOES PATOGENO-HOSPEDEIRO E DESENVOLVIMENTO DE
MECANISMOS ADAPTATIVOS POR C. neoformans

Por ser um hospedeiro intracelular facultativo, € intrigante que a infecgao por
C. neoformans em humanos seja tdo complexa e sofisticada, principalmente pelas
condicbes de estresse oxidativo, nutricional e exposicdo a enzimas hidroliticas
encontradas no interior de macrofagos (SPRENGER et al., 2017); logo, questiona-se
sobre a origem de tamanha inesperada viruléncia (DELEON-RODRIGUEZ,
CASADEVALL, 2016). O ambiente em que C. neoformans é encontrado pode ser um

local adequado para a busca de hipbdteses sobre a eficiéncia de seu processo



infeccioso. Visto sua relacdo com predadores naturais amebianos, acredita-se que a
condicdo de exposi¢cao a sucessivas interagdes possa ter lhe propiciado um contexto
de “aprendizado”, servindo evolutivamente como ensaio adaptativo contra possiveis
interagbes futuras com macrofagos (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL,
2001). Portanto, aspectos da infecgao criptococica em humanos podem ter sido
adequagdes de mecanismos ja desenvolvidos por essas leveduras para lidar com a
presenca de amebas do ambiente. Conforme sugerido anteriormente, isto é
confirmado pela similaridade do programa de expressdo génica de amebas e
macroéfagos infectados por C. neoformans (DERENGOWSKI et al., 2013).

1.5 A. castellani COMO FAGOCITO MODELO EM ESTUDOS DE
INTERACOES PATOGENO- HOSPEDEIRO

Uma vez que a espécie A. castellanii foi inicialmente isolada como um
contaminante em uma cultura de Cryptococcus spp. por Castellanii (1930, apud
MOLMERET et al., 2005), este organismo tem sido utilizado como um modelo
importante para estudos de interagées entre amebas e leveduras (STEENBERGEN,;
SHUMAN; CASADEVALL, 2001). Resultados obtidos com esse modelo podem
identificar possiveis genes que codificam proteinas importantes nessa interagao
patdgeno-hospedeiro, ampliando o entendimento dos mecanismos de adaptagao de
patogenos predados por A. castellanii e de defesa de células fagociticas. Por isso,
estudos em amebas ocorrendo em paralelo aos de macrofagos séo interessantes
por auxiliarem no entendimento dessas interagcdes através da comparacao entre
mecanismos antifungicos de resposta a interagdo com C. neoformans
evolutivamente conservados (STRASSMANN; SHU, 2017). Além disso, o uso de
amebas como modelo € de relativa facilidade de manipulacio, além de possuir custo
reduzido e evitar questbes éticas que acompanham a infeccdo experimental de
mamiferos (GUIMARAES et al., 2016).

Considerando o uso da interagao entre A. castellanii e C. neoformans como um
modelo promissor para o entendimento de estratégias de viruléncia da levedura e de
imunidade ao parasito em macrofagos, esse trabalho buscou investigar proteinas
envolvidas em mecanismos antifungicos evolutivamente conservados entre

fagécitos. Partindo da hipotese de que existe correspondéncia entre o padrdo de
6



expressdo génica entre amebas e macrofagos murinos durante a infecgao por C.
neoformans, buscou-se identificar proteinas conservadas com papel importante

durante a modulagdo da resposta antifungica entre células fagociticas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar processos antifungicos regulados por genes conservados em células

de distintos organismos capazes de fagocitar C. neoformans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar em A. castellanii ortélogos de genes conhecidamente regulados

em macréfagos murinos pela presencga de C. neoformans;

b) Avaliar o padrdo de expressao dos genes de ortdlogos em A. castellanii

durante interacdo com C. neoformans.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISES In Silico

3.1.1 Produtos génicos murinos e seus respectivos Grupos de Ortdlogos
(OGs)

Os 169 genes dos quais os ortdlogos de A. castellanii deste estudo foram
selecionados referem-se aqueles que possuem expressao alterada em macréfagos
murinos quando estes sdo co-incubados com células de C. neoformans H99 (Quadro
1) (COELHO et al.,, 2015). A nomenclatura dos produtos génicos murinos foram
obtidos junto ao banco de dados ENSEMBL (SMEDLEY et al., 2015), sendo os Grupos
de Ortologos aos quais pertencem estes produtos génicos recuperados junto ao banco
de dados OrthoMCL (ALTENHOFF et al., 2013).

