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O TRANSCRIPTOMA DOS ESPOROZOITOS DE Cryptosporidium parvum E
ESTAGIOS INTRACELULARES

RESUMO - Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. sdo parasitos
intracelulares obrigatorios, 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 doengca e o desenvolvimento de medicamentos é
dificultado pela falta de métodos de cultura eficazes que atuam permitindo
detecgdo completa do ciclo de vida do parasito. Uma lacuna fundamental
existe em relagdo ao entendimento de como os esporozoitos de
Cryptosporidium spp. interagem com as células para iniciar a invasao e sua
replicagdo. Assim, foi estudada essa lacuna para explicar a distingdo 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 redundancia) 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 infecgdo foram
analisados quanto as espécies bioldgicas de Ontologia de Genes (GO) e
estes mostraram significativamente os processos enriquecidos e fungdes do
parasito intracelular. O conhecimento dos genes que sdo 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 expressdo 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 s&o 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). Apd6s a infecgao 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 sao 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.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Analise RNA-seq

A analise comparativa de RNA-Seq pode ser explorada para descobrir
moléculas e pontos criticos no desenvolvimento do parasito entérico. Recentemente,
foram usadas essas abordagens para destacar perfis de expressdo no
desenvolvimento de Toxoplasma gondii no intestino delgado do gato (WALKER et
al., 2015) e de Eimeria tenella no ceco de galinhas (WALKER et al., 2015).
Estratégias tem sido utilizadas para comparar estadios de C. parvum desenvolvidos
a partir epitélio do intestino delgado de bezerros infectados experimentalmente e
propagados in vitro. Estes ultimos, proliferam eficientemente merozoitos, mas
aparentemente ndo tem a capacidade de diferenciar-se em oocistos na cultura
celular, e tem a interrupgao do ciclo, sendo uma das dificuldades na execugéao de
estudos in vitro para o protozoario Cryptosporidium spp. Assim, tem sido usada a
andlise comparativa da expressdao génica como meio de identificar fatores que
possam ser relevantes para o desenvolvimento sexual e formagado de oocistos
(LIPPUNER et al., 2018).

O RNA-seq fornece uma maneira revolucionaria de desvendar a transcrigao
usando tecnologias de sequenciamento de alto rendimento para gerar centenas de
milhdes de leituras curtas de moléculas de RNA (WANG et al., 2009, BYRON et al.,
2016, CONESA et al.,, 2016). Como dados brutos de RNA-seq, as leituras curtas
geralmente exigem centenas de Gigabytes de armazenamento. Quando s&o
posteriormente montadas ou alinhadas a partir de um genoma de referéncia
(genoma humano) para produzir um transcriptoma usando ferramentas de
montagem ou alinhamento como Hisat2, Bowtie, SOAPdenovo-Trans, SOAP3 ou
HTSeq (LUO et al., 2013; XIE et al., 2014). Como um mapa de transcri¢ao ao nivel
do genoma, o transcriptoma consiste nos niveis de expressao de todos os genes
transcritos e a expressao de cada gene é representada como o numero de leituras

curtas mapeadas no gene no alinhamento ou montagem (MARIONI et al., 2008). De



fato, o gene da terminologia se refere a caracteristicas bioldégicas mais gerais na
transcricdo, como um gene, exon ou transcrito (ANDERS e HUBER, 2010;
ROBINSON e OSHLACK, 2010; HAN, 2017).

2.2. Expressao Génica

A molécula de RNA que serve de molde para a tradugcao € chamada de RNA
mensageiro (MRNA) e a tradugdo é a producgado de proteinas por meio do codigo
presente nas moléculas de mRNAs. A expressdo de um gene é justamente a
formacao de transcritos a partir de um determinado gene, podendo seu nivel ser
influenciado por algum fator, como por exemplo, o ambiente, que pode alterar o
metabolismo de um individuo, e esse influenciar, inibindo ou estimulando, o nivel de
expressao de alguns genes relacionados a tal mudanga (ZAHA et al, 2003; SOUZA,
2015).

No sentido de compreender a biologia do oocisto de coccideo, avangos
significativos tem sido realizados, incluindo o sequenciamento dos genomas de C.
parvum (ABRAHAMSEN et al., 2004), Cryptosporidium hominis (XU et al., 2004),
Cryptosporidium muris (CryptoDB, 2011), e T. gondii (KHAN et al., 2005). Essas
bases de dados genbmicas tem sido fundamentais na identificacdo de possiveis
alvos de drogas contra esses patégenos e no aumento do conhecimento da relagao
parasito-hospedeiro (SEE et al., 2012). Essas interagdes entre protozoarios e células
hospedeiras envolvem trocas de moléculas distintas de ambos os lados (SIBLEY,
2004).

Varias proteinas de C. parvum sao importantes para a sua relagao nas células
epiteliais do hospedeiro e estdo envolvidas no desenvolvimento intracelular do
parasito (SIBLEY, 2004; O'CONNOR et al., 2007).

Vale mencionar o conhecimento de que varios transcritos de RNA de C.
parvum com baixo potencial de codificacdo de proteinas sao seletivamente
distribuidos em células epiteliais do intestino delgado durante as interagdes parasito-
hospedeiro e podem modular a transcricdo génica em células hospedeiras
infectadas (WANG et al., 2016; MING et al., 2018).



A biologia molecular desses estadios de vida sexual e assexuada € pouco
compreendida, porque cada estadio existe apenas como uma fragdo da infecgao
total por Cryptosporidium spp., e estas sao diminuidas em tamanho pela célula
hospedeira. Para facilitar o estudo dos estadios do ciclo de vida de Cryptosporidium
spp. que ocorrem apds a infecgdo da célula hospedeira, um protocolo de
enriquecimento foi desenvolvido para isolar os estadios pds-infecgdo das células
hospedeiras infectadas. O enriquecimento é ainda mais complicado pela localizagao
celular de parasitos C. parvum quase intracelular, intermembrana na célula
hospedeira, o que sugere que esses parasitos, a menos que sejam liberados como
merozoitos, podem sedimentar com as fragdes da membrana celular (KISSINGER et
al., 2018).

A tecnologia RNA-Seq oferece a vantagem de estudar concomitantemente o
transcriptoma de maneira quantitativa (expressao génica) e qualitativamente
(estrutura génica). Esta tecnologia revolucionaria tem proporcionado uma visao sem
precedentes sobre a complexidade dos transcriptomas de eucariontes descobrindo
uma variedade de novos RNAs nao-codificadores com fungdes reguladoras.
Qualquer experiéncia de RNA-Seq inicia-se com uma populagdo de moléculas de
RNA de uma célula ou tecido, que sao fragmentadas e convertidas em DNA de
cadeia dupla por uma enzima de transcriptase reversa. Bilhdes de sequéncias de
leitura curta sdo geradas a partir de um unico processo realizado pela maquina de
sequenciamento de alto rendimento (os sequenciadores de escala de produgao mais
amplamente usados sao a série HiSeq da lllumina) (ESTEVE-CODINA, 2018).

A partir de um genoma de referéncia, algoritmos de mapeamento sao
alinhados as leituras do sequenciamento. Finalmente, uma ferramenta de
quantificacdo conta o numero de leituras mapeadas para cada gene. Embora, o
processamento de dados é altamente automatizado por meio de técnicas de
bioinformatica padronizadas, uma certa variabilidade ¢é observada, pois, sao
utilizados diferentes parédmetros de mapeamento dependendo se as espécies
estudadas é um procarionte (isento de intron) ou de um eucarionte (varios introns).
Existe uma variedade de configuragdes de mapeamento e quantificacdo, métodos

estatisticos para processamento das sequéncias e analise de dados de RNA-Seq,



entretanto, n&o existe uma padronizagao estabelecida para essas analises
(ESTEVE-CODINA, 2018).

