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Resumo

As amebas do géneroAcanthamoeba sao protozoarios de vida livre
amplamente dispersos no ambiente. Em algumas situacdes, elas sao capazes
de se adaptar a um tipo de vida parasitaria, se transformando em patdégenos
que causam graves infeccbes em humanos. A capacidade de
Acanthamoebacausar infecgbes por Acanthamoeba envolve fatores como a
produgao de proteases, que podem ser liberadas livremente no meio ambiente
ou, conforme demonstrado em estudos recentes, compartimentadas em
vesiculas extracelulares (VEs). No entanto, a caracterizagdo comparativa das
VEs de diferentes cepasainda nao foi descrita. O objetivo deste estudo foi
realizar a comparacao entre VEs produzidas por Acanthamoebade diferentes
gendtipos, avaliando as caracteristicas fisicas, perfil de proteases e de
producao de 6xido nitrico e citocinas apos estimulagdo de macréfagos murinos.
Foram utilizadas quatro cepas com diferentes caracteristicas de
patogenicidade, sendo trés de origem ambiental (amostras de gendtipos T1,
T2, T11)e uma de caso de ceratite amebiana (amostra de gendétipo T4). As VEs
foram obtidas por ultracentrifugag¢ao, quantificadas por analise de rastreamento
de nanoparticulas e analisadas por microscopia eletrénica de varredura e
transmissao. O perfil de proteases das VEs foi determinado por zimografia. A
producao de éxido nitrico e citocinas por macréfagos peritoneais de murinosfoi
medida apods estimulagdo com VEs, usando camundongos de linhagens
selvagens (BALB/c e C57BL/6) e nocautes para TLR2 e TLR4 (C57BL/6 TLR2 -
/- e TLR4 -/-). Todas as cepas, independentemente do gendtipo, liberaram
VEs e nao houve diferengca no tamanho ou concentracédo entre elas. As VEs
exibiram atividade predominante de serinoproteases (pH 7,4 e 3,5), com
atividade mais intensa nas cepas T4 e T1. As VEs da cepa ambiental nao
patogénica T11 exibiram um perfil mais pré-inflamatério, induzindo niveis mais
elevados de oxido nitrico, fator de necrose tumoral alfa e interleucina-6, via
TLR4 / TLR2, do que aquelas cepas com caracteristicas patogénicas (T4, T1) e
moderadamente patogénica (T2). A produgdo de oxido nitricopor macréfagos
foi significativamente menorquando esses foram interagidos com VEs pré-
incubadas com inibidores de proteases ou inativadas por aquecimento. Em
conjunto, esses dados indicam que VEs de Acanthamoebaexibem efeitos
imunomoduladores queestao relacionados a seu potencial patogénico e que
sao dependentes da integridade das proteases.

Palavras-chave: gendtipos; interagdo parasita-hospedeiro; imunidade inata;
proteases.



Abstract

Amoebas of the genus Acanthamoeba are free-living protozoa widely dispersed
in the environment. In some situations, they can adopt a parasitic lifestyle and
acts as pathogens that cause serious infections in humans. The ability of
Acanthamoeba to cause infectionsinvolves factors as the production of
proteases, which can be released freely in the environment or, as shown in
recent studies, compartmentalized in extracellular vesicles(EVs). However, the
comparative characterization of EVs of different strains has not yet been
described.This study aimed to compare EVs produced by Acanthamoeba from
different genotypes, evaluating physical features, profile of proteases and of
nitric oxide and cytokines production after stimulation of murine macrophages.
Four strains with different pathogenic characteristics were used: three from an
environmental origin (samples of genotypes T1, T2, T11) and one obtained from
a keratitis case (sample of genotype T4). Despite their genotype, all strains
released EVs with no differences in size or concentration. EVs exhibited a
predominant activity of serine proteases (pH 7.4 and 3.5), with more intense
activity in those from T4 and T1 strains. Despite their genotype, all strains
released EVs with no differences in size or concentration. EVs exhibited a
predominant activity of serine proteases (pH 7.4 and 3.5), with more intense
activity in those from T4 and T1 strains. Compared with pathogenic (T4 and T1)
and moderately pathogenic (T2) strains, EVs from the environmental,
nonpathogenic T11 strain exhibited a more proinflammatory profile, inducing
higher levels of NO, tumor necrosis, and interleukin-6 via TLR4/TLR2. Pre-
incubation with EVs treated with protease inhibitors or heating drastically
decreased nitrite concentration production in macrophages. Altogether, these
data indicated that EVs from Acanthamoeba exhibit inmunomodulatory effects
related to their pathogenic potential and dependent on the integrity of the
proteases.

Keywords: genotypes; host-parasite interaction; innate immunity; proteases.
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1. INTRODUGAO

As amebas de vida livre (AVL) séo protozoarios distribuidos amplamente
na natureza, podendo ser encontradas tanto em ambientes naturais como o
solo, vegetacao, agua (lagos, rios, etc),quanto em artificiais, como sistemas de
arcondicionado, piscinas, acessoérios e equipamentos hospitalares (CLARKE;
NIEDERKORN, 2006).Elas constituem um grupo amplo e diversificado
composto por varios géneros e centenas de espécies (PAGE, 1988). Séo
consideradas predadoras de bactérias e atuam controlando a sua populagao no
solo e em ambientes aquaticos. Outra caracteristica dessas amebas é a
capacidade de resistir ao processo de cloragdo da agua, o que possibilita a
protecdo de alguns microrganismos fagocitados, como fungos e bactérias,
servindo como um reservatorio para infecgdes em humanos. (CHAVATTE et
al., 2016; MARCIANO-CABRAL et al.,, 2003). Diferentemente da espécie
Entamoeba histolytica, que é fundamentalmente um organismo parasita do ser
humano, as amebas de vida livre ndo necessitam de hospedeiro para
sobreviver. No entanto, sdo seresanfizoicos, poreventualmente serem capazes
de se adaptar a um tipo de vida parasitaria e causar infecgcbes em humanos e
outros vertebrados (KHAN et al, 2006;MARTINEZ; VISVESVARA,
1997).Nesse grupo, também denominado AVL com potencial patogénico,
incluem-se Naegleria fowleri, Sappinia pedata, Balamuthia mandrillaris eas

especies do género Acanthamoeba.

O género Acanthamoebarepresenta as AVL potencialmente patogénicas
mais frequentemente isoladas do ambiente (LORENZO-MORALES et al.,
2005), estando associado a duas graves infecgbes principais: a Encefalite
Amebiana Granulomatosa (EAG) e a Ceratite Amebiana (CA). A EAG ocorre
predominantemente em individuos imunocomprometidos e € uma infecgcao
considerada rara, mas com alta taxa de letalidade (THAMTAM et al., 2016). A
CA tem aumentado em numero nos ultimos anos, especialmente devido ao uso
de lentes de contato, associada ao manuseio inadequado ou falta de
higienecom esses acessoérios (LORENZO-MORALES et. al., 2015).

Diversos fatores tém sido investigados para compreender a capacidade

de Acanthamoebaagir como patégeno. O género € composto por varias
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espécies (PUSSARD & PONS, 1977), porém atualmente a classificagdo de
isolados é realizada com base em genotipos determinados por sequenciamento
do 18SrDNA. As infecgoes ocorrem mais frequentemente por Acanthamoeba
de gendtipo T4, embora outros também estejam envolvidos com menos
frequéncia (MACIVER et al., 2013). Linhagens de Acanthamoeba com maior
potencial patogénico apresentam algumas caracteristicas fisiolégicas que as
tornam capazes de estabelecer o processo infeccioso. Fatores como a
expressado de moléculas de adesao, produgéo de proteases que agem sobre os
tecidos, capacidade de se transformar em formas cistica durante a infecgéao,
sao alguns exemplos do que vem sendo estudado para compreender a
fisiopatologia das infecgbes (CLARKE; ALIZADEH; NIEDERKORN, 2006;
RETANA-MOREIRA et al.,, 2015). Considerando que algumas infec¢des por
Acanthamoebasao oportunistas, fatores do hospedeiro também devem ser
considerados, e por isso elementos da resposta imune também sao
investigados (MACIVER et al., 2013; REN & WU, 2011).

Recentemente, foi demonstrado que Acanthamoeba produz e
liberavesiculas extracelulares (VEs), que parecem estar envolvidas em
mecanismos de patogenicidade dessas amebas (GONCALVES et al., 2018;
LIN et al.,, 2019). As VEs sao estruturas ou particulas com membranas, ja
identificadas como componentes produzidos por diversos tipos celulares, e que
desempenham papeis em processos patoldgicos e fisioldgicos (CAMPOS et al.,
2015). Os estudos realizados com VEs de Acanthamoeba sao recentes e
utilizaram apenas uma linhagem (GONCALVES et al., 2018; LIN et al., 2019).
Nao ha informacgdes sobre a variacdo de perfil de producédo VEs ou diferencas
em aspectos funcionais entre diferentes linhagens ou gendtipos de
Acanthamoeba. Considerando esta lacuna, a hipotese de que VEs de
Acanthamoebade diferentes genoétipos apresentam caracteristicas funcionais

distintas € investigada nesse trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificagao taxonémica, morfolégica e molecular do género

Acanthamoeba

As amebas do género Acanthamoebaforam inicialmente descritas em
1930 por Castellani, porém utilizando a denominagao de género Hartmannella
e da espécie Hartmannella castelanii. Volkonsky, em 1931, dividiu o género

Hartmannella em trés subgéneros: Hartmannella, Glaeseria eAcanthamoeba.