3.1.2 Proteinas de A. castellanii e correspondéncia de OGs

O proteoma predito de A. castellanii Neff foi coletado junto ao banco de dados
AmoebaDB (AURRECOECHEA et al.,, 2011) e avaliadas quanto a anotacdo de
Grupos de Ortélogos utilizando-se o servidor OrthoMCL (ALTENHOFF et al., 2013).
Proteinas pertencentes aos mesmos Grupos de Ortélogos dos genes murinos foram
entdo refinadas para analises de determinacdo de ortdlogos diretos por meio da
utilizacdo de BlastP Bidirecional (WOLF; KOONIN, 2012). Também foram
considerados resultados de analises de dominios conservados PFAM obtidos por
buscas na plataforma InterproScan (HUNTER et al, 2014).

3.1.3 Projeto de primers

As sequéncias nucleotidicas referentes aos transcritos dos genes ortdlogos
selecionados foram recuperadas do banco de dados AmoebaDB e primers foram
projetados utilizando o] software OligoExplorer v1.1.2
(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Oligo-Explorer.shtml). Parametros de



busca de primers foram configurados para resultados com tamanho entre 17 e 22 pb,

amplicons de 100 a 200 pb e valor de dG até -2 kcal/mol.. Os primers sintetizados

estao descritos na Tabela 1.

Quadro 1. Lista de genes diferencialmente expressos em macréfagos murinos quando
infectados por C. neoformans

1810011010Rik
2810428115Rik
4930453N24Rik
9230105E10Rik
A630033H20Rik
Acsbg1
Adam4
Aff1
Ankrd37
Anxa2
Apex1
Apold1
Appl2
Armex5
Arrb1
Arrdc3
Arsb
BC011426
Bhlhe40
Bnip3
Brcat
Ccl12
Ccl2
Ccl7
Ccng2
Cd5
Cdsé
Chaf1b

Chst11
Cish
Clec2d
Ctla2b
Ctse
Cycs
D330041HO3Rik
Ddit4
Dhx9
E330009J07Rik
Echdc3
Egin1
Egr2
Emp1
Eno2
Ero1l
Exo1
F10
Fabp4
Fbxo36
Fdft1
Firt2
Fosl1
Gasb
Gatsl3
Gbe1t
Glipr1
Glipr2

Girx
Gm10324
Gm10375
Gm10679
Gm11428

Gm2799
Gm2a
Gm4924
Gmb5617
Gm8165
Gprcba
Grhpr
Gsdmc4
Heatrbb
Hells
Higd1a
Hist1h3a
Hist1h3e
Hist1h3g
Hist2h3c1
Hmgb1
Hmox1
Hyal1

Id2

ler3

Ift74

Igf2bp2
I113rat

Ir2
Impdh2
ltgad
Junb
Krtap5-2
Lima1
Lrp2bp
Maff
Mat2a
Mboat1
Mir186
Mir297b
Mtss1
Mudeng
Mup1
Mup2
Mup7
Mxit1
Naglu
Nat6
Ndrg1
Nes
Niacr1
Nos2
Olfr263-ps1
Olfr47
Olfr50
Olfr804

P4hat
P4ha2
P4hb
Pdgfb
Pdia6
Pgd
Pgm2
Phlda1
Pitpnc1
Plau
PIk3
Plod2
Ppp1r3b
Prelid2
Ptges
Rgs1
Rhob
Ripk2
Rny3
Samd9l
Sdc3
Selenbp1
Selenbp2
Selk
Serpine1
Sfpq
Sh3pxd2a
Shmt1

Slc25a17
Sic2a1
Slc2a3

Slc39a10

Sic7a11
Snhg1
Snora41
Snora69
Snord115
Snord52
Speer8-ps1
Srrt
Srsf1
Srsf3
Terc
Tgfb3
Tiparp
Tmem65
Tmsb10
Tnfrsf9
Uhrf1
Wdhd1
Wdr76
Zc3h6
Zfp229
Zfp345
Zfp51
Zfp600
Zfp850
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Tabela 1. Sequéncias de primers para genes de A. castellanii utilizados em experimentos de
Real Time PCR

Primer Gene Sequéncia

ACA1_ACTINA Actina AGGTCATCACCATCGGTAACG (F)
TCGCACTTCATGATCGAGTTG (R)

ACA1_065240 Glutarredoxina CTCGGCGTCAACTTCACTG (F)
GTCGTTGCCACCAATGTG (R)

ACA1_173660 Catepsina E TACAGGCTGCTTTTCATCG (F)
CTTGGGGTTGGTCTTGAG (R)

ACA1_367160 Zinc finger CCCH 6 CGATAGCGGCAAGAGATTG (F)
CGAGTAGGGGCAGAGATCAC (R)