2.3. Ontologia de Genes

Na area de Bioinformatica, as ontologias e outros esquemas terminoldgicos
vem sendo usados, por exemplo, como mecanismo para representagcao de
conhecimento do dominio e como importante referéncia para anotacdo de dados
gendmicos (BELLOZE et al., 2007). Uma iniciativa importante foi a criagao de termos
especificos de Ontologia Génica. Os termos GO (pronuncia- se como o verbo “ir” em
inglés) tem relagdes hierarquicas no formato de uma arvore, na qual as folhas
especificam as fungdes ou processos gerais. Paralelamente ao progresso da
construcdo de ontologias, outro consoércio, GOA (Gene Ontology Annotation), atribui
os termos a sequéncias. Assim, surgiram entdo abordagens como o BLAST2GO
(CONESA et al.,, 2005), que classifica populagbes de sequéncias, como as de
diferentes transcriptomas, segundo as ocorréncias de termos GO, e pode-se
perceber o enriquecimento de transcritos relacionados a determinadas fungbes ou

processos, em resposta a um desafio.

2.4. Criptosporidiose

Em 1907, Ernest Edward Tyzzer fez sua primeira observacdo de que as
glandulas gastricas de uma variedade de camundongos frequentemente continham
um parasito distinto e em 1910 identificou como Cryptosporidium muris (TYZZER,
1910). Depois identificou esse novo género como nova espécie isolada do intestino
de camundongos e a denominou C. parvum (TYZZER, 1912). O segundo parasito foi
considerado uma nova espécie, porque produziam oocistos de tamanho menor, cuja
localizagdo da infecgao era apenas no intestino delgado. Durante parte da década
de 1970 e década de 1990, acreditava-se que Cryptosporidium spp. consistia em

apenas duas espécies; um, C. muris, que infecta a mucosa gastrica de mamiferos e



produz grandes oocistos, e o outro C. parvum, que infecta todos os mamiferos e
produz oocistos menores (TZIPORI et al., 1980).

O género Cryptosporidium pertence ao filo Apicomplexa (possui complexo
apical), classe Sporozoae (apresenta estadios de reproducdo sexuada e assexuada
com formagdo de oocistos), subclasse Coccidia (ciclo de vida envolvendo
merogonia, gametogonia e esporogonia), ordem Eucoccidiida (ocorre esquizogonia),
sub-ordem Eimeriina (com formacédo de macrogametas e microgametas). Pertence a
familia Cryptosporidiidae, caracterizada pela presenga de oocistos contendo quatro
esporozoitos e por auséncia de esporocistos (PLUTZER e KARANIS, 2009). Por
possuir algumas caracteristicas peculiares, diferencia-se de outros coccidios pela
sua localizagao extracitoplasmatica, pela estrutura de sua parede, possui uma
barreira protetora complexa, constituida por uma camada dupla de lipoproteinas e
uma matriz de hidrato de carbono, por sua capacidade de autoinfecgao e resisténcia
a muitos antiparasitarios (THOMPSON e PALMER; O'HANDLEY, 2008; PLUTZER e
KARANIS, 2009).

Em pessoas saudaveis, o parasito provoca enterocolite aguda e autolimitada,
ou seja, de auto cura, espontanea. Em imunocomprometidos, como portadores da
SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), sdo observadas evacuagbes
frequentes e volumosas, com consideravel perda de peso. O periodo de incubacgao
pode variar de poucos dias até duas semanas em imunocompetentes e pode se
tornar cronica em estados de imunossupressao (OLSON et al., 2004).

Em relagdo aos métodos parasitoldgicos, sao utilizados a coloragdao negativa
com verde malaquita, Kinyoun, coloragao por Ziehl Neelsen modificado ou safranina
azul de metileno, valendo ressaltar que oocistos do género em questao, sdo muito
pequenos e as vezes muito semelhantes. Em casos em que existem poucos
oocistos em amostras fecais, ou na vigéncia de duvidas quanto ao diagndstico,
preconiza-se a confirmagdo por meio da combinagcdo dessas técnicas, ou de
preferéncia a utilizagdo de técnicas mais especificas, como a reagdo em cadeia de
polimerase (MEIRELES, 2010).

Métodos moleculares sao necessarios para identificar espécies, gendétipos e
subtipos de Cryptosporidium spp., sendo fundamentais para determinar o agente
responsavel pela infecgdo e a via de transmissao (XIAO e RYAN, 2008; DEL COCO



et al., 2013). No entanto, o custo relativamente elevado dos métodos moleculares
tem limitado a sua aplicagdo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(HAQUE et al., 2007).

O sequenciamento dos genes que codificam o rRNA 18S, actina, HSP70 e o
GP60 (glicoproteina de superficie do esporozoito) sido utilizados também para
identificar espécies e ocasionalmente os gendtipos constituintes das espécies C.
parvum, C. hominis e Cryptosporidium meleagridis. Devido ao seu potencial
zoonotico e diversidade intraespecifica, ferramentas para subtipagem foram
desenvolvidas para C. parvum. O método de subtipagem mais utilizado é a analise
de DNA da glicoproteina de 60 k-Da (GP60) (XIAO, 2010).

A principal limitagdo que impede o progresso na descoberta de novas drogas
terapéuticas antiparasitarias contra Cryptosporidium spp. € em grande parte o
resultado de seu distinto metabolismo de outros parasitos apicomplexos, a escassez
de ferramentas de modificagdo genética disponiveis, e até recentemente, a falta de
um sistema de modelo animal para validar a eficacia do farmaco in vivo. Atualmente,
apenas a droga aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), a nitazoxanida,
tem sido amplamente utilizada contra Cryptosporidium spp. em criangas e pacientes
imunocompetentes, no entanto, ¢é considerada ineficaz em individuos
imunocomprometidos (IMBODEN et al., 2010).

Algumas medidas preventivas auxiliam na diminuicdo da transmissao dessa
doenga, como programas de educagao e cuidados com a higiene pessoal, a
lavagem das maos apds o contato com animais diarreicos, destino adequado das
fezes, evitar o consumo de leite cru, filtragem ou fervura da agua para consumo,
possuir o conhecimento sobre a ineficacia dos desinfetantes quimicos comumente
utilizados contra os oocistos sdo medidas profilaticas que reduzem a possibilidade
de transmissao desse protozoario para os seres humanos (KIANG et al., 2006;
YANG et al., 2013).

Ainda ndo existem vacinas para prevenir a infecgdo com Cryptosporidium spp.
e poucas opgdes quimioterapéuticas para o seu tratamento (CHECKLEY et al.,
2015). Novas oportunidades para descobrir drogas sao inerentes a disponibilidade
de genoma de bancos de dados de sequéncias para C. parvum (ABRAHAMSEN et
al.,, 2004) e C. hominis (ABRAHAMSEN et al., 2004) e o desenvolvimento de



tecnologias para a manipulacdo genética do parasito (VINAYAK et al.,, 2015;
LIPPUNER et al., 2018).

OBJETIVO GERAL

Investigar a resposta das células hospedeiras a partir de uma infecgéo por
esporozoitos de Cryptosporidium parvum, analisando as diferencas entre as

expressodes génicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar por meio da imunofluorescéncia a evolugao da infecgao no interior das
células depois da inoculagdo de esporozoitos de Cryptosporidium parvum e
incubados por 2, 24 e 48 horas a 37°C e 5% CO:

Avaliar o mapeamento do genoma de amostras de Cryptosporidium parvum
em células de Bos taurus ao longo do tempo de 2, 24 e 48 horas, esporozoitos e
oocistos.