Apo6s duas décadas, Singh (1952), Pussard (1966) e Singh e Das (1970),
questionaram a classificacdo dessas amebas e apds avaliar diversas cepas de
Hartmanella e Acanthamoeba, Page (1967) concluiu que a formada
classificagdo estabelecida era duvidosa na diferenciacdo de espécies, porém,
que a presengca de acantopodios e as caracteristicas dos cistos eram
suficientes para uma proposta de classificagdo do género baseada nas
caracteristicas morfologicas. Em 1975, Sawyer e Griffin estabeleceram uma
nova classificagao filogenética incluindo a familia Acanthamoebidae (KHAN,
NAVEED AHMED, 2006). Em 1988, o género Hartmannella foi alocado na
familia Hartmannellidae estabeleceu-se a atual classificagcdo filogenéticadas
AVLs (Figura 1).

Reino Protista

Sub.reino Protozoa

Filo Sarcomaéligophura

Sub-filo Sarcodina

Super-classe Rhizopoda

Classe Lobﬁsea

Subclasse Gymnamoebia

Ordem Amoebida ' Schizopyrenida

Famlia Entamoebidae Hartmannelidae Acanthamoebidae Vahkampfiidae
Género  Entamosba Hartmannella Acanthamoeba Balamuthia Naegleria Vahlkampfia

Figura 1: Atual classificacdo filogenética de Acanthamoeba em relagdo as
outras amebas de vida livre. Fonte: adaptado de KHAN, 2006.



17

Aproximadamente, 25 espécies de Acanthamoeba sao descritas com
base na morfologia dos cistos proposta pela classificagao tradicional. Porém,
ainda assim, a variedade morfoléogica e as alteracbes decorrentes das
condi¢gbdes de cultura em uma determinada cepa podem dificultar ou impedir a
identificagéo.(SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Com isso, uma classificagdo simplificada foi adotada, permitindo categorizar os
isolados em grupos |, Il, e lll, de acordo com o tamanho do cisto e a morfologia
do endocisto e ectocisto (PUSSARD, M.; PONS, 1977)(Figura 2).

Grupo | | ]|

Diametro 16 a 30um <a18um <a18um

Forma do | Aspecto estrelado, | Levemente Oval ou

endocisto bracos bem visiveis | estrelado, oval ou | levemente

poliédrico angular

Forma do | Contorno  circular, | Segue o contorno | Fino e liso ou

ectocisto liso ou ondulado do Endocisto. fracamente
ondulado

Forma

microscopica

observada

Figura 2:Esquema comparativo dos grupos morfolégicos de Acanthamoeba.Classificacdo
baseada na morfologia dos cistos dos 3 diferentes grupos de Acanthamoeba. Fonte:
modificado de QVARNSTROM et al., 2009.

Basicamente, espécies pertencentes ao grupo | apresentam cistos
grandes (acima de 16-18 um de didmetro), caracterizados pela forma estrelada
do endocisto e a parede externa é esférica e lisa (APARECIDA DA SILVA;
ARISTEU DA ROSA, 2003; MARCIANO-CABRAL et al., 2003). Ja as espécies

do grupo Il apresentam cistos de tamanho médio menor que 18 uym, sendo que
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o endocisto pode apresentar-se de forma estrelada, oval, triangular ou
quadrangular. Ja o ectocisto segue o contorno do endocisto e é geralmente
rugoso (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004a; WALOCHNIK; OBWALLER;
ASPOCK, 2000).

O grupo lll compreende as espécies que também possuem tamanho
médio menor que 18 pm, com endocisto de forma oval ou globosa, nunca
estrelado. O ectocisto delgado e liso € justaposto ao endocisto e, as vezes,
dificil de ser observado (PUSSARD, PONS, 1977; SCHUSTER; VISVESVARA,
2004a).

Embora a morfologia de grupos ainda seja utilizada na identificacdo dos
isolados, estudos moleculares com foco nas sequéncias da pequena
subunidade de genes nucleares 18S rRNA sdo atualmente a principal
ferramenta para caracterizacdo taxond6mica de Acanthamoeba(FUERST,;
BOOTON; CRARY, 2015).

A existéncia de 12 gendtipos foi relatada apds analisar essa sequéncia em 53
isolados (STOTHARD et al., 1998). Até entdo, um total de 20 gendtipos foram
descritos (CORSARO et al., 2015; MAGNET et al., 2014).

Cada gendtipo exibe ao menos 5% de divergéncia genética dos outros
gendtipos e existem 12 regides variaveis na regido 18S do rRNA, sendo que
todas devem ser consideradas para a determinagdo de um novo genotipo
(CORSARO; VENDITTI, 2010). Essa classificagao genotipica permite associar
alguns a um maior potencial em causar infecgoes. Dos genotipos isolados e
descritos, o gendtipo T4 é o mais frequentemente envolvido em casos clinicos
de ceratite e encefalite (MACIVER et al., 2013).

As causas para essa prevaléncia sio incertas, entretanto, acredita-se que
amebas desse gendtipo possuam maior viruléncia e propriedades que
aumentam sua capacidade de infecgdo, assim como maior resisténcia a

agentes quimioterapicos.

2.2. Morfologia e biologia de Acanthamoeba

As amebas do género Acanthamoeba apresentam duas formas evolutivas em
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seu ciclo de vida: a fase do cisto, com uma minima atividade metabdlica, e a
fase do trofozoito que apresenta um crescimento vegetativo (Figura 3)
(SIDDIQUI e KHAN, 2012). Ambas as fases podem ser encontradas nos
ambientes e em tecidos infectados (YUEHUA et al., 2014).

Figura 3:Formas evolutivas de Acanthamoeba spp: A. Trofozoito em
microscopia de contraste de fase com vacuolo contratil (vc), vacuolos
alimentares (va) e nucleo (n). B. Trofozoito em microscopia eletronica de
varredura com acantopodios evidentes (ac). C. Cistos em cultura axénica
em microscopia optica convencional com ectocisto (ec) e endocisto (en)
evidentes. D. Cistos em microscopia eletronica de varredura com
ostiolos evidentes (0).Fonte: autoria prépria.

As formas ativas de Acantamoeba sado os trofozoitos, que séao
pleiomorficos, emitem pseuddépodes finos de forma afilada, denominados
acantopodios, que sao estruturas caracteristicas do género (Figura 3 A e B).
Os trofozoitos variam em tamanho, que pode ser de 14 a 40 ym de diametro,

(KINDE et al., 2007). O citoplasma do trofozoito € abundante e granuloso, com
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movimentos polidirecionais. Ele apresenta diversos vacuolos digestivos com
um ou dois deles representando vacuolo contratil responsavel pelo controle
osmético da célula (LLOYD; MELLOR; WILLIAMS, 1983; VAN
WAEYENBERGHE et al., 2013)(Figura 3 A e B).Os trofozoitos se multiplicam
assexuadamente por fissdo binaria, processo que se inicia quando os
trofozoitos se dividem ao atingir certo tamanho. O corpo celular torna-se
esférico e coberto por pseudopodos curtos, que depois se alonga e finalmente
o organismo divide-se em duas partes. Sendo que, enquanto isso, 0 nucleo ja
se dividiu por mitose(YOUSUF; SIDDIQUI; KHAN, 2013).

A locomogao, adesdo e captura de microrganismos envolve a acao de
pseudopodes emitidos pelos trofozoitos que utilizam para se alimentar de
bactérias, fungos, leveduras, matéria organica, virus e algas, além de outras
particulas do substrato. Eles podem sobreviver em cultivo axénico e ingerir
nutrientes liquidos por meio da pinocitose (BOWERS; KORN, 1968; KHAN et
al., 2006).

Os cistos sdo observados em condicdes adversas, como alta temperatura,
dessecacdo, falta de nutrientes e presengca de alguns agentes quimicos
(desinfetante e antimicrobiano) e fisicos (calor, frio e radiagao ultravioleta). Sao,
portanto, considerados as formas de resisténcia do microrganismo (AKSOZEK
et al., 2002). O cisto possui tamanho de 10-20 pm aproximadamente e
apresentam parede externa dupla composta pelo ectocisto, forma mais
esférica, e endocisto, que apresenta formas variaveis de triangulares a
estrelares, com jungdes entre as duas camadas, evidenciando estruturas
chamadas de ostiolos, que sdoporos existentes na parede do cisto(Figura 3 C
e D).(PAGE, 1988; SCHUSTER; VISVESVARA, 2004a).

A composicao do cisto inclui aproximadamente 35% de carboidratos, sendo a
celulose o principal agucar, 33% de proteinas, 6% de lipidios e outros materiais
ndo identificados (SIDDIQUI; KHAN, 2012). A membrana plasmatica é
constituida por aproximadamente 33% de proteinas, 25% de fosfolipidios, 13%
de esterdis e 29% lipofosfoglicanos. (DEARBORN; KORN, 1974; SIDDIQUI;
KHAN, 2012; SMITH; KORN, 1968). Sua formagédo envolve a agao da
serinoprotease CSP21 que é uma proteina especifica envolvida no processo de

revestimento do trofozoito durante o encistamento. O desencistamento, por sua
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vez, ocorre quando o cisto é exposto a condigdes ideais de crescimento para o
trofozoito, sendo essas alteragdes ambientais detectadas através de poros
existentes na parede do cisto, conhecidos como ostiolos. O trofozoito deixa
entdo o cisto, separando-se da parede que o protegia, completando o ciclo
(KHAN, NAVEED AHMED, 2006).