ACA1_222770 E3 ubiquitina ligase TGCGTACATCTGCTTTGAC (F)
CCAACCGAGGTCTTCTTG (R)

ACA1_144440 Helicase linfoide-especifica CCCTTCCTCCGTTCTTC (F)
AAGCCAGCAGCAGAGTAG (R)

ACA1_374090 Prolil 4-hidroxilase unidade B TGTCCTTGCCGAGTTCTAC (F)
GGTAACCCTGGATCTCAAAC (R)

ACA1_219770 F-box 36 ATCCCCATCCCATCTATCTG (F)
TGTGTCCATGTCGTAATAGCC (R)

3.2 ANALISES DE EXPRESSAO GENICA

3.2.1 Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

A linhagem H99 de C. neoformans foi empregada nesse estudo. As células
fungicas foram rotineiramente cultivadas em meio YPD (2 % glicose; 2 % peptona; 1
% extrato de levedura; 1,5 % m/v agar, quando cultivo solido). O pré-inéculo de C.
neoformans foi feito em frascos erlenmeyers com 20 mL de meio em shaker orbital
(200 rpm) a 30 °C durante 18 h. A linhagem Neff. de A. castellanii (ATCC 30010) foi
utilizada nesse estudo. O cultivo das células foi realizado em garrafas de cultura
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celular com meio PYG (2 % peptona; 0,2 % extrato de levedura; 1,8 % glicose; pH
6.5), em estufa a 30 °C.

3.2.2 Extracdo de RNA de ameba em interacdo com C. neoformans

Para avaliar a expressao génica das células de ameba durante a interagdo com
C. neoformans, 1.000.000 células de A. castellanii cultivadas conforme descrito foram
adicionadas a placas de 12 pogos contendo 1 mL de meio PYG e incubadas por2 h a
30 °C para adeséao superficial e formagao da monocamada. A mesma quantidade de
células de C. neoformans H99 previamente cultivada em YPD por 18 h foi lavadatrés
vezes com tampao fosfato salino (PBS) e inoculada nos pogos, marcando o inicio da
interagdo. A placa foi incubada a 30 °C novamente e amostras retiradas apos 2 h e 24
h do in6culo. Como controles, células de ameba na auséncia de células
leveduriformes incubadas por 2 e 24 h em meio PYG foram utilizadas.

ApoOs lavagem (PBS) dos pogos para remogéo de células leveduriformes nao
fagocitadas, as células de ameba tiveram o seu RNA total isolado, com o emprego do
reagente Trizol® (Invitrogen). Foram adicionados 750 pL de Trizol por pogo, agitou-
se vigorosamente para desfazer a monocamada e transferiu-se o volume para novos
tubos de microcentrifuga. Foi realizada uma etapa de lavagem adicional através de
centrifugacéo a 14.000 rpm a 10 °C por 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante
para novos tubos de microcentrifuga adicionou-se cloroférmio gelado, seguido de
agitacdo em vortex por 30 segundos. Apds 3 minutos a temperatura ambiente, outra
etapa de centrifugagédo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C foi realizada. Transferiu-
se a fase aquosa para um novo eppendorf seguida da adicdo de 500 uL de
isopropanol. A precipitacdo ocorreu a -20 °C por 45 minutos e, apos, descartou-se o
sobrenadante. Uma etapa de lavagem foi feita com etanol 70 % e aguardou-se a
secagem completa dos tubos. Por fim, adicionou-se 20 yL de agua DEPC e as
amostras foram armazenadas a -80 °C.

A quantificacdo foi feita por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific) e 1 ug de RNA foi tratado com 2 U da enzima RQ DNAse (Promega) por 30
minutos a 37 °C e 10 minutos a 65 °C, conforme especificagbes do fabricante, para

degradagao de DNA genbmico contaminante residual.
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3.2.3 RT-PCR e Real Time qPCR

A sintese de cDNA foi realizada incubando-se o0 300 ng de RNA purificado com
a enzima de transcriptase reversa ImProm-Il (Promega), conforme as recomendagdes
do fabricante. PCR em tempo real foi realizado com o sistema SYBR® Green PCR
Master Mix (Invitrogen) junto a plataforma StepOne™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) em placas de 48 pocos, conforme as instru¢des do fabricante.
O volume total por reacgédo foi 20 pL, contendo cerca de 10 ng de cDNA. Apds uma
etapa inicial de desnaturagao a 95 °C por 5 minutos, foram realizados 60 ciclos de 95
°C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por 15 segundos, seguidos por
uma etapa da curva de dissociacdo para avaliar a especificidade de amplificacao.