Comparar as fungdes significativamente enriquecidas no transcriptoma das
amostras com apenas esporozoitos e das amostras da célula hospedeira incubadas
por 48 horas e infectadas com C. parvum com base na analise dos valores de FPKM

significativos nas analises de LDA e RDA.
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Resumo

Ha uma lacuna fundamental em relagdo ao entendimento de como esporozoitos
de Cryptosporidium spp. interagem com as células para iniciar a invasdo e
replicacdo. Desta forma foi realizado um estudo para explicar a distingdo entre os
aspectos de sua biologia e a infectividade do hospedeiro. Por meio de um ensaio de
imunofluorescéncia, foram detectados separadamente esporozoitos/trofozoitos

ligados e que invadiram as células e qual foi sua evolugédo ao longo de 2, 24 e 48
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horas do parasito nas células hospedeiras. Identificou-se a resposta da célula
hospedeira a uma infecgéo por Cryptosporidium spp. no periodo de 2, 24 e 48 horas
examinando o transcriptoma e expressao génica do esporozoito/trofozoito com as
células. Com base nos genes mais significativos nas analises LDA (Linear
discriminant analysis) e RDA (Redundancy analysis) e com maior valor FPKM
(Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads), pode-se perceber
uma diferenga significativa na expressao das formas evolutivas do Cryptosporidium
parvum extracelular e intracelular. Os genes que mais expressaram em células
incubadas por 48 horas apds a infecgdo foram analisados quanto as espécies
biolégicas de Gene Ontology (GO) que mostram significativamente os processos
enriquecidos e fung¢des do parasito intracelular. O conhecimento dos genes que sao
mais expressados por Cryptosporidium parvum é muito importante pelo fato de se
conhecer o comportamento dos esporozoitos/trofozoitos de Cryptosporidium parvum
nas células, e futuramente impedir sua replicagcdo celular e desenvolver uma droga
eficaz capaz de combater este parasito. Deste modo foram detectadas diferengas
significativas na expressao génica, tanto em termos de diversidade quanto de perfil
transcricional, por meio da analise de RNA-Seq de transcriptomas replicados
intracelulares e esporozoitos. Considerando que as fungdes do transcriptoma
intracelular relacionadas aos ribossomos e sintese proteica sao altamente
enriquecidas, ficou demonstrado neste estudo que o transcriptoma dos esporozoitos

nao possui uma assinatura funcional clara.

Palavras-chave: excistagdo, RNA, bioinformatica, criptosporidiose.

Introducgao

Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. sao parasitos intracelulares
obrigatdrios, 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 criangas
imunodeficientes (Xiao et al., 2004; Ryan & Hijjawi, 2015; Certad et al., 2017).
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Com o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) na
década de 1980, relatos de infecgdes oportunistas foram associados ao
Cryptosporidium spp. e esse passou a ser considerado um importante patégeno em
seres humanos (Fayer, 2010; Cieloszyk et al., 2012). Esse coccideo foi incluido na
Iniciativa das Doencgas Negligenciadas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) por
sua estreita relagdo com a populagéo de baixo poder aquisitivo, precarias condi¢coes
de saneamento basico e péssima qualidade da agua consumida. Geralmente, a
populagdo com essas caracteristicas apresenta um sistema imune comprometido
(Savioli et al. 2006; Assis et al., 2013).

As principais espécies causadoras da criptosporidiose em humanos sao
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis (Ryan et al., 2014; Moore et al.,
2016). As formas de transmissao documentadas sado de animais para os humanos,
de pessoa para pessoa e de animal para animal, por meio de ingestao de alimentos
ou do uso de agua destinada a lazer que sao contaminados direta ou indiretamente
com residuos fecais com oocistos esporulados (Smith et al., 2006; Widmer et al.,
2012; Maikai et al., 2013).

Os tratamentos com medicamentos sdo ineficazes e ndo ha vacina. O unico
farmaco atualmente aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da criptosporidiose € a Nitazoxanida. No entanto, essa droga tem uma
grande desvantagem de nao ser eficaz em individuos imunocomprometidos e
criangas desnutridas (Shoultz et al., 2016).

Os métodos comumente usados para cultivar Cryptosporidium spp. (Current &
Haynes, 1984) nao propiciam a conclusao do ciclo de vida, possivelmente devido a
diferenciagao ineficiente de gametas e fertilizagcdo. Os esporozoitos adicionados as
células epiteliais cultivadas tornam-se intracelulares, se transformam em trofozoitos
e se dividem assexuadamente para gerar merontes de primeira geracdo. Na fase
sexuada do ciclo de vida do protozoario, este ndo € capaz de se diferenciar em
monocamadas de células convencionais, mas tem sido observado sistema bifasico
mais sofisticado (Morada et al., 2015). Nesse estudo propusemos identificar e
explicar as fungdes metabdlicas e diferentes estruturas envolvidas na infecgao por

C. parvum. Para tanto, analisou-se o transcriptoma de células MDBK (Madin-Darby
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Bovine Kidney - células renais bovinas) e do parasito identificando respostas
celulares que afetam a fixagao, invasao e replicacéo do referido protozoario.

Na area de Bioinformatica, as ontologias e outros esquemas terminoldgicos
vem sendo usados, por exemplo, como mecanismo para representacao de
conhecimento do dominio e como importante referéncia para anotacdo de dados
gendmicos (Belloze et al., 2007). Uma iniciativa importante foi a criacdo de termos
especificos de Ontologia Génica. Os termos GO (pronuncia- se como o verbo “ir” em
inglés) tém relagdes hierarquicas no formato de uma arvore, na qual as folhas
especificam as fungbes ou processos gerais que classifica populagbes de
sequéncias, como as de diferentes transcriptomas, segundo as ocorréncias de
termos GO, e pode-se perceber o enriquecimento de transcritos relacionados a
determinadas fung¢des ou processos, em resposta a um desafio (Conesa et al.,
2005).

O objetivo deste estudo foi investigar a resposta das células hospedeiras a
partir de uma infecgdo por esporozoitos de C. parvum, analisando as diferencas

entre as expressdes génicas.

Material e Métodos

Obtencao dos oocistos

Oocistos e esporozoitos de Cryptosporidium spp. ndo podem ser produzidos
em cultura. Dessa forma, as células em monocamadas foram infectadas com
oocistos de C. parvum obtidos de camundongos infectados como descrito a seguir.

Os oocistos foram obtidos a partir de fezes de camundongos CD1 ou
Knockouts criados no laboratorio Charles River. Os animais foram mantidos na
Tufts Cummings University em gaiolas especiais para colheitas de fezes. A
dimensao da gaiola era de 10 cm de largura, 20 cm de comprimento e 15 cm de

altura, ela apresentava uma grade metalica na qual os camundongos permaneciam
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suspensos e suas fezes isoladas na parte inferior da mesma, facilitando o
recolhimento. Pela técnica da coloragdo Ziehl Neelsen modificada foi investigada a
eliminacao de oocistos de Cryptosporidium spp. Os oocistos foram extraidos de um
gradiente de densidade de 10% a 25% de Nycodenz (Alere Technologies, Oslo,
Noruega) (Widmer & Tanriverdi, 2004). Tanto os oocistos quanto os esporozoitos
utilizados no experimento foram de Cryptosporidium parvum e o nome do isolado foi
MD (Okhuysen et al., 2002).