2.3 Infecgbes causadas por Acanthamoeba

As amebas do géneroAcanthamoebapodem causar em humanos dois
tipos principais de infecgdes: uma em que as amebas infectam o hospedeiro
por meio de lesdes cutaneas ou pelo trato respiratorio, se disseminando por via

hematogénica até o encéfalo e outra constituida por infeccao da cérnea.

O primeiro tipo determina quadros que afetam a nasofaringe, o ouvido,
a pele (acantamebiase cutédnea), com posterior disseminagédo, estando
associado a individuos imunocomprometidos por meio de infec¢gdes por HIV
(DOWELL et al., 2015), tratamento com imunossupressor apés transplante de
orgaos, alcoolismo, abuso de drogas, tratamento com esteroides, quimioterapia
e radioterapia para tumores malignos(CHOMICZ et al., 2010). Portadores de
outras doengas como diabetes, Lupus Eritematoso Sistémico (THAMTAM et al.,
2016), insuficiéncia renal, cirrose, tuberculose, ulcera na pele e doenca de
Hodgkin também sao afetados, devido a uma queda no sistema imunoldgico
que favorece o crescimento e disseminagdo destas amebas (DA ROCHA-
AZEVEDO; TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009).

O segundo tipo de infecgdo por Acanthamoeba, a Ceratite Amebiana
(CA), nao tem relagdo com imunosupressao. O aumento da sua incidéncia nas
ultimas décadas é atribuido a popularizagao de lentes de contato (KHAN et al.,
2006; RADFORD; MINASSIAN; DART, 2002).

2.3.1 Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG)

A Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG), é uma doenga de
progressao lenta e é quase sempre fatal, com uma taxa de mortalidade de 85%
(TORNO et al., 2000;,ZAMORA; HENDERSON; SWIATLO, 2014). A EAG se
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desenvolve quando as amebas que infectaram o individuo por via cutanea ou
respiratoria, atravessam a barreira hematoencefélica e atingem o encéfalo.
Embora esse primeiro tipo de infeccdo por Acanthamoebaocorra
prioritariamente em imunocomprometidos, ha algunsrelatos de casos em
pacientes sem sinais de imunodepressao (DA ROCHA-AZEVEDO; TANOWITZ;
MARCIANO-CABRAL, 2009).

Os sintomas incluem dor de cabeca, febre, alteracbes comportamentais,
hemiparesia, letargia, rigidez de nuca, afasia, ataxia, vémitos, nauseas,
paralisia do nervo craniano, aumento da pressao intracraniana, convulsdes e
finalmente a morte. O Obito é devido a hemorragia, lesbes necréticas com
irritacdo meningea grave e encefalite (KHAN et al., 2006).

Seu diagnostico definitivo pode ser estabelecido pela associacédo de
dados clinicos e exames complementares como exame no liquido
cefalorraquidiano (LCR); (KINDE et al., 2007), feito pela visualizagdao dos
trofozoitos ou cistos através da coloragcdo de Gram, Giemsa, hematoxilina e
eosina, porém estas coloragdes nao diferem as os protozoarios de macrofagos,
por exemplo. A melhor maneira para identificagdo das amebas seria através da
morfologia da parede dos cistos e da forma nuclear e dos vacuolos do
trofozoitos (CALIOT et al., 2017).

O protozoario pode ainda ser cultivado facilmente in vifro em meios
especiais. Os altos titulos de anticorpos especificos para detecgdo de
Acanthamoebano soro de pacientes sao indicativos de infeccdo por EAG,
porém o fato de poder existir um alto indice de anticorpos em individuos
saudaveis devido ao constante contato entre humanos e amebas, impede que
a sorologia seja utilizada na rotina diagnostica (ZAMORA; HENDERSON;
SWIATLO, 2014).

Técnicas moleculares também podem ser usadas no diagnostico, porém
estas apresentam alto custo e sdo de acesso limitado (DA ROCHA-AZEVEDO,;
TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009). Nao existe um tratamento eficaz e
recomendado, uma vez que as amebas apresentam baixa sensibilidade a
agentes antimicrobianos e muitos destes agentes sédo incapazes de atravessar
a barreira hematoencefalica, no sistema nervoso central. A terapia é realizada

através da combinagcdo de antimicrobianos, antifungicos e anti-inflmatérios.
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(KHAN et al., 2006; SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Figura 4:Encefalite amebiana granulomatosa. Relato de caso de um paciente de
28 anos diagnosticado com Lupus eritematosa sistémico e EAG. A: Pequenas areas
necroéticas macroscopicas (circulo amarelo). B: forma do cisto de Acanthamoeba
evidenciando a parede enrugada. Fonte: THAMTAM et al., 2016

2.3.2 Ceratite Amebiana

A ceratite por Acanthamoeba € uma doenga de reconhecimento
relativamente recente e nas ultimas décadas, caracterizada pela destruigcao
progressiva da cérnea causada pela invasédo por Acanthamoeba, podendo ser
uni ou bilateral (CLARKE; ALIZADEH; NIEDERKORN, 2006).

No Brasil, os primeiros casos foram descritos por Nosé et al. em 1988. A
infeccdo se desenvolve em pessoas imunocompetentes e foi ligada
principalmente as espécies: A. poliphaga, A. Castellani, A. rhysodes, A.
hatchetti, A. culbertsoni, A. astronyxis, A. quina e A. lugdunensis (KHAN et al.,
2003). O seu manejo clinico tem sido motivo de varios estudos, sendo
considerada uma infecgao de dificil diagnéstico e tratamento (WALOCHNIK et
al., 2000; KHAN et al., 2003).

Dentre os fatores de risco para a infecgdo, os principais sao os danos
pré-existentes na coérnea, que podem ocorrer por traumas com objetos
estranhos como iodo, terra e lentes de contato. O uso das lentes € o principal
fator de risco para CA, especialmente quando ha falha no processo de

higienizagdo das lentes de contato de uso diario. O uso de solugdes salinas
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caseiras, produzidas com sal de cozinha para a limpeza das lentes de contato
apresentou-se como um fator de risco importante no desenvolvimento dos
primeiros casos (SIDDIQUI; KHAN, 2012). Testes em lentes de contato usadas
mostraram a presenca de diversos sacarideos apés apenas 30 minutos de uso,
que podem agir como receptores para trofozoitos de Acanthamoeba,
aumentando a probabilidade de ocorrer ligagdo das amebas as lentes de
contato. (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004b).

O quadro clinico, inicialmente, pode ser confundido com outras
infeccbes da cornea, causadas por diferentes microrganismos, podendo levar a
erro no diagnostico. A ceratite dendritica resultante do virus herpes simplex ou
adenovirus apresenta caracteristicas similares a CA (BROWN et al., 2017; DA
ROCHA-AZEVEDO; TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009). Na fase
avancgada, a infecgdo se assemelha a um quadro clinico de ceratite fungica ou
uma ulcera da cornea. Também é possivel confundir o diagnodstico da CA com
ceratite bacteriana, ja que ambas apresentam sintomatologia semelhante
(RETANA-MOREIRA et al., 2015; SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Os principais sintomas da doenga sdo olhos avermelhados,
lacrimejamento, fotofobia, dor e edema na palpebra. Uma constante hiperemia

conjuntival e inflamacao na cérnea também podem ocorrer (Figura 5).

Figura 5:Lesobes caracteristicas de Ceratite Amebian.: A: Infiltrado em forma
de anel, caracteristico em CA. B: Lesdes na coérnea apds a aplicagdo do
corante fluoresceina de sodio (LORENZO-MORALES et. al., 2015).

Quando trofozoitos infiltram os nervos da cérnea, pode ocorrer um

quadro de neurite e necrose. Coriorretinite ocorre raramente em casos que o
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parasita invade a retina.

No inicio da infec¢cdo, as amebas ficam restritas ao epitélio da cornea,
mas progridem e invadem o estroma, onde provocam grande inflamagéo. O
achado clinico mais caracteristico € a presenga de um infiltrado inflamatério
estromal em forma de anel, constituido principalmente por neutréfilos
(ERTABAKLAR et al., 2009; KINDE et al., 2007; MARCIANO-CABRAL et al.,
2003). Deste modo, os trofozoitos se ligam a glicoproteinas de manose
presentes no epitélio da cérnea hospedeira através da proteina ligadora de
manose (MBP) de 136 kDa da membrana trofozoitica (Figura 6 A). Micro-
traumas levam ao aumento da expressdo de glicoproteinas de manose no
epitélio da cornea, sendo esse um fator de risco determinante para a instalacao

da doencga.