Cada amostra das triplicatas bioldgicas foi avaliada em triplicatas técnicas para
cada par de primers. Os resultados foram processados de acordo com o método 2
AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e a normalizagdo dos dados foi feita de acordo
com os niveis de transcritos do gene codificador de actina para A. castellanii. Analises
estatisticas foram realizadas por One-way ANOVA seguida de teste Tukey.
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4 RESULTADOS

Considerando trabalhos anteriores que descrevem conjuntos de genes
diferencialmente expressos em macrofagos murinos expostos a células de C.
neoformans (COELHO et al., 2015), partimos de 169 genes diferencialmente
expressos em macrofagos murinos frente a interagdo com C. neoformans e C.
neoformans H99 Heat Killed (HK) (Quadro 1) a fim de identificar ortélogos em A.
castellanii. Quando comparados com amostras controle do mesmo tempo, 35 desses
genes apresentaram seus niveis de transcritos alterados apdés 2 h do inicio da
interacdo, 92 apo6s 24 h do inicio da interagcdo, 54 apos 2 h na presenga de C.
neoformans H99 HK e 10 apds 24 h na presenga de C. neoformans H99 HK (Figura
5). Além disso, 13 dos genes murinos eram nao-codificadores de proteinas (Quadro
2).

H99 2 h

—

H99HK2h —

(38

H99 24 h

Figura 5. Diagrama de Venn ilustrando a distribuicao de genes diferencialmente expressos
durante interagcido com C. neoformans. Sdo considerados os genes diferencialmente expressos em
macréfagos expostos a células vivas (H99) ou mortas (H99 HK) de C. neoformans H99 por 2 ou 24 h
comparadas a nao infectadas.

Iniciamos com a identificagcdo das proteinas codificadas por esses genes
murinos e seus respectivos grupos de ortélogos. As correspondentes proteicas dos
genes identificados foram obtidas do banco de dados Ensembl e a determinagédo dos

OGs através do banco de dados OrthoMCL. Os resultados retornaram 459 proteinas
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codificadas, quantidade justificada pela ocorréncia de eventos de splicing alternativo;

dentre elas, 137 foram relacionadas a algum OG e, por isso, selecionadas para os
testes seguintes.

Quadro 2. Genes nao codificadores de proteinas diferencialmente expressos em macréfagos de
M. musculus durante interagdo com C. neoformans

D330041HO3Rik Snora41
Gasb Snora69
Gm10679 Snord115
Mir186 Snord52
Mir297b Speer8-ps1
Rny3 Terc
Snhg1

4.1 PROTEINAS DE A. castellanii E CORRESPONDENCIA DE OGs

A sequir, realizamos a busca por todas as proteinas codificadas pelo genoma
de A. castellanii, linhagem Neff., utilizando o banco de dados AmoebaDB. Dos 15.224
resultados obtidos, buscamos os respectivos OGs, novamente utilizando o banco
OrthoMCL. Obtivemos 14.210 resultados proteicos associadas a OGs.

Buscando por grupos ortdlogos compartilhados entre A. castellanii e M.
musculus, identificamos proteinas paralogas e ortdlogas. Foram encontradas 104
proteinas de A. castellanii com OGs compartilhados com 51 proteinas murinas,
considerando-se 45 diferentes OGs. Em paralelo, realizamos BlastP Bidirecional entre
todas as proteinas de M. musculus e A. castellanii para obtermos resultados de
ortdlogos diretos entre organismos; obtivemos 43 proteinas de A. castellanii com
ortdlogos diretos as proteinas de M. musculus selecionadas. A partir disso,
selecionamos os 38 resultados que apresentaram tanto OGs compartilhados como
correspondéncia direta via BlastP Bidirecional. Para refinar nossa selegéo, buscamos
por dados funcionais do banco Pfam via Interproscan como ferramenta adicional para
avaliacéo de proteinas candidatas. Por fim, selecionamos 7 proteinas (Tabela 2) com
possivel papel relevante em processos de modulagao da resposta antifungica.
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Tabela 2 Genes ortélogos selecionados em A. castellanii

G Ortélogo em M. Padréo de expressdo em Dominio conservado
ene
musculus M. musculus (PFAM)
ACA1_065240 Glrx Aumento - Cn 24 h Glutarredoxina
ACA1_173660 Ctse Aumento - Cn HK 24 h Proteinase aspartica
Proteina com dominio “dedo
ACA1_367160 Zc3h6 Aumento - Cn 24 h
de Zinco”
Proteina hipotética com
Uhrf1 Reducédo - Cn 24 h
ACA1_222770 dominio “dedo de Zinco PHD”
Proteina com dominio N-
ACA1_144440 Hells Reducédo - Cn 24 h
terminal da familia SNF2
Proteina com dominio
ACA1_374090 P4hb Aumento - Cn 24 h
isomerase dissulfeto
ACA1_219770 Fbxo36 Aumento - Cn 24 h Proteina com dominio Fbox