Preparo dos esporozoitos

Os esporozoitos de Cryptosporidium parvum foram isolados utilizando esferas
imunomagnéticas (Dynabeads G. Invitrogen. Ref. 10003D). Uma pequena aliquota
dos mesmos foi adicionada em PBS (phosphate buffered saline), em uma diluicao de
1:10, no hemocitdmetro para determinar a concentragdo das amostras. Cada
amostra do experimento continha 1,5x10” oocistos de C. parvum.

Primeiramente, para esterilizar a amostra, foi adicionado 10% de cloro aos
oocistos purificados e estes incubados por 10 minutos a 4°C. Em seguida, foi
adicionado 10% de soro fetal bovino (SFB) por cinco minutos. Entdo, a solucéo foi
lavada com PBS a 5000 g por cinco minutos para remover o alvejante. Em um outro
tubo de 1.5 mL, as esferas imunomagnéticas foram preparadas, (Dynabeads G.
Invitrogen. Ref. 10003D), de acordo com o protocolo do fabricante.
Posteriormente, foi feita a reagdo das esferas magnéticas com 350 ul de anticorpo
monoclonal (1: 5 ~ 100 ul de stock em 400 ul de PBS), que foi mantida por 10
minutos com movimentos de rotagdo a temperatura ambiente. O tubo do ima foi
retirado, lavado duas vezes com suaves pipetagens com 300 puL de PBS 0,1% de
Tween-20, e o complexo esferas magnéticas-anticorpo (5F10) foi ressuspenso em
200 pL de PBS. Na sequéncia, o produto obtido da etapa 3 (esferas
imunomagnéticas marcadas com o anticorpo monoclonal) foi misturado com os
oocistos de C. parvum, e mantidos em rotagdo por 15 minutos em temperatura
ambiente. A seguir, o produto foi lavado trés vezes com PBS e o sobrenadante
descartado. Apds este procedimento, foram mantidos no tubo apenas as esferas,

anticorpo nomeado (5F10) e oocistos. As bactérias, detritos e impurezas foram
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descartadas junto com o sobrenadante. Na sequéncia, foi adicionado sal de acido
taurocdlico (T9034-5G, Sigma) a uma concentracao final de 0,75% para induzir a
excistagdo. Esta solugéo foi incubada por 1 hora a 37 ° C e 5% de CO.. A seguir,
foram removidas as esferas imunomagnéticas com oocistos e preservados apenas

0s esporozoitos excistados no tubo.

Preparo do RPMI-1640 Medium com 10% SFB (RPMI- SFB) e condicionamento

em células HCT-8

Para o preparo do RPMI-SFB 10%, o meio para cultivo celular RPMI-1640 foi
suplementado com 10% SFB, 10% penicilina e estreptomicina, 1% L-glutamina e
Bicarbonato de sddio. RPMI- SFB foi incubado com células HCT-8 por 1 dia a 37°C
e 5% CO.2. Os meios condicionados a partir de células HCT-8 com RPMI- SFB foram
estocados a 37°C e 5% CO. até serem utilizados. O grupo controle continha
esporozoitos em PBS e o grupo tratado era composto por esporozoitos em Meio
RPMI- 1640, 10% SFB condicionado em células HCT-8 com GalNAc (Benzyl 2-
acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranoside (10uM)). As amostras foram divididas em
dois grupos: o primeiro ndao submetido a incubagdo e no segundo, as amostras

foram incubadas por 2 horas a 37 ° C e 5% de CO..

Preparo das células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney)

As células MDBK, derivadas dos rins de Bos taurus, se desenvolveram em
frascos de 25 cm? durante uma semana a 37 °C com 5% de CO2 em Media Dmem
(Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium), 4,5 g/L glucose, Piruvato de sédio
suplementado com 10% SFB, 10% Penicilina e Estreptomicina, 1% L-glutamina e
Bicarbonato de sdédio, até atingirem aproximadamente 95% de confluéncia. Quando
essas ceélulas MDBK apresentavam esse grau desejado, era realizado o
procedimento do item (preparo dos esporozoitos) e os esporozoitos inoculados nas
células. Uma concentragao de quatro esporozoitos por célula hospedeira foi utilizada

no experimento de 2 horas e a de um oocisto excistado por célula hospedeira nas
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incubagdes de 24 e 48 horas. Duas placas de 25 cm? por amostra foram utilizadas,
totalizando aproximadamente 6,2x10° de células por amostra de RNA extraido.
Depois da infeccdo com os oocistos e esporozoitos, as células foram incubadas a
37°C com 5% de COz por 2, 24 ou 48 horas.

Posteriormente, as incubagdes, foram realizadas duas lavagens com 5mL de
PBS para a retirada dos oocistos e esporozoitos nao infectantes. As células
infectadas foram colhidas as 2, 24 e 48 horas ap6s a infecgao.

Na proxima etapa, foi adicionado 2 mL de Accutase em cada frasco de 25
cm? contendo células infectadas por C. parvum. Estes recipientes foram mantidos a
37 °C durante 15 a 25 minutos para propiciar o destacamento das células do fundo.

Apods esse procedimento, dois frascos do mesmo tratamento e mesmo tempo
de incubacao foram selecionados aleatoriamente para compor um tubo Falcon de 15
mL, o qual foi centrifugado a 10000 g, removendo-se 0 sobrenadante e o pellet
transferido para um tubo de 2 mL. O mesmo processo de extragao de RNA (acido
ribonucleico) das amostras do experimento que continham apenas esporozoitos foi

realizado.

Experimento com células MDBK para avaliar a penetragao de esporozoitos

Células MDBK com 95% de confluéncia desenvolvidas por 7 dias em Meio
Dmem (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) com adigdo de 4,5 g/L
(gramas/Litro) glucose, Piruvato de sodio suplementado com 10% SFB, 10%
Penicilina e Estreptomicina, 1% L-glutamina e Bicarbonato de soédio, foram
incubadas a 37°C com 5% de CO2. A separagao dos esporozoitos foi realizada por
meio de esferas imunomagnéticas, (Dynabeads G. Ref. 10003D), como descrito no
item (preparo dos esporozoitos), e foi feita a infecgdo com 1,3x10° esporozoitos por
po¢o em uma placa contendo 48 pogos.

Duas reacgbes de fluorescéncia foram feitas para analisar a quantidade de
esporozoitos presentes e os ausentes no interior das células. Apos 2 horas de
incubagao a 37°C e 5% CO», os pogos com células infectadas com os esporozoitos

de C. parvum foram lavados duas vezes com PBS para retirada do excesso de
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esporozoitos. Posteriormente, as células infectadas foram fixadas com
paraformaldeido por 15 minutos e incubadas por mais 15 minutos em PBS com SFB
10% para se evitar a fluorescéncia de materiais inespecificos. Entéo, realizou-se a
marcagao com o anticorpo primario monoclonal (2E5) especifico para esporozoitos,
e as amostras marcadas foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente.
Apoés essa etapa, o produto foi lavado com PBS duas vezes, adicionado o anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 (goat anti-mouse IgG, FITC, Ref. A11029) e entéo
incubado por mais 30 minutos em temperatura ambiente. O mesmo processo foi
realizado com células MDBK incubadas por 24 horas e 48 horas, com uma
diferenca, a fixacao foi feita com metanol.

Subsequentemente, foi realizada uma permeabilizagdo com Triton X 100 1% por
15 minutos em temperatura ambiente. Para distinguir os esporozoitos de C. parvum
que penetraram nas células, foi feita marcagao com anticorpo primario monoclonal
(2E5) e as amostras foram incubadas com PBS/ SFB 10% em temperatura ambiente
por 30 minutos para. Apds esse periodo, foram executadas duas lavagens com PBS,
sendo adicionado o anticorpo secundario Alexa Fluor 555 (goat anti-mouse IgG,
TRITC, Ref. A21424). A leitura da placa foi realizada em microscopio Nikon Eclipse
Tl e a andlise das imagens com a sobreposicao dessas foi feita por meio do o

software NIS Elements.