A exposicao de trofozoitos de Acanthamoeba a manose induz aumento
da expressao de uma protease de 133kDa, conhecida como MIP133.A MIP133
€ um fator citopatico que atua pela indugdo de apoptose em queratinécitos,
células do corpo ciliar, células epiteliais do pigmento de retina, células do
epitélio da cornea e células endoteliais da cérnea (Figura 6 B e C) (CLARKE,
DANIEL W.; NIEDERKORN, 2006b). Uma intensa dor é relatada por pacientes
com CA e acredita-se que seja devido a producdo da Ceratoneurite radial
causada pelo acumulo dos trofozoitos préximos aos nervos da cornea (Figura
6 E). Os trofozoitos em sua maioria ndo penetram a nivel intraocular (Figura 6
F). Clarke e colaboradores (2005), em experimentos in vivo, demonstraram que
os trofozoitos que conseguem penetrar a esse nivel sdo eliminados por um
intenso infiltrado inflamatério. As proteases sao fatores de viruléncia ja
identificados em diversos microrganismos como virus, bactérias e protozoarios.
Os trofozoitos de Acanthamoeba utilizam proteases, tais como
serinoproteases, cisteina proteases, elastase e metaloproteases, para invadir o
estroma (Figura 6 D) (CLARKE; NIEDERKORN, 2006). Proteases secretadas
por Acanthamoeba apresentam capacidade de degradar diversos componentes
da matriz extracelular. Kong e colaboradores (2000) identificaram uma
serinoprotease de 33kDa em uma cepa do gendtipo T12, com a capacidade de
degradar fibrinogénio, 1gG, IgA, albumina, hemoglobina, além de também

degradar os principais componentes da matriz extracelular: colageno tipo |,
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colageno tipo IV e fibronectina. Cepas patogénicas exibem proteases
especificas, como o ativador de plasminogénio de 40 kDa, que nao séao
encontradas em cepas ambientais (MITRO et al., 1994). As metaloproteases de
matriz sdo enzimas proteoliticas que também possuem papel importante para a
degradacao de componentes da matriz extracelular no processo de invasao por
Acanthamoeba(CLARKE; NIEDERKORN, 2006). Nesse contexto, as proteases
em Acanthamoeba sdo fundamentais para que essa ameba de vida livre
obtenha sucesso ao infectar e colonizar um hospedeiro. No entanto, ainda
existem muitos fatores do mecanismo molecular que regula a patogenicidade

em Acanthamoebaque necessitam de um maior entendimento.

Glicoproteinas
manosiladas

Nio
invasdo [
intraccular .

i

Figura 6:0 processo de invasdo da coérnea por Acanthamoeba. A) Os trofozoitos
aderem ao epitélio da cornea. B) Destruigdo do epitélio pela agao da protease MIP133.
C) Rompimento da membrana de Bowman e invasédo do estroma. D) Degradagéo do
estroma pela agao de diversas proteases. E) Acumulo de trofozoitos préximos ao nervo
da cérnea causando ceratoneurite. F) Incapacidade dos trofozoitos em penetrar a nivel
intraocular. Fonte: adaptado de CLARK; NIEDERKORN, 2006).

Um método de diagndstico rapido e eficaz ainda € necessario para o

-

manejo de casos de CA. A confirmagdo da infecgdo muitas vezes sé

O]

realizada pela bidpsia ou raspado da cérnea, o que pode acontecer apds



27

retirada da cérnea (RETANA-MOREIRA et al., 2015; SCHAUMBERG; SNOW;
DANA, 1998).

Mesmo apds o diagnostico correto, ainda ha dificuldade em encontrar o
tratamento eficaz, uma vez que cistos de amebas sao extremamente
resistentes a acdo de farmacos e agente quimicos (SCHAUMBERG; SNOW;
DANA, 1998).

2.3.3.Tratamento das infecgdoes causadas porAcanthamoeba

O tratamento para a acantamebiase deve ser iniciado imediatamente
apo6s o diagndstico e até mesmo suspeita clinica, por ser uma infecgao dificil de
tratar e estar associadas a progndsticos ruins do paciente, como deficiéncia
visual em caso da CAedbito em caso de EAG.

Os principaisobjetivos do tratamento incluem reduzir a carga parasitaria,
inibir o crescimento domicrorganismoe impedir a invasdo dos tecidos do
hospedeiro (KHAN, 2006).

A farmacoterapia adotada deve ser combinada considerando a
resisténcia do protozoario as drogas utilizadas. Os componentes da dupla
parede dos cistos de Acanthamoeba atuam como uma barreira fisica natural
que impede aabsorcao dos farmacos.

A miltefosina, composto utilizado para o tratamento de céncer e
leishmaniose, pode ser utilizada para o tratamento (WALOCHNIK et al.,
2002).As biguanidas sado capazes de destruir a membrana plasmatica do
trofozoito (SEAL, 2003). Enquanto asdiamidinas, por sua vez, ndo possuem
mecanismo de acdo completamente elucidado. Entretanto, o uso combinado
das duas drogas apresenta um mecanismo de ac¢do eficaz no tratamento. O
uso de antibidticos como bezetacil, anfotericina B e tetraciclina associados a
corticoides também séao eficazes, mas muitas vezes apresentam alta toxicidade
ao paciente.

Dentre os beneficios do uso de corticosteroides para o tratamento da
CApor Acanthamoeba, estdao o alivio da dor e a melhoria da visdo a curto e
longo prazo (PARQUEet al., 2014). Entretanto, a diminuigdo da resposta imune

causada pelo uso desses medicamentos pode piorar o quadro Vvisto
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gquemacrofagos e neutrofilos sdo capazes de eliminar facilmente os trofozoitos
de Acanthamoeba (KHAN, 2006).

Um exemplo classico da dificuldade no tratamento consiste no regime de
rigido no tratamento da CA,que é demonstrado pelo fato das solugdes topicas
serem administradas em intervalos inferiores de 1 hora em alguns casos. Ele
também é muito longo, podendo demorar até um ano para ser concluido, o que
pode gerar completo desconforto e perda da qualidade de vida do paciente,
além de custos financeiros (KHAN, 2006).

A busca de novos agentes amebicidas € muito importante para melhorar
otratamento para amebiase. Atualmente, témsido testados extratos vegetais
com essa finalidade que apresentam baixa toxicidade a células humanas e alta
efetividade contra cistos e trofozoitos de Acanthamoeba. Além disso, o0s
avancgos das técnicas de biologia molecular para encontrar biomarcadores e
entender a patogenicidade de Acanthamoeba podem servir como alvo
terapéutico (SIDDIQUI et al., 2016).

2.4 Patogenicidade de Acanthamoeba

Embora as manifestacbes clinicas das infeccbes acometidas por
Acanthamoebasao bem descritas, 0s mecanismos precisos associados com a
patogénese da Acanthamoebanao foram totalmente esclarecidos.
Compreender a base da patogenicidade daAcanthamoeba é crucial para o
desenvolvimento de intervengdes terapéuticas. E bem estabelecido que a
patogenicidade seja um processo complexo que envolve multiplos fatores,
tanto voltado em parte pelo parasita quanto em parte pelo hospedeiro, e ndo ha
um determinante Unico que cause ou que permita que esses parasitas
produzam essas doencas em humanos.

Os fatores conhecidos voltados a patogénese s&do os mecanismos indiretos e
diretos, tanto dependente quanto independente de contato entre a ameba e o
tecido do receptor, ligados também as caracteristicas intrinsecas do

hospedeiro.



29

2.4.1 Mecanimos indiretos

I. Morfologia: As diferentes formas de vida apresentadas por Acanthamoeba
(cistos e trofozoitos) sdo consideradas mecanismos associados ao poder
patogénico deste organismo (DEARBORN; KORN, 1974). O trofozoito € um
fagdcito capaz de fagocitar células, processo importante tanto na sobrevivéncia
no ambiente, habilitando-o a incorporar particulas alimentares e outros
microrganismos, quanto na patogénese das infecgdes, por sua habilidade de
engolfar partes celulares por formagdo amebostomos. Além disso, sua forma
de resisténcia conhecida como cistos podem manter sua integridade e
conservar a patogenicidade durante varios anos em condi¢gdes adversas, sendo
este um importante fator na propagacdo de infec¢cdes causadas por esta
ameba. A capacidade de rapida transformagdao em cistos tem sido também
considerada um fator de patogenicidade (ROCHA AZEVEDOet al., 2009). O
encistamento nos tecidos infectados também é considerado uma importante
forma de Acanthamoeba resistir ao sistema de defesa do hospedeiro,
sobrevivendo a mecanismos inflamatérios e ao uso de para combater a
infecgao (SIDDIQUIlet al., 2009).

ll. Tolerancia a temperatura e osmolaridade e diferentes pHs: Ao
estabelecer infecgbes sistémicas ou encefalite, Acanthamoebaé exposta a
temperaturas maiores do que habitualmente enfrenta no ambiente. De forma
similar, na ceratite amebiana, as amebas sdo expostas a alta
osmolaridaderepresentada pela salinidade da lagrima. Portanto, o crescimento
a altas temperaturas e a alta osmolaridade é descrito como caracteristicas
associadas a patogenicidade de Acanthamoebaem se estabelecer no
hospedeiro (WALOCHNIKet al., 2000; KHAN et al., 2001; KHANet al., 2002).
Além disso, Acanthamoeba pode crescer em faixas de pH de 4 a 12 (KHAN et

al., 2006), evidenciando uma alta adaptabilidade a condi¢cbes extremas.

lll. Resisténcia a substancias quimicas: Os trofozoitos de Acanthamoebasao
considerados sensiveis a uma variedade de compostos usados para o
tratamento de infecgbes, incluindo agentes quimicos desinfetantes, como as
biguanidinas, compostos quartenarios de amdmia, cloro, diéxido de cloro e
peroxido de hidrogénio (KHAN, 2003). Em relacdo aos cistos, essa resisténcia

€ aumentada, o que, inclusive, constitui um dos problemas no tratamento das



30

infeccbes, ja que as amebas adotam essa forma também nos tecidos

afetados-.