4.2 ANALISES DE EXPRESSAO GENICA

Utilizando as amostras de cDNA de A. castellanii, avaliamos o perfil de
expressao génica dos sete alvos selecionados (Tabela 3) com seus respectivos pares
de primers (Tabela 2). Dentre os genes avaliados, apenas 2 apresentaram niveis de
transcritos suficientes para analises posteriores: P4hb e Girx.

Observamos um aumento significativo na expressao de P4hb 24 h apds o inicio
da interagdo com C. neoformans, quando comparado com amostras controle do
mesmo tempo (Figura 6). Esse aumento ndo foi observado nas primeiras 2 h da
interagcdo. Uma vez que esse gene também é diferencialmente expresso nas
mesmas condi¢bes em M. musculus, o resultado sugere um possivel envolvimento
de P4hb em processos conservados relacionados a interagcdo com C. neoformans

entre espécies.
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Figura 6 Avaliagdo da expressao do gene P4hb de A. castellanii por Real Time qPCR a partir de
amostras de RNA extraido apés 2 h ou 4 h de interagdo com C. neoformans. Os valores de fold
change de P4hb foram normalizados utilizando-se resultados de Ct para transcritos de Actina. Os
resultados apresentam o valor mais ou menos o desvio padréo de cada condigéo realizada em triplicata
biolégica e triplicata técnica. Analise estatistica realizada por Student t test. **p<0,01.

Entretanto, o gene GIrx que, em M. musculus, também apresenta maior
expressao apods 24 h do inicio da interagdo com C. neoformans, quando avaliado em
A. castellanii apresentou significativa redugcéo da expresséo apds as primeiras 2 h da
interacado (Figura 7).
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Figura 7 Avaliagcao da expressao do gene Girx de A. castellanii por Real Time qPCR a partir de
amostras de RNA extraido apés 2 h ou 4 h de interagdo com C. neoformans. Os valores de fold
change de P4hb foram normalizados utilizando-se resultados de Ct para transcritos de Actina. Os
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resultados apresentam o valor mais ou menos o desvio padrao de cada condic&o realizada em triplicata
biolégica e triplicata técnica. Analise estatistica realizada por Student t test. **p<0,01.

Os valores de Ct dos demais genes (Ctse, Zc3h6, Uhrf1, Hells e Fbxo36) nao
puderam ser detectados para o Threshold utilizado. Isso pode ter acontecido por
niveis de expressao génica muito baixos, problemas durante a fase de anelamento
dos primers ou degradagao do RNA durante o processo de extragéo.

18



5 DISCUSSAO

E intrigante a eficiente capacidade de infeccdo de macréfagos mamiferos
apresentada por C. neoformans, levedura sapréfita encontrada em diversos
ambientes, principalmente solos e troncos. S&o frequentes as noticias de mortes
causadas por essa levedura oportunista (Braziliense, 2018; NORDESTE, 2018),
principalmente em estados com grande incidéncia de AIDS como o Rio Grande do Sul
(G1, 2017), o que demonstra a importancia de estudos continuos sobre mecanismos
envolvidos em interagbes desse patégeno com o hospedeiro. No ambiente, um dos
principais predadores de C. neoformans s&o amebas, protistas com as quais a
levedura interage intensamente e vem desenvolvendo estratégias de sobrevivéncia
intracelular (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

Quando comparadas caracteristicas da infeccdo de C. neoformans em A.
castellanii, protista patogénico de vida livre, e em macrofagos, observam-se diversos
aspectos conservados: desde o uso da fagocitose como forma de capturar
microrganismos extracelulares até a grande similaridade entre estruturas celulares e
ambientes intracelulares. Isso levou a sugestdo da hipdtese que propde que
macrofagos mamiferos e amebas tém ancestralidade compartilhada, o que explicaria
a similaridade entre seus processos de interagdo patdogeno-hospedeiro com a
levedura C. neoformans (BRINKWORTH; PECHENKINA, 2013).