Métodos de biologia molecular e analise dos dados

O RNA total foi extraido de esporozoitos, oocistos e células infectadas por C.
parvum utilizando RNeasy Mini Kit, Ref:74104 (Qiagen). A extracdo de RNA foi
realizada no Qiacube SN50953 seguindo o protocolo do fabricante denominado:
Purification of total RNA from animal tissues and cells incluindo digestdo de DNA,
Dnase Set (Ref: 79254). Disponivel no Qiacube Web Portal.

Duas etapas foram realizadas antes da extragdo no Qiacube. A primeira foi a
ruptura e homogeneizagao dos esporozoitos usando o Sistema Minibeatbeater
(Biospec Products) com esferas de zircénia / silica de 0,5 mm Ref: 11079105 em

cinco minutos de agitagcao. Os esporozoitos foram rompidos por agitagao rapida na
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presencga de esferas e 500uL de tampao de lise RLT (tampao de lise com tiocianato
de guanidina, com adicdo de 10 mL de 2-mercaptoetanol/mL, RNeasy Minikit,
QIAGEN). Em seguida, foi efetuada a centrifugacdo a 15400 g ou velocidade
maxima por trés minutos. Na segunda etapa, a quantidade de 360 puL de
sobrenadante foi removida cuidadosamente e o lisado foi transferido para uma
coluna de rotagédo QlAshredder (Ref: 79654) colocada em um tubo de 2 mL. Em
seguida, o tubo foi centrifugado a 15400 g por trés minutos e foram transferidos 350
uL do produto para outro tubo de 2 mL, especifico para o Qiacube. Entédo, esse tubo

foi colocado no Qiacube para fazer a extragdo de RNA automaticamente.

Qualidade do RNA

Este parametro foi avaliado pelo indicador métrico RNA Quality Number
(RQN). Este baseia-se numa escala de um a 10, em que um representa o RNA
completamente degradado e 10 totalmente intacto. Acima de cinco, as amostras
foram consideradas aptas a serem incluidas no estudo. As leituras foram realizadas
pelo PROZize 3.0 Data Analysis Software.

O sistema HiSeq2500 é adequado para projetos que tenham necessidade de
uma produgdo de grandes volumes de dados de sequenciamento em um curto
periodo de tempo, a um custo reduzido. Ele apresenta dois modos de corrida
(“Rapid Run” e “High Output Run”), além da capacidade de sequenciar uma ou duas
laminas (flow cells) simultaneamente. O kit lllumina (TruSeq Stranded RNA library)
faz parte do poderoso sistema de sequenciamento de alto rendimento HiSeq 2500.

Dados de alta qualidade usando a comprovada quimica lllumina SBS tornam
o instrumento de escolha para os principais centros de genoma e instituicdes de
pesquisa em todo o mundo. Este foi usado para produzir as bibliotecas de cDNA
extraidos de uma amostra de oocistos C. parvum isolado MD apenas com PBS, sem
incubacado. Além dessa amostra, sete amostras de esporozoitos com PBS, cinco
foram incubadas por 2 horas e duas nao foram incubadas.

Outras sete amostras de esporozoitos com Meio RPMI- 1640, 10% SFB

condicionado em células HCT-8 com GalNAc Benzyl 2-acetamido-2-deoxy-a-D-
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galactopyranoside (10uM) foram utilizadas para fazer essas bibliotecas, sendo que
dessas, cinco foram incubadas por 2 horas e duas nao foram incubadas. Também,
13 amostras de células infectadas com C. parvum, sendo quatro incubadas a 37°C a
5% CO2 por 2 horas, quatro por 24 horas e cinco por 48 horas foram adicionadas a
biblioteca de cDNA. As 28 bibliotecas de cDNA foram submetidas a geragéo de
clusters e sequenciamento de 100 nucleotideos de extremidade unica em uma
lllumina Hi-Seq 2500 na instalagcédo central da Tufts Genomics (tucf.org). Os dados
da sequéncia foram depositados no European Nucleotide Archive sob os numeros
de acesso ao projeto PRJEB25665 e PRJEB28268. Estes dados do transcriptoma
arquivados sob o acesso PRJEB25665 e PRJEB28268 também foram depositados
no CryptoDB, (www.cryptodb.org).

Para fazer uma comparagdo da expressdo génica das amostras do atual
estudo com o experimento de Mirhashemi et al.,, 2018, foram incluidas cinco
amostras desse estudo, sendo uma amostra de oocistos C. parvum TU114 e quatro
amostras de células epiteliais de jejuno de suino (IPEC-J2) (Brosnahan et al., 2012),
incubadas por 24 horas e realizado o mesmo procedimento do estudo em questao.
O dado do sequenciamento foi obtido no European Nucleotide Archive sob o numero
de acesso do projeto PRJEB17685.

Analise de expressao génica

As analises do RNA-seq foram realizadas conforme descrito no trabalho de
Mirhashemi et al., 2018. As sequéncias foram convertidas do formato FASTQ para
FASTA e subamostradas em mothur, o qual € um pacote de software de cdodigo
aberto para processamento de dados de bioinformatica (Schloss et al., 2009). Para
quantificar a expressao de um gene ou um transcrito, as sequéncias de RNA-Seq
foram primeiramente analisadas pela qualidade e remocédo de artefatos de
sequenciamento.

As amostras dos experimentos com apenas esporozoitos foram mapeadas
diretamente com o genoma de referéncia C. parvum IOWA (versao 36) (Abrahamse

et al., 2004) que foram fornecidas do banco de dados site Galaxy (usegalaxy.org)
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(Heiges et al. 2006). Nos experimentos que utilizaram espozoitos e células MDBK,
primeiramente, as leituras foram mapeadas a partir do genoma de Bos taurus
referéncia (bosTauMd3) utilizado do site Galaxy (usegalaxy.org) (Afgan et al., 2016)
para estimar a proporgao de transcritos de parasitos em relagcéo ao transcriptoma do
parasito e o hospedeiro. Todos os mapeamentos foram utilizados o HiSat2 (Kim et
al., 2015) conforme implementado no Galaxy (usegalaxy.org) (Afgan et al., 2016). As
leituras que nao se alinharam com o genoma bovino foram posteriormente
mapeadas, também com HiSat2 (indexagdo hierarquica para alinhamento de
transcrigdes), para o genoma de C. parvum IOWA.

Logo apés o mapeamento, foi feita a quantificagcdo relativa de cada
gene/transcrito e entdo foi aplicado um teste estatistico sobre os dados com intuito
de eliminar falsas diferengas entre as réplicas experimentais. Cada amostra de RNA-
Seq tinha aproximadamente 12 milhdes de leituras. As sequéncias foram
convertidas do formato FASTQ para FASTA em mothur (Schloss et al. 2009). As
leituras foram mapeadas para o genoma do C. parvum usando HiSat2 (Kim et al.,
2015), conforme implementado no Galaxy (usegalaxy.org) (Afgan et al., 2016). Uma
tabela de FPKM (fragmentos por quilobase de transcritos por milhdo de leituras
mapeadas) para os dados de RNA-Seq que foram mapeados para o genoma de C.
parvum IOWA foi criada com Cufflinks (Trapnell et al., 2010). Cufflinks retornaram
valores FPKM para 3886 genes C. parvum IOWA de 33 amostras (duas de oocistos,
14 de esporozoitos e 17 de células infectadas com estadios do parasito
intracelularmente. Destas ultimas, quatro incubadas por 2 horas, oito por 24 horas e
cinco por 48 horas).