2.4.3 Mecanismos diretos

I. Adesao: A adesao € um mecanismo dependente de contato considerado o
primeiro passo durante a patogénese das infecgbes por Acanthamoeba, uma
vez que os trofozoitos utilizam da aderéncia em células hospedeiras mediadas
por uma adesina, isto €, uma proteina de ligagdo a manose (MBP) presente na
superficie do trofozoito para prosseguir sua invasdo para tecidos mais

profundos das células epiteliais da cornea.

Il. Fagocitose e apoptose: A fagocitose em Acanthamoeba foi demonstrada
utilizando uma variedade de particulas, incluindo esferas de latex, bactérias e
leveduras. Recentemente foi demonstrada também a capacidade da ameba em
digerir células epiteliais da cérnea, através de estruturas presente na superficie
do trofozoito semelhantes a estruturas vistas em outros protozoarios, tais como
Naegleria eE. histolytica. Varios estudos sugerem que Acanthamoebainduz
apoptose em células de neuroblastoma que representam ainda outro
mecanismo de morte celular do hospedeiro (SIDIQUI et al 2011)]. Eles
observaram que o DNA da célula hospedeira apresentava uma cromatina
condensada, formacdo de membranas e formacado de corpos apoptéticos,
todos esses marcadores bem conhecidos em condi¢cdes de apoptose. Contudo,
se apoptose e fagocitose tém papéis independentes na patogénese das
infeccdes por Acanthamoeba ou se a apoptose € um processo primario, que €
estimulado pela ligagdo de parasitas com as células hospedeiras e leva a
eventos secundarios, como a fagocitose ainda permanece desconhecida
(SIDIQUI et al.,2011).

lll. Ecto-ATPases: As Ecto-ATPases sao glicoproteinas presentes na
membrana plasmatica. Quando estas proteinas extracelulares sao hidrolisadas
o ADP (Adenosina difosfatada) é formado (SISSONSet al., 2004). Este ADP
pode ter efeitos toxicos nas células hospedeiras, sugerindo que as ATPases

possuem um importante papel na patogenese de Acanthamoeba.
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IV. Secregcao de proteases: As proteases sao produzidas por varios
microrganismos como virus, bactérias, protozoarios, leveduras e sao capazes
de produzir danos a membrana da célula do hospedeiro facilitando a migragao
durante a infecgdo. Grandes quantidades dessas proteases sado secretadas por
cepas Acanthamoeba, sendo que as amebas de origem clinica produzem maior
quantidade que as ambientais (KHAN, 2006; LORENZO-MORALES et al.,
2015). O principal papel fisiologico das proteases é a degradacdo do substrato
(KHAN, 2006), o que justifica o fato de serem observados em outras amebas
de vida livre potencialmente patogénica, como Naegleria, Balamuthia,
Entamoeba (KLEMBA & GOLDBERG, 2002). As proteases também sé&o
consideradas um fator de viruléncia relevante na invaséo de tecidos, migracao
do patdgeno e no desenvolvimento da patologia no hospedeiro (KHAN et al.,
2000; KOESHLER et al., 2009; OMANA-MOLINA et. al., 2013; YANG et al,,
2015).

2.5Atividade imunolégica em infecgdes por Acanthamoeba

Anteriormente,foram descritos os diversos fatores de patogenia capazes de
modular a resposta imunoldégica do hospedeiro porAcanthamoeba. Os
mecanismos de defesa empregados pelo organismo estdo diretamente
associados aos mecanismos de citdlise e ativacdo celular, tanto de
macrofagos, como de neutroéfilos, mediados pelo Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a). A presenca de anticorpos especificos favorece a producdo de
interferon gamma (IFN-y) (VAN KLINK et al, 1996).

Os macrofagos atuam como primeira linha de defesa na eliminagdo dos
trofozoitos, uma vez que foi observado que a sua auséncia nos tecidos
infectados favorece o aumento da incidéncia da infecgdo pelas amebas,
agravando a enfermidade e determinando o prolongamento do curso clinico da
ceratite (STEWARTet al., 1992). Ainda ndo é bem elucidado o papel dos
neutrofilos frente a infeccdo, mas sabe-se que essas células sao téo
importantes quanto os macréfagos na fase inicial de invasdo celular

considerando que também sdo encontrados em numero elevado em ulceras
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cutdneas e em coérneas de pacientes com ceratite. Acredita-se que sua
atividade seja influenciada pela presenca do TNF-a (FERRANTE, 1991).
Baseado nesses indicios ja foi possivel determinar que sua atuagao apresente
um excelente desempenho na eliminagao de Acanthamoeba durante a infeccéo
da coérnea, através de estudos envolvendo animais de experimentagdo, nos
quais a diminuigao significativa do numero de neutréfilos esta diretamente
proporcional ao aparecimento precoce da doenca e a sua forma mais
agravada, enquanto oaumento dos neutrdfilos levou a uma melhora dos
animais (HURT et al., 2003). Experimentos in vitro mostram que os anticorpos
especificos sdo capazes de ativar o mecanismo litico do complemento, porém
tem se observado que mesmo que esses anticorpos sejam ausentes, 0s
trofozoitos de Acanthamoeba sdo capazes de ativar o mecanismo da cascata
do complemento. Isto é possivel, por causa da presenca de proteinas
reguladoras do complemento, como a CD55, na composi¢cédo da lagrima e do
epitélio corneal, que protegem o tecido dos trofozoitos de Acanthamoeba
(FERRANTE e ROWN-KELLY, 1983; TONEY e MARCIANO-CABRAL,
1998).Estudos abordando a resposta imune apds o contato com trofozoitos
deAcanthamoeba, in vivo e in vitro, indicaramaumento na expressao de mRNA
de TLR4, MyD88, IL-8, TNF-qa, IL-12 e NF-kB nas células da cornea de ratos
infectadas (RENet al., 2010; REN & WU, 2011).

Em outros estudos, houve uma expressao aumentada de TLR4 / TLR2 no
cérebro, pulmdes e olhos de camundongos infectados por Acanthamoeba
cerebral e sistémica. Os dados indicaram que a presenca de padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) de Acanthamoebaséo
reconhecidos pelo hospedeiro (DERDA et al., 2016; WOJTKOWIAK-GIERA et
al., 2016; KOTet al., 2019). As proteases produzidas pelos trofozoitos séo
capazes de induzir a producéao de IL-12e IL-6em macréfagos murinos (CANOet
al., 2019). Os mecanismos envolvidos na liberagdo de proteases na matriz
extracelular podem incluir a liberagdo direta pelos parasitas ou

compartimentadas em vesiculas.
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2.6Vesiculas extracelulares

As vesiculas extracelulares (VEs) sédo estruturas membranares produzidas e
liberadas por varios tipos celulares. Existem trés tipos principais de vesiculas

extracelulares: os corpos apoptoticos, as microvesiculas e 0s exossomos.

L
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O Microvesiculas

Exosomos
. Lisossomos
<
\ ¢,/ Corpos multivesiculares
A Pproteinas de transmembrana

mm  Proteinas associadas a membrana

(Figura 7).

Figura 7: Liberacido de microvesiculas e exossomos.As MVs originam-se
diretamente por brotamento da membrana plasmatica (1). Os exosomos, por sua vez,
sdo formados no interior de corpos multivesiculares (MVBs) por invaginacdo das
membranas de endosomos precoces (2). Os exosomos sdo liberados pela fusdo de
MVBs com a membrana plasmatica (3). MVBs podem sofrer fusdo com lisossomos (4).
Simbolos representativos indicados no quadro a direita (Modificado de Raposo, G.
2013).

Os corpos apoptéticos apresentam o tamanho de 1 a 5 ym e a sua liberacéo ja
€ bem conhecida em células danificadas ou em apoptose (HRISTOV et al.,
2004). Embora os corpos apoptéticos sejam bem descritos em células
danificadas, apenas recentemente a produgao de VEs por células viaveis ou
normais tem sido descrita.Neste contexto as microvesiculas (MVs) e os
exossomos apresentam uma maior relevancia, considerando que a sua
producdo seja um aspecto do metabolismo regular das células viaveis.

Conceitualmente, a classificagdo é baseada quanto ao seu tamanho,origem e
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conteudo. Enquanto as MVs sao liberadas a partir da membrana plasmatica e
apresenta o tamanho de 100nm a 1um de diametro (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013), os exossomos variam o tamanho entre 30 a 150
nandmetros e possuem uma origem endocitica, sendo liberados apds a fuséo
de corpos multivesiculares com a membrana (STOORVOGEL et al., 2002).
Além da sobreposi¢cao de tamanho entre estas duas classes, diferencas em
propriedades tais como a morfologia, densidade flutuante e composi¢cado séo
insuficientes para uma distingdo clara entre elas (BOBRIE et al., 2011).Além
da sobreposicdo de tamanho entre estas duas classes, diferengcas em
propriedades tais como a morfologia, densidade flutuante e composi¢cao séo

insuficientes para uma distin¢do clara entre elas (BOBRIE et al., 2011).