Além de C. neoformans, diversos microrganismos patogénicos também séo
capazes de interagir e sobreviver a fagocitose de amebas do género Acanthamoeba:
outros fungos como Aspergillus fumigatus e Candida spp., bactérias como
Chlamydophila pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Mycobaterium spp. e
inclusive virus como os da familia Mimiviridae (GHIGO et al., 2008; GUIMARAES et
al., 2016). Essa diversidade de interagdes, também observada em outros géneros de
amebas, como Hartmanella e Naegleria (MOLMERET et al., 2005), reforcam a
hipétese que amebas podem ser utilizadas como modelos adequados para estudos
de mecanismos conservados importantes durante a infec¢ao por patogenos.

A grande maioria de processos metabodlicos relacionados ao sistema de
fagocitose e defesa de células hospedeiras esta associado ao funcionamento de
proteinas; essas estruturas sao produzidas a partir da modulagédo da transcricdo, e

posterior tradugéo, de genes perante a exposi¢ao a diferentes situagdes ambientais.
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Essa regulagao acontece durante interagbes com microrganismos, por exemplo, e tem
como objetivo a manutenc&o da homeostase celular (ASRAT; DAVIS; ISBERG, 2015).
Uma vez fagocitados, os microrganismos podem ser digeridos no interior de
fagolisossomos ou utilizar estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas ao longo do
tempo como forma de viabilizar sua sobrevivéncia e replicagéo intracelular. Assim,
diferentes proteinas sao ativadas frente as condi¢des descritas, atuando na resposta
antifungica do fagocito ou se tornando moduladas por fatores de viruléncia do
patogeno durante sua replicagdo e possivel exocitose celular (ZHANG; SUN; SHI,
2015). Devido a complexidade desses processos, ainda ha muito a ser estudado
quanto as fungdes proteicas associadas aos mecanismos de interacdo de fagécitos
com patégenos.

Visto isso, utilizamos um estudo recente (COELHO et al., 2015) em que foram
identificados 156 genes de macréfagos murinos que codificam proteinas com papel
importante na resposta a fagocitose de C. neoformans H99. Nesse trabalho, foram
identificados genes com expressao diferencial apos 2 h ou 24 h de exposicéo a células
de C. neoformans vivas ou mortas. Os 92 genes diferencialmente expressos apds 24
h de interagdo com C. neoformans vivo foram agrupados em quatro clusters de
acordo com suas fungbes: resposta imune, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de resposta a estresse ou proliferacéo, reparo do DNA e sobrevivéncia
(Figura 8). Considerando esses clusters génicos, buscamos investigar se o padrao
de expressdo dos ortdlogos em A. castellanii frente as mesmas condigbes seria
conservado com o de M. musculus.

Para isso, buscamos as proteinas codificadas pelos 156 genes murinos do
estudo e seus respectivos grupos de ortélogos. Uma vez que proteinas de diferentes
organismos pertencentes a um mesmo OG apontam para origem homologa e fungao
conservada, a comparagcdo entre OGs proteicos € considerada uma maneira
adequada de identificar possiveis proteinas-alvo envolvidas em mecanismos
conservados em espécies distintas. Assim, buscamos por proteinas protistas e seus
OGs para posterior comparagdo com os OGs murinos.

Inicialmente obtivemos todas as proteinas codificadas pelo genoma de A.
castellanii Neff., linhagem utilizada por nosso grupo de pesquisa, e identificamos seus
OGs correspondentes. A posterior comparagao entre OGs murinos e protistas resultou
em 104 proteinas de A. castellanii, algumas paralogas entre si, ortdlogas de genes
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murinos associados a fungdes metabdlicas importantes durante a resposta a interacao

com C. neoformans.
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Figura 8 Clusters funcionais (em laranja) de genes diferencialmente expressos em macréfagos
murinos apés 24 h de infecgdo com C. neoformans vivo. Imagem obtida do banco de dados STRING.
Adaptado de (COELHO et al., 2015).

Em paralelo, realizamos BlastP bidirecional de todas as proteinas de M.
musculus e A. castellanii. Essa pesquisa resultou em 43 proteinas de A. castellanii
que, quando comparadas com os resultados proteicos obtidos na etapa anterior de
OGs e selecionadas as correspondentes presentes em ambas pesquisas, permitiu a
reducdo de nossa selecao para 37 proteinas.

A fim de refinar ainda mais nossos resultados, realizamos buscas de dominios
proteicos dessas proteinas-alvo no banco de dados Pfam. Dentre os dominios
escolhidos, foram priorizados os que poderiam estar relacionados as funcgdes

metabdlicas dos clusters proteicos considerados inicialmente. Foram escolhidas 6
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proteinas obtidas de genes diferencialmente expressos apds 24 h de interagdo com
C. neoformans vivo e 1 proteina produto de gene diferencialmente expresso apés 24
h de interagcdo com C. neoformans HK (Tabela 3). A diferenca na modulagcédo da
expressao génica entre interagdes com C. neoformans vivo ou HK permite identificar
possiveis mecanismos de defesa e ativagcdo da resposta imune do fagdcito
desencadeados pela presenca estrutural de C. neoformans, ou ainda proteinas de
membrana que reconhecem a levedura e ativam a fagocitose.

