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O TRANSCRIPTOMA DOS ESPOROZOITOS DE Cryptosporidium parvum E
ESTAGIOS INTRACELULARES

RESUMO - Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. sao parasitos
intracelulares obrigatérios, pertencentes ao filo Apicomplexa. Estes parasitos
sao capazes de se desenvolver nas microvilosidades das células epiteliais do
intestino delgado de hospedeiros vertebrados, sendo potencialmente letais
em adultos e criancas imunodeficientes. Nao existem medicamentos eficazes
para controlar essa doenca e o desenvolvimento de medicamentos é
dificultado pela falta de métodos de cultura eficazes que atuam permitindo
deteccdo completa do ciclo de vida do parasito. Uma lacuna fundamental
existe em relacdo ao entendimento de como o0s esporozoitos de
Cryptosporidium spp. interagem com as células para iniciar a invasao e sua
replicacdo. Assim, foi estudada essa lacuna para explicar a distincédo entre
aspectos da biologia do Cryptosporidium spp. e a especificidade do
hospedeiro. Por meio de um ensaio de imunofluorescéncia detectou-se
separadamente parasitos ligados e que invadiram as células e qual foi sua
evolucdo ao longo de 2, 24 e 48 horas do parasitismo nas células
hospedeiras. Com base nos genes mais significativos nas analises LDA
(analise linear discriminante) e RDA (analise de redundéancia) e com maior
valor FPKM (fragmentos por quilobase de transcritos por milhdo de leituras
mapeadas), pode-se perceber uma diferenca significativa na expressao
génica desse parasito extracelular e intracelular. Os genes que mais se
expressaram em células incubadas por 48 horas apds a infecgao foram
analisados quanto as espécies biolégicas de Ontologia de Genes (GO) e
estes mostraram significativamente os processos enriquecidos e fungdes do
parasito intracelular. O conhecimento dos genes que sao mais expressados
pelo Cryptosporidium parvum é muito importante pelo fato de conhecer o
comportamento desse parasito nas células, e futuramente impedir sua
replicagéo celular, e desenvolver uma droga eficaz capaz de combater este

parasito. Diferengas significativas na expressdao génica foram detectadas,
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tanto em termos de diversidade quanto de perfil transcricional, por meio da
andlise de RNA-Seq de transcriptoma replicados intracelulares e
esporozoitos. Considerando que as fungdes enriquecidas do transcriptoma
intracelular sao relacionadas aos ribossomos e sintese proteica, enquanto dos
esporozoitos ndo possui uma assinatura funcional caracteristica. Genes
altamente expressos em esporozoitos parecem cumprir fungdes mais
especializadas enquanto nas células infectadas com C. parvum observamos

varias fungdes metabdlicas relacionadas a sintese proteica.

Palavras-chave: bioinformatica, criptosporidiose, excistagdo, expressdo génica,

RNA.
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THE TRANSCRIPT OF SPOROZOITES OF Cryptosporidium parvum AND
INTRACELLULAR STAGES

ABSTRACT: The protozoa of the genus Cryptosporidium spp. are obligate
intracellular parasites that belongs to the phylum Apicomplexa. These
parasites are capable to develop in the microvilli of epithelial cells of the small
intestine of vertebrate hosts, being potentially lethal in immunodeficient adults
and children. There are no effective medications to control cryptosporidiosis,
and drug development is hampered by the lack of effective culture methods
that act to allow the complete life cycle of the parasite. It is fundamental to
understand how Cryptosporidium spp. sporozoites interact with cells to initiate
invasion and replication. Thus, this subject has been studied to explain the
distinction between Cryptosporidium spp. biology and host specificity. By an
immunofluorescence assay we detected bounded parasites invading host cells
and their evolution over two, 24 and 48 hours. Based on the most significant
genes in the LDA (Linear Discriminant Analysis) and RDA (redundancy
analysis) analysis and with higher FPKM value (fragments per kilobase of
transcribed per million mapped readings), we can perceive a significant
difference in the expression of this extracellular and intracellular parasite. The
genes that most expressed in cells incubated for 48 hours after infection were
analyzed for the biological species of Ontology of Genes (GO) that show
significantly the enriched processes and functions of the intracellular parasite.
The knowledge of the genes that are most expressed by C. parvum is very
important in order to better understand the behavior of this parasite in the
cells, and in the future prevent its cellular replication and develop an effective
drug capable of countering this parasite. Significant differences in gene
expression were detected, both in terms of diversity and transcriptional profile,
by RNA-Seq analysis of replicated intracellular and sporozoite transcripts.
Considering that the enriched functions of the intracellular transcriptome are
related to the ribosomes and protein synthesis, the transcriptome of

sporozoites doesn't have a characteristic functional signature. Genes highly
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expressed in sporozoites seem to execute more specialized functions whereas

in cells infected with C. parvum we observed several metabolic functions

related to protein synthesis.