2.6.1 Interagao e fungao das VEs

As fungdes das VEs em processos fisioldgicos ou patoldgicos dependem
da sua capacidade de interagir com as células-alvo e o tipo de célula que
produz (Figura 8). Sua produgao ja foi demonstrada em diferentes organismos
e circunstancias diferentes (BARTENEVA; MALTSEV; VOROBJEV, 2013).

Célula
receptora

Célula secretora : ,
Microvesiculas-MVE

Exossomos

Exossomos

Figura 8:Esquema de transferéncia de estruturas por VEs. As proteinas asssociadas a
membrana (tridngulos), as transmembranares (retangulos) e RNAs (retas sigmdides) séo
seletivamente incorporados em VEs. As VEs podem encaixar na membrana plasmatica de
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uma célula-alvo (1). As vesiculas ligadas podem fundir-se diretamente com a membrana
plasmatica (2) ou ser endocitados (3). As vesiculas endocitadas podem fundir-se com a
membrana de um compartimento endocitico (4).Ambas as vias resultam na liberagcdo de
proteinas e RNAs na membrana ou citosol da célula alvo. A fusdo e a endocitose séo
realizadas apenas por exossomos, mas as MVs derivadas da membrana plasmatica podem ter
destinos semelhantes.
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Ha diferentes tipos de interagdo das VEs com as células-alvo (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013). Em alguns casos, esta interagdo € restringida a
superficie celular através da ligagdo ao receptor. Outro caso envolvido com a
ligacdo a receptores éseguida por fusdo da vesicula com a membrana
plasmatica da célula alvo; ou inclusive a captagdo endocitica da vesicula.
Neste ultimo caso, as VEs podem permanecer dentro de endossomos e serem
direcionadas para um lisossomo ou pode ocorrer a fusdo da membrana da VE
com a membrana do endossomo, com a consequente descarga do conteudo
para o citoplasma (transferéncia horizontal); ou as VEs podem ser devolvidas
para o espaco extracelular apés a fusdo da membrana do endossomo
contendo VEs com a membrana plasmatica (transcitose)(TORRECILHAS et al.,
2012).

Desta forma, a interacdo de VEs com células-alvo permite a
transferéncia intercelular de componentes de membrana. Além de moléculas
de superficie e proteinas citoplasmaticas, 0 mMRNAs e miRNAs podem ser
direcionados para as células-alvo. Esta transferéncia de material pode
representar um mecanismo de transferéncia genética, permitindo que
diferentes tipos celulares influenciem no fendtipo de outras células através da
liberacdo de VEsS(COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; TORRECILHAS et al.,
2012).

A interacdo das VEs liberadas por células secretoras com as células - alvo é
especifica, € necessario que haja reconhecimento através de receptores
especificos e ndo de forma aleatéria, com qualquer célula apés um contato
qualquer sem reconhecimento. Por exemplo, as vesiculas liberadas por
plaquetas interagem com macréfagos e células do endotélio, mas ndo com
neutréfilos(COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009). Esta especificidade
parece esta determinada por moléculas de adesao presentes na superficie das
VEs.

A descoberta que vesiculas extracelulares participam em mecanismos
de comunicacao intercelular a distancia (VALADI et al., 2007) levou a um

interesse renovado sobre esta classe de estruturas e os estudos mostraram
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que estas estruturas podem atuar em processos neoplasicos e disturbios

trombdticos, imunoldgicos e hematolégicos (MENCK et al., 2017).

Além da comunicagdo interna, VEs vem sendo particularmente
importante no processo de interacdo parasito-hospedeiro em protozoarios,
associadas como fator de viruléncia em mecanismos invasivos de diversos
parasitas, (MANTEL; MARTI, 2014a),
Trypanosoma cruzi (CAMPOS et al., 2015), Leishmania sp (ATAYDE et al.,

2015), Trichomonas vaginallis (TWU et al., 2013)(Tabela 1).

como Plasmodium falciparum

Tabela 1:

humanos

Funcdo das vesiculas extracelulares em diferentes parasitos

Protozoario

Funcao das VEs

Referéncias

Trichomonas Aumento da adesao de parasitas. (TWU et al,
vaginalis 2013)
Trypanosoma Aumento da penetragdo em células (TORRECILHAS
cruzi hospedeiras et al., 2009)
Plasmodium Transferéncia de  fatores de (MANTEL,;
falciparum resisténcia a drogas e envolvimento MARTI, 2014a)
na diferenciacao sexual
Toxoplasma Estimulacado de resposta pr6o- (BHATNAGAR et
gondii inflamatoria al., 2007)
Leishmania Modulagao da resposta imune (SILVERMAN;
REINER, 2011)
Trypanosoma Exportacio de proteinas (GEIGER et al.,
brucei 2010)
Acanthamoebaca Carreia lipases, proteases e (GONCALVES et
stellani glicosidases sem significado al., 2019)

biolégico bem elucidado.

A patogénese das infeccbes por Acanthamoeba é dependente de diversos
fatores ja citados como a producédo de substancias citopaticas como enzimas

proteoliticas, glicoproteinas com manose e residuos de N-acetilglucosamina
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que levam a lesdo do hospedeiro (ALIZADEH et al., 2008; SIDDIQUI; KHAN,
2012). A producgao dessas substancias parece estar associada a caracteristicas
intrinsecas da linhagem, sendo possivel identificar proteases especificas
expressas em cepas consideradas patogénicas e nao observadas nas nédo
patogénicas (KHAN et al., 2006). Outro aspecto importante € a produgado do
efeito citotdéxico causado sem a necessidade do contato direto com o tecido.
Esta acdo a distancia pode ser mediada por meio de estruturas membranares
ou endociticas, sendo liberadas pelo protozoarioisoladas ou compartimentadas
em vesiculas, assim como visto em outros parasitas. Portanto, estudar e
conhecer as propriedades das vesiculas extracelulares produzidas pelos
trofozoitos de diferentes linhagenspode auxiliar no conhecimento da
patogénese desse organismo.(GONCALVES et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar comparativamente VEs produzidas por Acanthamoeba de diferentes

gendtipos quanto a caracteristicas fisicas e funcionais

3.2 Objetivos Especificos:
3.2.1 Obter e purificar VEs de quatro cepas de Acanthamoeba de gendtipos

distintos(T1,T2, T4 e T11) por centrifugacao diferencial;

3.2.2. Caracterizar as VEs quanto ao seu tamanho e quantidade produzida

pelas diferentes cepas de Acanthamoeba;
3.2.3 Avaliar o perfil das proteases de VEs de Acanthamoeba e a sua atividade;

3.2.4Avaliar o potencial pro-inflamatério das VEs em ensaios de producao de
oxido nitrico, IL-6e TNF-a por macréfagos peritoniais de linhagens distintas de

camundongos (BALBC, C57BL/6 selvagem e nocautesToll-like 2 e 4).

3.2.5Avaliar o papel das proteases carreadas pelas VEs na atividade pro-

inflamatdria em macréfagos murinos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Cultivo dos Isolados de Acanthamoeba

Quatro isolados de genotipos distintos de Acanthamoeba foram

utilizados,conforme descrito abaixo:

I. ALX: isolado obtido de um caso clinico de ceratite amebiana, em 2006,
na cidade de Vitéria, Espirito Santo, Brasil. O isolamento foi realizado em
placas de agar soja contendo 200uL de Escherichia coli (ATCC 25922) e no
mesmo ano a cultura foi axenizada em meio PYG (proteose-peptona extrato de
levedo) com 10% de soro bovino fetal. Este isolado apresenta caracteristicas
de maior patogenicidade conforme testes fisiologicos de termo e
osmotolerancia e apresenta caracteristicas do grupo morfologico Il pertencente
ao gendtipo T4 (DUARTE et al., 2013).

. R2P5:isolado obtidode poeira doméstica também na cidade de Vitoria,
Espirito Santo, em meio agar soja, tem caracteristicas do grupo morfologico Il
de Pussard e Pons (1978) e pertence ao gendtipo T1, conforme descrito por
POSSAMAI (2018). O gendtipo T1 tem sido encontrado em casos de encefalite
amebiana granulomatosa (SISSONS et al., 2004). Em 2014 o isolado R2P5 foi
axenizado em PYG com 10% de soro bovino fetal no Laboratério de
Parasitologia Clinica da Faculdade de Farmacia — UFMG por tratamento de
cistos com antibioticos conforme descrito por ALFIERI (2000) e modificado por
DUARTE (2013) (ALFIERI et al., 2000; DUARTE et al., 2013).

[ll. AP4: cepa obtida do American Type Culture Collectionde cddigo ATCC
#30872, que apresenta caracteristicas de menor patogenicidade, conforme
estudo de ROCHA-AZEVEDO & SILVA-FILHO (2007). Em outro estudo,
porém, essa cepa induziu encefalite e infeccdo sistémica apds reisolamentos
de modelo animal (VERiISSIMOet al 2013) indicando que apresenta certo
potencial patogénico. E uma cepa de origem ambiental isolada de agua
(Turkegee, Alabama, Estados Unidos da América) e identificada como genétipo
T2 por DUARTE et al. (2013) e vem sendo mantida no laboratério em meio
PYG com 10% de soro bovino fetal.