A correlacdo entre os valores FPKM dessas amostras replicadas foi
visualizada conforme mostrado na Tabela 1. Analise de coordenadas principais
(PCoA) foi realizada com GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012). As distancias entre
pares foram calculadas usando a métrica SSR (Variagao atribuida pela relagao entre
X e Y). Essa distancia foi calculada adicionando o quadrado da diferengca em FPKM

entre duas amostras em todos os genes.
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Analises LDA e RDA

O programa LefSe, conforme implementado no Galaxy em
huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/, foi usado para a Analise Linear Discriminante
(LDA) para identificar genes marcadores, ou seja, genes que melhor explicam a
diferenca entre amostras de transcriptomas infectados e controles. A RDA (Analise
de redundancia) € a analise canbnica utilizada para discriminar quais as variaveis
que mais contribuem para a variancia das espécies.

A fim de identificar processos bioldgicos expressos diferencialmente em
esporozoitos e nos estadios intracelulares (48 horas de incubacgéo), dados de FPKM
foram selecionados de 19 amostras (14 amostras de esporozoitos, cinco amostras
de células infectadas por C. parvum e incubadas por 48 horas) e 3886 genes e
analisaram-se usando RDA (Segata et al., 2011) e LDA (Schloss et al., 2009). A
analise de similaridade (ANOSIM) (Schloss et al. 2009), foi usada para testar a
significAncia dos aglomerados revelados pela PCoA entre essas amostras. A
distancia euclidiana foi usada e o ANOSIM foi executado no Galaxy (usegalaxy.org).

A fungcdo génica e as analises de enriquecimento foram realizadas com
DAVID (Jiao et al., 2012). O método da Taxa de Descoberta Falsa (Benjamini et al.,
1995) e a corregdo de Bonferroni foram usados para identificar genes
diferencialmente transcritos ou fung¢des enriquecidas. Os genes que mais se
expressaram em células incubadas por 48 horas apos a infecgao e nas amostras de
esporozoitos foram analisados quanto as espécies biolégicas de Ontologia de
Genes (GO).

Resultados

Expressao génica em estadios de esporozoitos e estadios intracelulares

O RQN das amostras de esporozoitos e células variaram de 8.9 a 10 e a

amostra de oocistos foi de 7.
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O numero de sequéncias de 17 amostras de monocamadas de células
infectadas mapeadas para o genoma de C. parvum, 14 sequéncias de esporozoitos
e uma amostra de oocistos mapeados para C. parvum, estdao apresentadas na
Tabela 1. Das amostras infectadas com esporozoitos/oocistos de C. parvum, quatro
permaneceram incubadas por 2 horas, quatro por 24 horas e cinco incubadas por 48
horas. Quatro amostras nao infectadas com C. parvum foram incubadas por 48
horas. O numero de sequéncias das leituras e estatisticas de mapeamento para o
Bos taurus e C. parvum sao representados na Tabela 1.

Os dados do RNA-seq para esporozoitos foram obtidos a partir de 14
amostras que diferiram por tempo de incubagao (0 e 2 horas) e tratamento (PBS ou
Meio com SFB 10% e GalNAc). As amostras de células variaram pelo tempo de
incubacéao (2, 24 e 48 horas) infectadas ou ndo com esporozoitos de C. parvum. As
monocamadas de células infectadas foram replicadas exatamente pelo mesmo
processo, cultivadas e infectadas utilizando-se o mesmo lote de
oocistos/esporozoitos de C. parvum.

Como controle de qualidade, as leituras de sequéncia de esporozoitos C.
parvum e células nao infectadas foram mapeadas para o genoma bovino e
posteriormente para C. parvum |IOWA. Como esperado, as proporgdes do
mapeamento das leituras nesses controles foram baixas, com uma média de
(9833,93 = 0,1%) de leituras de esporozoitos mapeados para o genoma do
hospedeiro e uma proporgao similarmente baixa de leituras (84= 0,00%) de uma
célula em monocamadas nao infectadas e mapeadas para o genoma de C. parvum.

Para avaliar o impacto de possiveis variaveis experimentais, dados pareados
de FPKM para todos os genes presentes no genoma de C. parvum (n = 3886) foram
plotados (Fig. 1a,1b 1c). Como esperado, a mais alta correlagao foi observada entre
amostras de esporozoitos (n = 3886, coeficiente de correlagdo de Pearson r = 0,94;
Fig. 1b) e as monocamadas de células infectadas pelo mesmo tratamento e tempo
de incubacgao (n = 3886, coeficiente de correlagdo de Pearson p<0,001, r = 0,82, Fig.
1a), enquanto que a correlacédo de dados FPKM de esporozoitos comparado com
células incubadas foi menor, como exemplificado pela comparagao de esporozoitos
de C. parvum vs. células incubadas por 48 horas com o C. parvum, representado na
Fig. 1c (r = 0,23, p<0,001 n = 3886).
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As distancias em pares entre 33 amostras (duas de oocistos, 14 de
esporozoitos e 17 de células infectadas com estadios do parasito intracelularmente.
Destas ultimas, quatro incubadas por 2 horas, oito por 24 horas e cinco por 48
horas) estdo visualizadas no grafico de ordenacgao (Fig. 2). O agrupamento das 14
amostras de esporozoitos (extracelular) e as cinco amostras de células infectadas
com C. parvum e incubadas por 48 horas (intracelular) exibiu valor significante
(ANOSIM R = 0,703, p = 0,009) (Schloss et al. 2009).

A baixa heterogeneidade que detectamos entre os transcriptomas de
esporozoitos, oocistos e células infectadas e incubadas por 2, 24 e 48 horas estéo
representadas na Fig. 2, em que sado observados clusters de amostras com o
mesmo tratamento e mesmas caracteristicas. Plotagens de abundéancia indicam que
a expressao génica em parasitos intracelulares foi maior (Fig. 3a, 3b), em que a
uniformidade € uma medida da variabilidade do FPKM em todo o genoma.

Na Fig. 4 é possivel visualizar o aumento da expressdo génica com o
decorrer do tempo (2, 24 e 48 horas). Nas figuras de um a cinco, comprova-se a
infeccdo das células por C. parvum com 2 horas de infeccdo e pode-se notar o
aumento da imunofluorescéncia com o aumento do tempo de incubacgao (2 a 48

horas).

Expressao génica diferencial

Embora a abundéncia de transcritos em esporozoitos, oocistos e parasitos
intracelulares esteja significativamente correlacionada e consistente com a
regulagdo génica especifica do estadio de vida do parasito, a correlagao entre estes
€ menor do que entre amostras dos mesmo ciclo de vida (ver Fig. 2).

Tanto nos testes estatisticos de Lefse (LDA) e de Canoco (RDA p=0,002),
342 genes foram significativos. No que se refere, apenas 0s genes que
apresentaram os valores mais significativos para ambos testes e pesquisando no
CryptoDB.org, foi possivel perceber que os genes que codificam as proteinas

ribossdbmicas foram os que mais se expressaram em parasitos intracelulares. Essa
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funcao bioldgica foi responsavel pelos genes mais expressos na célula hospedeira
(Tabela 2).

Na primeira analise, o estadio do ciclo de vida (esporozoito ou intracelular) foi
definido como variavel independente (categdrica), enquanto os dados FPKM
representaram as 3886 dependentes variaveis desta analise. A associagao entre
expressdo génica e variaveis independentes foi significantiva pelo teste de
permutacdo (RDA), (F = 71,9, p = 0,002) (Schloss et al., 2009), consistente com
regulagdo génica diferencial entre esses estadios do ciclo de vida e os resultados
apresentados anteriormente e na Tabela 2.