A analise do padrao de expresséo génica foi realizada a partir da extragao de
amostras de RNA de A. castellanii Neff. apdés 2 h e 24 h de interagdo com C.
neoformans H99, conforme descrito nos Materiais e Métodos. A partir do RNA,
sintetizou-se o cDNA a ser utilizado nas reagdes de Real Time PCR. Normalizando os
resultados com o gene de Actina e comparando-os com amostras controle de células
de ameba n&o exposta a levedura nos diferentes tempos (2 h e 24 h), obtivemos niveis
de transcritos detectaveis para 2 dos 7 genes selecionados: prolil-4-hidroxilase 3 e
glutarredoxina.

Nossos resultados indicaram aumento da expressao de Prolil-4-hidroxilase B
(P4hb) ap6s 24 h do inicio da interacdo (Figura 6), assim como observado nos
resultados de macréfagos murinos. Esses dados sugerem que P4hb, gene que
codifica a subunidade B da enzima dissulfeto isomerase prolil-4-hidroxilase
(GORRES; RAINES, 2010), tenha atividade conservada entre células fagociticas.
Agrupada ao metabolismo de resposta ao estresse nos clusters proteicos, essa
enzima multifuncional € normalmente associada a processos redox durante a
formagdo, quebra e isomerizacdo de ligagdes dissulfeto. Esta envolvida em
modificagdes pods-traducionais irreversiveis de residuos de prolina em diversas
proteinas eucariotas, resultando em alteragcbes na conformacédo proteica e nas
interagcbes entre proteinas (ADAMS et al., 2018); esse resultado nos permite
hipotetizar que P4hb esta associado ao processo de folding proteico, modulando a
atividade de proteinas durante a interagcdo com C. neoformans. Além disso, o dominio
prolil-hidroxilase exerce papel importante para o metabolismo de oxigénio na célula,
controlando assim a atividade da enzima RNA polimerase Il, por exemplo (GORRES;
RAINES, 2010); isso também pode indicar um possivel papel de P4hb na modulagéo
dos niveis de transcricdo de genes durante condigbes de estresse, como o causado
pela exposicao a C. neoformans.
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Diferentemente do resultado em macrofagos, o gene Glutarredoxina (Glrx)
apresentou expressao reduzida quando comparada ao controle apds decorridas 2 h
de interagdo com C. neoformans (Figura 7). GIrx codifica uma enzima citoplasmatica
da familia de glutarredoxinas, proteinas que catalisam a redugdo reversivel de
glutationa com ligagdes dissulfeto (MORGAN et al., 2010). Essa atividade é de
grande importancia uma vez que modula complexos redox e vias de sinalizagcéo
celular, rotas que governam diversos processos celulares; dentre eles esta a via
glicolitica, motivo pelo qual GIrx pode ter sido associado ao metabolismo de
carboidratos nos clusters funcionais. Visto isso, hipotetizamos que a represséo de
Glrx observada em amebas reduziria atividades da via de glicolise e, assim,
diminuiria também a disponibilidade de carboidratos na célula hospedeira; esse
resultado pode ser devido a mecanismos de defesa de A. castellanii contra a
replicagdo fungica ou uma consequéncia da modulagao por C. neoformans a fim de
impedir a proliferacdo celular da ameba durante uma possivel estratégia de
exocitose, por exemplo. Essas possibilidades podem ser reavaliadas em estudos
futuros.

Os resultados de transcricdo ndo detectaveis dos demais 5 genes de A.
castellanii indicam provavel repressdao da expressao frente a interacdo a C.
neoformans. Para os genes E3 ubiquitina ligase (Uhrf1) e helicase linfoide-especifica
(Hells), esses dados foram conservados com o padrao de repressao da expressao
observado em Mus. musculus. Uma vez que ambos foram agrupados ao cluster do
metabolismo de proliferacdo celular, sobrevivéncia e reparo de danos do DNA,
sugerimos a hipétese de que houve modulagdo desses genes de A. castellanii por
fatores de viruléncia de C. neoformans, uma possivel estratégia de sobrevivéncia
intracelular no hospedeiro.