IV. AR15:isolado obtido de poeira de janela em ambiente doméstico, na

cidade de Vitéria, Espirito Santo, em meio agar soja e axenizado em meio PYG
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com 10% de soro bovino fetal em 2007. Apresenta caracteristicas de baixa
patogenicidade, conforme testes fisioldgicos e foi classificada como
pertencente ao genotipo T11 (DUARTE et al., 2013).

As caracteristicas das amostras estdo resumidas na Tabela 2. Para os
experimentos, as culturas foram adaptadas a PYG sem soro bovino fetal,
contendoantibiotico enrofloxacina (10 pg/mL). Os repiques de manutencéo
foram realizados em tubos com 5 mL do mesmo meio, a temperatura ambiente,

mensalmente.

Tabela 2Caracteristicas principais das amostras de Acanthamoeba utilizadas

no presente estudo:

. Isolamento L . Osmotolerancia
Isolados  Origem @ Axenizagao® Genétipo© (AM)/

termotolerancia'®

Caso de
ceratite,
Vitéria, ES-
Brasil
Ambiente
domestico o
R2P5 Vitoria, ES- 2011 2014 T -/40° C

Brasil

Agua-

Turkegee,
AP4 AL-EUA 1965 NC T2 NC

(ATCC3087

2)

Ambiente

doméstico R
AR15 Vitoria, ES- 2007 2008 T11 -/37°C

Brasil

ALX 2006 2006 T4 +/42°C

(a) Isolamento realizado em placa de meio semi-sélido (agar soja) com Escherichia coli

(b) Tratamento de cistos com antibidticos e axenizagdo em meio PYG com 10% de soro bovino
fetal (DUARTE et al., 2013; POSSAMAI et al., 2018).

(c) Genotipagem por sequenciamento de fragmento do 18S rDNA (DUARTE et al., 2013,
POSSAMAI et al., 2018).

(d)Ensaios de patogenicidade em cultivo em meio semi-sélido (agar soja), com tolerancia a 1M
e a 40°C/42° C sendo indicativos de maior patogenicidade.

NC: ndo conhecido
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4.2 Condigoes de vesiculagao

Para a realizacdo dos ensaios de vesiculagdo, as culturas foram
repicadas semanalmente em garrafas de cultivo de area 75 cm? com 200mL de
meio PYG com antibiético (enrofloxacina 10ug/mL) e incubadas em estufa a
32° C. Os repiques escalonados foram realizados para obter a concentracéo
aproximada de 107 trofozoitos por mL,apds 72h de crescimento (fase
exponencial). Os trofozoitos foram transferidos das garrafas para tubos de
15mL, submetidos a duas lavagens em Salina de Pagepor centrifugagcéo a 400
x g por 10 minutos em temperatura ambiente. Os trofozoitos foram
quantificados em Camara de Neubauer, usando Trypan blue 0,4 % para
exclusao de formas inviaveis e entdo submetidos a uma lavagem adicional por
centrifugacéao, realizada em meio de RPMI - 1640, livre de soro bovino fetal,
preparado com agua ultrapura e filtrado em membrana de 0,22 ym. O
sedimento foi suspendido em meio RPMI e uma quantidade contendo 1 x 10’
trofozoitos foi transferida para 20 mL desse mesmo meio, em tubos cbnicos
graduados de 50 mL resultando em uma concentragdo final de 5 x 10°
trofozoitos/mL.Os tubos foram incubados em estufa a 37° C para a
vesiculagéo, por 2 horas sob agitacdo de 180 rpm. Apds esse periodo, uma
aliquota de 100 uL do material foi retirada para avaliagao da viabilidade celular,

em camara de Neubauer utilizando Trypan blue 0,4%.

4.3 Isolamento das vesiculas extracelulares

As culturas vesiculadas foram submetidasa centrifugacdo diferencial

para separacao das vesiculas extracelulares, conforme a seguir:

1.0s 20 mL da cultura foram centrifugados a 700 x g durante 10 min, a 20° C
para sedimentacido dos trofozoitos. O sobrenadante contendo as vesiculas
extracelulares foi transferido a um novo tubo.

2.0 sobrenadante foi centrifugado a 2000 x g durante 10 min a 20° C para
sedimentagao de detritos celulares.

3.0 sobrenadante contendo as VEs foi recuperado e filtrado em filtro 0,22 ym
(Millipore®). O filtrado foi submetido a ultracentrifugacdo a 100.000 x g

durante 120 min a 4°C, em ultracentrifuga Beckman Coulter, Inc. O
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sobrenadante foi descartado e as VEs foram suspensas em 100 uL de meio
RPMI - 1640 pH 7,2 (previamente filtrado com membrana de 0,22 um,

Millipore®). Essas amostras foram armazenadas a -80°C.

4.4 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

As amostras purificadas ap6s a ultracentrifugagcéo foram quantificadas e
avaliadas por Analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanotracking Particle
Analysis- NTA), utilizando o equipamento Nanosight LM10. O sistema
NanoSight LM10 (NanoSight Ltd. Amesbury, Reino Unido) utiliza uma
tecnologia baseada no espalhamento dinamico de luz e no movimento
Browniano para obter distribuicdo de tamanho e concentracdo das particulas
em suspensao. As particulas no fluido séo iluminadas por um feixe de laser
(532 nm) finamente focado através de um prisma de vidro. As particulas foram
visualizadas utilizando um microscépio optico convencional, com aumento de
20x equipado com uma camera de video com sensor de imagem tipo SCMOS

(scientific complementary metal-oxide semiconductor).

Para as analises, as amostras foram diluidas 10 vezes em PBS,
previamente autoclavado e filtrado em membrana de 0,22 pm (Millipore®). Para
cada amostra, foram feitas leituras em ftriplicata de videos de 60 segundos de
duragdo com 25 quadros por segundo (25 FPS) e temperatura fixa de 25 °C.
Os parametros Blur e Max Jump Distance permaneceram configurados na
opg¢ao automatica, o parametro nivel da camara variou entre 9 e 10 e o limite
de detecgdo foi configurado em 3 para todas as leituras. Como controles
negativos, foram usadas as amostras de meio submetidas ao processo de
vesiculagdo, sem trofozoitos. As analises foram realizadas com o programa
NTA (versao 3.0).

4.5 Microscopia eletronica

A microscopia eletrdonica foi utilizada para identificar e confirmar por
imagem a produgdo de vesiculas pelos isolados. Trofozoitos de
Acanthamoebaem garrafas de cultivo, incubados a 32° C, foram preparados e



44

transferidospara meio de vesiculagdao (RPMI), conforme item anterior 3.2. A
vesiculagao foi realizada a 37° C sob agitacdo por uma hora. Os trofozoitos
foram concentrados por centrifugagdo (400g a 4°C) e suspendidos em meio
RPMI fresco, com menor volume para obter a concentragcdo de 1x107

trofozoitos por mL.

Para microscopia eletrbnica de varredura (MEV), as amostras foram
fixadas durante 60 minutos em temperatura ambiente, com 2,5% de
glutaraldeido em tampao de fosfato 0,1 M (pH 7,2), contendo sacarose 0,146 M
e CaCl2 5 mM. Apés a fixagdo, as amostras foram transferidas e pos-fixadas
em 1% de tetroxido de 6smio, desidratado em gradiente de etanol, seguida por
gradiente de acetona (25 mM) e incorporado em resina Epon, corados por
acetato de uranila. As amostras foram fotografadas em microscopio eletrénico
JEOL JSM-5600 e documentadas.

Para a microscopia eletrbnica de transmissao (MET), o sedimento
resultante do processo de vesiculagado foi suspendido em tampéo de fosfato
0,1M com 2,5% Glutaraldeido em formaldeido para a fixacdo primaria. A
amostra foi incluida em agarose a 4% em uranila para protegcdo aos processos
envolvendo os reagentes quimicos. A fixagdo secundaria foi realizada com 2%
de tetréxido de o6smio (OsO4) e mantida por uma hora em temperatura
ambiente. Apds a fixagdo secundaria, foram realizadas sucessivas lavagens
com agua ultrapura para retirada do tetroxido de ésmio por centrifugacéo a 400
g por 2 minutos em temperatura ambiente e consecutivos banhos de
desidratagcdo em gradiente de acetona e etanol (30,50,70 e 100%) para a
inclusdo da amostra em uma resina de epon miscivel em acetona que
permaneceu polimerizando por 24 horas. A resina ja polimerizada passou por
uma triagem em um ultramicrétomo realizando cortes semifinos utilizando
bisturi de diamantes de 1 ym em laminas sob a agua, ressecados em chapa de
platina aquecida a 100°C, corados com azul de toluidina a 4% e visualizados
em microscopio Otico convencional para visualizacdo dos trofozoitos de
Acanthamoeba. Apos a confirmacado da morfologia celular intacta, as amostras
incluidas na resina novamente foram cortadas com cortes semifinos com

laminas de 50 a 70 um. As fatias cortadas foram coletadas com uma grade de
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cobre coberta com carbono, contrastadas com citrato de chumbo e visualizadas
diretamente no microscépio eletrdbnico de transmissdo Tecnai G2-12-
SpiritBiotwin FEI — 120 Kv, do Centro de Microscopia da UFMG.