Apenas os genes que foram significativos em ambos os testes estatisticos
foram analisados. No total, 134 genes foram significativos para esporozoitos e 342
significativos para os estadios intracelulares (48h) (Fig.5).

Esses genes com maior pontuacédo para ambos LDA e RDA foram analisados
para GO enriquecido para processos bioldgicos exibindo resultados altamente
significantes; os processos GO mais significativos identificados pelo LDA e RDA
estdo representados na Tabela 2. Consistente com os resultados da Tabela 2, o
processo biossintético peptidico foi o mais enriquecido intracelularmente com os
genes mais significativos nas duas analises, seguido de tradugdo, amida processo
biossintético e processo metabdlico peptidico (Tabela 2). Com base nos genes mais
significativos nas analises LDA e RDA e que apresentaram maior valor de FPKM,
percebe-se diferengca significativa na expressdao desse parasito em ambiente

intracelular quando comparado ao ambiente extracelular.

Discussao

Nesse estudo foram demonstradas as diferencas de expressao génica entre
esporozoitos (fase extracelular) e células infectadas com C. parvum e incubadas por
48 horas (intracelular).

Na figura 4, pode-se observar o aumento da expressao génica, e
consequentemente maior infecgdo conforme ha um aumento no tempo de

incubacéao, e nas figuras 6a, 6b e 6¢ observa-se 0 aumento da fluorescéncia das
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células infectadas com C. parvum com o decorrer do tempo (2, 24 e 48 horas).
Essas informagdes confirmam a interagao entre esporozoitos e células.

Os esporozoitos ndo tém um perfil consistente como as amostras intracelulares
que mostram fungdes do transcriptoma intracelular relacionadas aos ribossomos e
sintese proteica altamente enriquecida. A partir do conhecimento dos principais
genes do transcriptoma celular, de como eles se comportam nas células, sua
localizagdo e fungdo no metabolismo do Cryptosporidium spp., podemos focar os
estudos na tentativa de evitar a expressdo desses genes e evitar uma futura
infeccao por Cryptosporidium spp.

As primeiras observagbes microscopicas documentaram que a multiplicagao
assexuada em monocamada de células resulta na presenga simultdnea de
trofozoitos, merontes e merozoitos, mesmo apds periodos relativamente breves
(Current & Haynes, 1984). Outro obstaculo é o fato de que muitas células
hospedeiras em uma monocamada infectada por C. parvum permanecem nao
infectadas, tornando dificil estimar a propor¢do de transcritos na amostra total de
RNA que originam do parasito e estudar a regulagcdo do gene do hospedeiro em
resposta a infeccao.

Baseado na proporcao de leituras de sequéncia que foram mapeadas para o
genoma do parasito de 0.23%-11.85%, sendo a menor porcentagem representada
por células infectadas e incubadas por 2 horas e a maior porcentagem por células
infectadas e incubadas por 48 horas (Tabela 1).

Apenas um pequeno numero de estudos publicados se concentrou no
transcriptoma do Cryptosporidium spp. e, para conhecimento, apenas um estudo
atualmente desenvolvido por Mirhashemi et al., 2018 utiizaram o RNA-Seq para
caracterizar o transcriptoma do Cryptosporidium spp. em células de suinos
incubadas por 24 horas. Comparando-se os dados do estudo de Mirhashemi et al.,
2018 e o conjunto de dados do presente estudo, foi detectada uma alta e
significativa correlagao (correlagao de Pearson r = 0,78). Dentre as possiveis razdes
para essa semelhanca tem-se as mesmas técnicas realizadas, utilizacdo de RNA-
Seq para analisar os dados, mesma espécie de Cryptosporidium spp. A unica
diferenca entre os trabalhos foi a utilizacdo de diferentes tipos celulares e de

hospedeiro, mas ainda assim, houve uma forte correlagcao entre os dados.
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Quando comparados os genes mais significativos em analises de LDA e RDA de
amostras do parasito em ambiente intracelular e extracelular foi observado uma
expressao significativa em células incubadas por 48 horas apds a infecgao. A partir
da analise das espécies biolégicas de Ontologia de Genes (GO) foram evidenciadas
significativamente os processos enriquecidos e fungbes do parasito intracelular.
Esses processos foram relacionados a processos biossintéticos de peptideos, de
tradugao e processos de amida biossintética de peptideo.

No site da European Bioinformatic Institute (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO)

foram pesquisados a GO e os processos metabodlicos celulares com numeros
significativos foram relacionados a formacao de proteinas. Esta é formada, usando a
sequéncia de uma molécula de mRNA para especificar a sequéncia de aminoacidos
em uma cadeia polipeptidica. A tradugdo é mediada pelo ribossomo que se associa
com um mMRNA e termina com a liberacdo de uma cadeia polipeptidica do
ribossomo. As reagdes quimicas e as vias que resultam na formagao de peptideos,
compostos de 2 ou mais aminoacidos em que o grupo alfa-carboxila de um esta
ligado ao grupo alfa-amino de outro pode incluir a tradugdo de uma proteina
precursora e o seu processamento subsequente num peptideo funcional (EBI, 2018).

A falta de métodos eficazes e simples para modelar o ciclo de vida do parasito
Cryptosporidium spp. in vitro € um desafio para o estudo da biologia molecular
desses patdégenos. Esporozoitos e suas fases de desenvolvimento que pertencem a
fase assexuada do ciclo de vida (trofozoitos, merontes) sdo, de certo modo,
passiveis de estudo, mas as preparagdes padronizadas de esporozoitos sao
desconhecidas até o momento.

Parasitos utilizados em pesquisas frequentemente se originam de amostras
diagnosticadas positivas. Apenas um pequeno numero de isolados de C. parvum é
mantido por propagagao em animais e até mesmo esses isolados parecem ter a
auto capacidade de evoluir ao longo do tempo (Widmer et al., 2015).

Esse estudo incorpora dados de RNA-Seq obtidos de isolados de C. parvum e
os resultados atuais confirmam o efeito de variaveis bioldégicas em dados de RNA-
Seq, mas, significativamente, mostram o efeito do estadio de desenvolvimento das

células infectadas pelo C. parvum sobre a expressao génica.
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A regulagcdo génica em esporozoitos de C. parvum (extracelular) e células
infectadas com C. parvum (intracelular) é de interesse bioldgico, pois pode revelar
as diferencgas fisiolodgicas, particularmente no que se refere a forma de propagacao
em hospedeiros e viruléncia.

Devido a limitagdo dos métodos de cultura existentes, no presente estudo nao foi
possivel avancgar para as analises de transcriptomas de outras células intracelulares
e fases de desenvolvimento, como a merogonia de segunda geragéao, diferenciagcéao
de gametas e fertilizagdo. Uma dificuldade do método de cultura de células no
contexto desse estudo é a falta de sincronicidade no desenvolvimento intracelular.

O conhecimento dos genes que sao mais expressados pelo C. parvum é
muito importante pois auxilia no conhecimento do comportamento desse parasito
nas células, podendo futuramente impedir sua replicagao celular e tornar possivel o

desenvolvimento de uma droga eficaz e capaz de combater este parasito.

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 fungdes 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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Tabela 1. Estatistica do mapeamento do genoma de amostras de Cryptosporidium parvum em células de Bos taurus ao longo do tempo de 2 a 48h, esporozoitos e oocistos.