Ja os genes zinc finger CCCH 6 (Zc3h6) e F-box 36 (Fbxo36), mais expressos
em macrofagos murinos nas condigdes descritas, apresentaram padrao de expressao
diferente em A. castellanii. Além de nao produzirem niveis de transcritos detectaveis,
esses genes ndo foram associados a nenhum dos clusters metabdlicos de resposta
a C. neoformans. Resultados da literatura associam Zc3h6 a regulagcéo da ativagao
de macrofagos (LIANG et al., 2008) e Fbxo36 a formagao de complexos com funcéo
ubiquitina-ligase (FRASER; MARANCHUK; FOLEY, 2014; KALAM; FONTANA;
KUMAR, 2017). Acreditamos que estudos futuros possam auxiliar com melhores

dados para entendimento sobre o real papel imunologico dessas proteinas em
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fagocitos.

Catepsina E (Ctse), gene com expressdao aumentada em M. musculus quando
exposto a C. neoformans HK apo6s 24 h, ndo apresentou o mesmo resultado frente a
C. neoformans vivo. Esse gene codifica uma endopeptidase aspartica possivelmente
envolvida no processamento de antigenos e na maturacdo de enzimas secretoras
(FRANK et al., 2015). Podemos sugerir que, em A. castellanii, Ctse teve sua
expressdo reprimida por C. neoformans vivo como uma estratégia contra o
reconhecimento de peptideos antigénicos e consequente inibigdo do recrutamento
da maquinaria de defesa do hospedeiro; isso pode nao ter acontecido durante a
exposicdo de macréfagos a C. neoformans n HK. Porém, novos ensaios de
exposicdo de A. castellanii a C. neoformans HK nas mesmas condigdes sao
necessarios a fim de gerar resultados que possam melhor auxiliar com o
entendimento da modulagao de Ctse.

Por fim, dados da literatura que avaliam padrbes de expressédo génica de C.
neoformans apo0s a fagocitose por macroéfagos murinos e A. castellanii
(DERENGOWSKI et al., 2013) apresentam a modulagdo de genes com fungdes
similares as reguladas em fagdcitos deste trabalho (Figura 9). A comparagao entre
estudos sinaliza o protagonismo de certos processos metabodlicos durante interagdes
bioldgicas tanto no patégeno como no hospedeiro: reagdes redox, estresse oxidativo,
transcricao/traducio, metabolismo de carboidratos, replicagao e reparo do DNA. Uma
vez que a similaridade entre padrdes de expressao génicos entre fagocitos fortalece
a hipotese de ancestralidade imunoldgica compartilhada (SIDDIQUI; KHAN, 2012), a
mesma situagao observada entre patdogeno e hospedeiro pode reforgar um cenario de
coevolugdo e relagbes endossimbiontes sugerido pela hipotese da interagdo de
amebas com microrganismos no ambiente (GREUB; RAOULT, 2004).
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A B Il Biossintese de ergosterol
[ Estresse oxidativo
B Fosforilagdo oxidativa
[ Metabolismo de aminodcidos
Wl Metabolismo de carboidratos
B Metabolismo de lipidios
Bl Metabolismo de nitrogénio
W Metaboli dario
B outros
I Processos redox
(@ IQ

[ Transcri¢ao/Tradugdo

[ Transporte
Figura 9 Classificagdo funcional de genes de C. neoformans modulados apdés serem
internalizados por (A, B) A. castellanii ou (C, D) macréfagos murinos; (A) e (C) apresentam genes

I ubiguitinagio
8 Parede celular
induzidos e (B) e (D) genes reprimidos apds a interagcao. Adaptado de (DERENGOWSKI et al., 2013).

[ Replicagao

[l Ciclo do glioxilato

[ Proteina peroxissomal

] Reparo do DNA

3 via das pentoses-fosfato
[ Chapeirona
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6 CONCLUSAO

Os resultados da expresséo de genes ortélogos de macréfagos murinos emA.
castellanii obtidos neste trabalho permitem-nos sugerir proteinas possivelmente
conservadas em processos de diferentes fagocitos de C. neoformans. P4hb, Uhrf1 e
Hells s&o genes que codificam proteinas envolvidas principalmente nos metabolismos
de resposta ao estresse, reparo de danos do DNA e proliferagdo celular,
respectivamente; esses genes apresentaram expressao diferencial equivalente a
observada sob as mesmas condigdées em macrofagos murinos, forte indicagado de
conservacgao entre processos intercelulares.

Além disso, validamos o uso de amebas como modelo representativo para o
estudo e continuo esclarecimento de mecanismos envolvidos na resposta patégeno-

hospedeiro, reforgando a hipétese evolutiva entre amebas e macréfagos.
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