Keywords: bioinformatics, cryptosporidiosis, excystation, gene expression, RNA.



CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

1. INTRODUGAO

Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. sao parasitos intracelulares
obrigatdrios, pertencentes ao filo Apicomplexa, tem distribuicdo cosmopolita,
acometem 150 espécies de vertebrados e esta distribuido em 90 paises nos cinco
continentes. Trata-se de uma antropozoonose cosmopolita de interesse tanto da
patologia humana como animal, sendo considerado um dos protozoarios
patogénicos mais prevalentes em vertebrados (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000),
incluindo mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes (SLAPETA, 2013). Estes
parasitos sao capazes de se desenvolver nas microvilosidades das células epiteliais
do intestino delgado de hospedeiros vertebrados, sendo potencialmente letais em
adultos e criangas imunodeficientes (XIAO et al., 2004; CERTAD et al., 2017).

A rapida multiplicagao assexuada do parasito no epitélio do intestino delgado
compromete a fungcao desse 6rgdao, o que pode ocasionar uma diarreia severa,
levando a sérias consequéncias a longo prazo (KEUSCH et al., 2013). Nao existem
medicamentos eficazes para controlar a criptosporidiose, e o desenvolvimento
desses é dificultado pela falta de métodos de cultura eficazes que atuam permitindo
o completo ciclo de vida do parasito.

Os métodos comumente utilizados para cultivar Cryptosporidium spp.
(CURRENT e HAYNES, 1984) ndo suportam a conclusao do ciclo de vida desse
parasito, possivelmente devido a diferenciagcdo ineficiente de gametas e/ou
fertilizacdo deficiente. Os oocistos excretados nas fezes de animais infectados
naturalmente ou experimentalmente podem ser utilizados para infectar células
epiteliais cultivadas. Os oocistos liberam esporozoitos que sdo capazes de invadir
células hospedeiras no epitélio intestinal ou em cultura. Ap6és a invasao, os

esporozoitos se transformam em trofozoitos, os quais se dividem assexuadamente



originando os merontes de primeira e segunda geragao em um processo conhecido
como merogonia. Os estadios posteriores, especificamente a fase sexual do ciclo de
vida, ndo sao capazes de ocorrer em monocamadas de células convencionais.

Uma das maiores dificuldades em se realizar estudos com Cryptosporidium
spp. € o fato dele infectar células ileocecais humanas (HCT-8) e outras linhagens de
células epiteliais intestinais in vitro, entretanto, ndo completa seu ciclo de vida e
produz oocistos infectantes quando cultivada em uma monocamada tipica de cultura
de células (UPTON, et al,1994). Apds a infecg¢ao in vitro de uma monocamada de
célula hospedeira, o Cryptosporidium parvum progride por meio dos estadios de vida
assexuada (merozoitas dos tipos | e Il) e sexual (microgamonte e macrogamonte),
mas nenhum oocisto infeccioso viavel é produzido (FAYER e UNGAR et al., 1986).

Em comparagao com os organismos do filo Apicomplexa, a regulagéo génica
durante o ciclo de vida do Cryptosporidium spp. tem sido pouco estudada (MAUZY
et al., 2012, LIPPUNER et al., 2018). Refletindo os obstaculos técnicos enfrentados
pela pesquisa sobre esses parasitos, as analises do transcriptoma de
Cryptosporidium spp. baseadas em RNA-Seq séo limitadas a um estudo bastante
abrangente da expressao génica extra e intracelular de C. parvum no epitélio
intestinal de bezerros e em cultura de células (LIPPUNER et al.,, 2018) e a uma
andlise do transcriptoma do ciclo de vida de C. parvum em organoides
desenvolvidos a partir do intestino delgado e células epiteliais do pulmao (HEO et
al., 2018). Com o objetivo de melhorar a compreensao da regulagdo génica em
Cryptosporidium spp., foi realizada uma analise de RNA-Seq do transcriptoma de
Cryptosporidium parvum em oocistos, esporozoitos e monocamadas de células

infectadas.
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Conclusao

Por meio da analise de RNA-Seq de transcriptomas intracelulares e
esporozoitos, ambos replicados, foram detectadas diferengas significativas na
expressao génica, tanto em termos de diversidade quanto de perfil transcricional.
Considerando que as funcdes enriquecidas do transcriptoma intracelular sao
relacionadas aos ribossomos e sintese proteica, o transcriptoma dos esporozoitos
nao possui uma assinatura funcional caracteristica. Genes altamente expressos em
esporozoitos parecem cumprir fungdes mais especializadas enquanto nas células
infectadas com C. parvum observou-se varias fungdes metabdlicas relacionadas a

sintese proteica.
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