Amostra

Bos taurus

C. parvum*

Taxa de mapeamento total

Mapeada uma vez

Taxa de mapeamento total (%)

Mapeada uma vez

(%)

18- apenas células 89.41 10021449 (83.51%)
19- apenas células 90.27 10239480 (85.33%)
20- apenas células 90.26 10029828 (83.58%)
21- apenas células 90.24 9969958 (83.08%)
23- Células_2h 90.89 10040408 (83.67%)
24- Células_2h 90.61 10324223 (86.04%)
25- Células_2h 90.68 9992000 (83.27%)
26-Células_2h 90.77 10275630 (85.63%)
28- Células_24h 87.04 9842812 (82.02%)
29- Células_24h 89.91 10122895 (84.36%)
30- Células_24h 88.17 9980078 (83.17%)
31-Células_24h 85.57 9573576 (79.78%)
38- Células_48h 89.34 9856725 (82.14%)
39- Células_48h 89.28 10014464 (83.45%)
40- Células_48h 89.04 9992290 (83.27%)
41- Células_48h 89.39 10011495 (83.43%)
42-Células_48h 81.93 9317627 (77.65%)
1.Esporozoitos 0.07 5309 (0.05%)

2. Esporozoitos 0.18 5920 (0.06%)

3. Esporozoitos 0.10 6090 (0.07%)

4. Esporozoitos 0.12 6473 (0.07%)

0.00
0.00
0.00
0.00

0.24

0.23
0.27
0.26
0.68
1.30
1.58
0.75
11.85
9.61
8.86
7.88
5.20
92.40
92.93
94.90
92.74

25 (0.00%)
15 (0.00%)
21 (0.00%)
18 (0.00%)
2542 (0.23%)

2544 (0.23%)
2958 (0.26%)
2839 (0.26%)
10534 (0.68%)
15449 (1.28%)
20190 (1.42%)
12850 (0.74%)
147104 (11.50%)
121904 (9.48%)
115030 (8.74%)
98597 (7.75%)
101396 (4.68%)
10544508 (91.49%)
8801458 (92.16%)
8242505 (93.87%)
8990677 (91.82%)
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5. Esporozoitos
6. Esporozoitos
7. Esporozoitos
8. Esporozoitos
9. Esporozoitos
10. Esporozoitos
11. Esporozoitos
12. Esporozoitos
13. Esporozoitos

14. Esporozoitos

15 Oocistos C. parvum MD

Oocistos C. parvum
TU114

0.07
0.13
0.03
0.08
0.07
0.15
0.09
0.10
0.07
0.19
0.13
0.05

4328 (0.05%)
6573 (0.07%)
1373 (0.01%)
2388 (0.03%)
4245 (0.05%)
5303 (0.06%)
6682 (0.06%)
4652 (0.05%)
6242 (0.05%)
6963 (0.08%)
7115 (0.10%)
2010 (0.02%)

96.03
91.68
96.52
94.67
91.97
92.10
95.40
95.32
92.11
95.90
84.02
87.53

8487992 (95.10%
8917129 (90.60%
9949467 (96.16%

)
)
)
6650904 (94.32%)
7904950 (91.22%)
8420654 (91.36%)
9935946 (94.32%)
9351728 (94.65%)

11019056 (91.31%)
7893672 (94.94%)

6150413 (82.69%)

10390493 (86.59%)

*Sequéncias que nao se alinharam com o genoma bovino foram alinhadas com C. parvum.
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Tabela 2. Fungdes significativamente enriquecidas no transcriptoma da célula hospedeira incubadas por 48 horas e infectadas com C. parvum

com base na analise dos valores de FPKM significativos nas analises de LDA e RDA.

Biological Process

Categoria Term Result count  Fold enrichement  Odds Ratio Benjamini Bonferroni
G0:0043043 peptide biosynthetic process 66 5,72 19,94 7,24E-39 1,45E-38
G0:0006412 translation 66 572 19,94 7,24E-39 1,45E-38
G0:0043604 amide biosynthetic process 66 5,67 19,41 1,20E-38 3,59E-38
G0:0006518 peptide metabolic process 66 5,56 18,44 5,27E-38 2,11E-37
G0:0043603 cellular amide metabolic process 66 5,51 17,99 9,98E-38 4,99E-37
G0:1901564 organonitrogen compound metabolic process 76 4,63 12,76 8,50E-37 5,10E-36
G0:1901566 organonitrogen compound biosynthetic 68 4,87 13,48 2,90E-34 2,03E-33
process
G0:0044267 cellular protein metabolic process 91 2,95 6,16 6,26E-26 5,01E-25
G0:0019538 protein metabolic process 98 2,76 5,8 7,67E-26 6,91E-25
G0:0044271 cellular nitrogen compound biosynthetic 69 3,73 7,95 1,38E-25 1,38E-24
process
G0:0034645 cellular macromolecule biosynthetic process 68 3,33 6,5 9,57E-22 1,05E-20
GO0:0009059 macromolecule biosynthetic process 68 3,32 6,44 1,27E-21 1,53E-20

GO0:1901576 organic substance biosynthetic process yal 2,85 5,09 3,31E-18 4,31E-17
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Fig. 1a. Valores de FPKM de C. parvum em duas culturas de células replicadas, infectadas com C.

parvum e incubadas por 48 horas. (Pearson r = 0,82).
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1b. Valores de FPKM de duas réplicas de esporozoitos de C. parvum. (Pearson r = 0,94).
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Fig. 1c. Expressao de 3886 genes de Cryptosporidium spp. 48 h pés-infecgdo de células bovinas

MDBK e em esporozoitos (Pearson r = 0,23). Cada ponto representa um gene.
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Fig. 2. Distribuicao das amostras de acordo com o valor de FPKM (fragmentos por quilobase
de transcritos por milhdo de leituras mapeadas). Circulos vermelho escuro, oocistos; Circulos
vermelho, esporozoitos; Circulos verde claro, células infectadas com C. parvum e incubadas por 2
horas; Circulos verde, células infectadas com C. parvum e incubadas por 24 horas. Circulos verde

escuro, células infectadas com C. parvum e incubadas por 48 horas.
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Fig. 3a e 3b. Classificagdo da abundancia relativa de expressao génica em 14 amostras de
esporozoitos, duas amostras de oocistos e 17 monocamadas de células infectadas. A abundancia
relativa é representada no eixo Y como porcentagem de FPKM, em que a abundancia relativa em
todos os genes ¢é igual a 100%. Circulos, vermelho escuro, oocistos; tridngulos, vermelho,
esporozoitos; hexagono, verde claro, células infectadas com C. parvum e incubadas por 2 horas;
quadrado, verde, células infectadas com C. parvum e incubadas por 24 horas. Diamantes, verde

escuro, células infectadas com C. parvum e incubadas por 48 horas.
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Fig.4. Numero de genes expressados correlacionado ao tempo de incubagao das células.
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Figura 5. RDA biplot resumindo a variagdo do FPKM em relacao aos estadios do ciclo de vida. As

setas apontam na direcao do maior aumento nos valores de FPKM de cada gene. O angulo entre
setas do gene indica correlagdo entre FPKMs de genes diferentes. Angulos> 90° indicam uma
correlagao negativa, isto €, um gene muito expressado em esporozoitos e o outro na célula do
hospedeiro. As setas de genes proximas ao eixo de ordenacgdo 1 tém valores altos de ajuste (consulte
a Figura 5). Por exemplo, o gene cgd5 10 é super expressado em esporozoitos e tem o ajuste mais

alto entre grupo de genes.
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Figura 6a. Imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal para esporozoitos e anticorpo secundario

Alexa Fluor 488 incubados por 2 horas.

Figura 6b. Imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal para esporozoitos e anticorpo secundario

Alexa Fluor 488 incubados por 24 horas.



Figura 6¢. Imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal para esporozoitos e anticorpo secundario

Alexa Fluor 488 incubados por 48 horas.
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