4.6 Atividade de proteases nas VEs de Acanthamoeba

Com o intuito de avaliar se a VEs secretadas por Acanthamoeba
apresentam atividade de proteases, foi realizado o Ensaio de Zimografia, com
base nos procedimentos de CARVALHO et al. (2011), com algumas
modificagdes. Amostras de 25 ug das vesiculas extracelulares produzidas e
purificadas foram utilizadas para cada isolado, em quatro aliquotas para cada
um, sendo uma correspondente ao extrato original e as outras trés previamente
incubadas com um inibidor de proteases por 30 minutos a temperatura
ambiente. Os inibidores utilizados foram fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) na
concentracdo de 1 mM, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 50 mM e
E64 a 10 mM, inibidores de serino, metalo e cisteina proteases,
respectivamente. As amostras foram diluidas em tampao de amostra nao
redutor 6X (BIORAD ®) e analisados por SDS PAGE co-polimerizado com 100
mg/mL de gelatina. A corrida foi realizada em tampao PH 7,4 a 80 V para a
largada do gel de compactagdo e a 100 V para a corrida no gel de
fracionamento. Apds a separagao das proteinas, o gel foi incubado em 2,5% de
solugcado de Triton X-100 por 60 minutos para hidratacdo, sendo em seguida
transferido para os tampdes de desenvolvimento para a atividade proteolitica,
sendo um tampao de pH neutro (50 mM de Tris-HCI, pH 7.4, contendo 10 mM
de CaCl2) e um tampao acido (acetato de soédio, pH 3,5) na temperatura de
37°C por 48 horas. Apos esse periodo, o gel foi incubado em Coomassie
Brilliant Blue para coloracao por trés horas e em seguida, foi descorado por trés
vezes sequenciais (tempos de 15, 30 e 60 minutos) em solugao descorante de
metanol (30%) e acido acético (10%) para a visualizagdo das bandas claras

correspondentes as areas de digestao pelas proteases.
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4.7Inducao de marcadores inflamatérios por VEsde Acanthamoeba

4.7.1 Animais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c, C57BL/6
selvagem e seus respectivos knockout para receptores Toll, sendo C57BL/6
TLR2-/- e C57BL/6 TLR4-/-.0s animais foram mantidos no biotério do
Instituto René Rachou-Fiocruz Minas e manuseados de acordo com as boas
praticas em experimentagdo animal. Os experimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), sob o numero de protocolo P-17/14-2.

4.7.2 Preparo dos macrofagos

Os animais foram submetidos a aplicagao intraperitoneal de tioglicolato
de sodio a 2% eapds 72 horas, foram sedados, anestesiados, abertos
delicadamente sem ferir o peritbnio. Osmacréfagos intraperitoniais foram
recuperados por suspensdo em meio RPMI — 1640 sem soro bovino fetal,
seguido de trés lavagens com solugéo de PBS estéril a 4°C em 400xg por 10
minutos.  Apds o procedimento, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os macréfagos obtidos foram suspendidos em RPMI
acrescido a 10% com soro bovino fetal, quantificados e um total de 1x10°
células foram plaqueadas individualmente em pogos de 200 uL. Apods a
incubagédo em estufa a 37° C com 5% de COz2 por 5 horas, o sobrenadante da
cultura celular foi removido para a retirada de células ndo aderentes.Por fim,
interferon gama (INF y) na concentracdo de 3U/mL foi adicionado as culturas,
que foram incubadas novamente por 18 horas nas mesmas condi¢des

anteriores.

4.7.3 Estimulagao dos macréfagos

Os macréfagos primados com INFyforam estimulados com 5 x
108vesiculas/mL(108 por pogo). Como controles positivos, foram incluidos o

lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli(100 ng/mL) e extrato de
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Staphylococcus aureus(100 ng/mL). O meio RPMI com IFN-y (3U/mL) foi
utilizado como controle negativo. Paralelamente, foi realizada a estimulagéo
com extrato celular de trofozoitos para avaliar a viabilidade dos macrdéfagos,
conforme procedimentos detalhados posteriormente no item 3.7.6.0s lisados
foram preparados com trofozoitos em tampéo RIPA (1x PBS, 1% Nonidet P-40,
0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS) acrescido de inibidores de proteases e
fosfatases (PMSF 0,1%, Aprotinina 50 KIU/ml e 100 mM ortovanadato de
sodio). Cada pogo recebeu 10 uL de lisado, correspondente a 108 trofozoitos,
resultando numa propor¢gdo de 10 amebas para um macrofago. A placa foi

incubada por 48 horas a 37° C, em estufa a 5% de CO..

Ao final do periodo de incubagao, a placa foi centrifugada a 700g X por
10 minutos e a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de éxido

nitrico e de citocinas.

4.7.4 Dosagem de 6xido nitrico

A realizagao da curva da Griess e dosagem de oxido nitrico foi realizada
conforme descrita pelo fabricante (kit Griess Reagent System,
Promega).Resumidamente, 50 pyL da solugdo de sulfalidamida (1% de
sulfalidamida em 5% de acido fosférico) foram adicionados ao sobrenadante e
mantidos por 10 minutos a temperatura ambiente protegida da luz. O reagente
NED (cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina)foi adicionado as amostras e a
concentragédo de nitrito produzida pelos macrofagos foi comparada aos niveis
detectados em filtro de 540 nm em leitor de placas com os obtidos em curva
padrdao de concentragdes conhecidas de nitrato de sédio NaNO3s fornecidos
pelo kit. Essa metodologia permite quantificar os niveis de NO através do nitrito
(NO2) que reage com a sulfanilamida para produzir o ion diazonido. Os
nitrogénios (diazo compostos) reagem com o reagente NED, formando um
cromoéforo de coloracdo rosa que apresenta boa leitura em picos de
absorvancia de 540 nm (BRYAN; GRISHAM, 2007). Esse ensaio foi realizado

em todas as linhagens demacrofagos conforme descrito na Figura 9.
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4.7.5Dosagem de IL-6 e TNF- a

Uma outra fragdo do sobrenadante foi utilizada para dosagem da
citocina pré-inflamatéria IL-6 e TNF-a utilizando o método de Cytometric Bead
Array - CBA (BD, Pharmingen, EUA) que se baseia no uso de esferas de
poliestireno marcadas com diferentes graus de fluorescéncia, recobertas com
anticorpos especificos, que sao detectados nos canais FL3 ou FL4. Esse
sistema permite uma analise quantitativa das citocinas marcadas com
ficoeritrina - PE. Resumidamente, 50 uL do sobrenadante da amostra foram
misturados a 50 pL de duas populagbes distintas de beads com distintas
intensidades de fluorescéncia conjugadas a anticorpos de captura especificos
anti-citocinas IL-6 e TNF-a (Cytokine Kit, BD, Pharmingen, EUA; Catalog. n.
560484) e em seguida foi adicionado 50 pL do reagente de detecgdo das
citocinas. Em seguida, 18 uL do coquetel de anticorpos foram conjugados com
ficoeritrina — PE e incubados por 3 horas, a temperatura ambiente sob abrigo
de luz. Apés a incubacao, as esferas de captura foram lavadas com PBS e
centrifugadas a 340 g, por 7 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
mesmo procedimento foi realizado para a obtengdo da curva-padrdo. Os
resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o software
CellQuest (BD).Esse ensaio foi realizado em nas linhagens de camundongo

Balb C e C57BL / 6 selvagem conforme descrito na Figura 9.

4.7.6 Viabilidade dos macréfagos estimulados por VEs e lisado

celular

Para avaliar a viabilidade dos macréfagos apos a estimulagdo com VEs
e com lisado de trofozoitos, foi utilizado o teste de MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, que € um ensaio colorimétrico usado
para avaliar a viabilidade celular. Desidrogenases mitocondriais, presentes
apenas em células metabolicamente viaveis, clivam o anel de tetrazdlio,
transformando-se de um composto de coloragdo amarela em um composto de
coloracao azul escuro, chamado de formazan {E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
1,3-diphenylformazan}, que sao cristais insoluveis em solugdes aquosas. Assim

sendo, a produgdo de formazan reflete o estado funcional da cadeia
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respiratoria.

Apos a retirada de todo o sobrenadante, os macréfagos aderidos aos
pocos da placa foram lavados duas vezes com 200 uL de PBS estéril a
temperatura de 4°C e posteriormente foi adicionado 100 uL da solugdo de MTT
a 0,5mg/mL. A placa foiincubada por 2 horas em estufa a 37° C com 5% de
CO2. A solucdo de MTT foi retirada e em seguida, 100pL de DMSO puro foi
adicionado a cada pogo. A placa foi agitada por 5 minutos e depois foi deixada
em repouso por mais 5 minutos para estabilizacdo da cor. A leitura foi feita em
leitor de ELISA a 540 nm.

4.7.7Papel das proteases carreadas por VEs na producao de NO

Para avaliar a relacdo das proteases carreadas pelas VEs com a acao
pré-inflamatéria, VEs de duas linhagens de maior potencial patogénico que
apresentaram melhor desempenho na zimografia(ALX e R2P5) foram utilizadas
em um ensaio de produgdo de NO. Macréfagos peritoneais de camundongos
Balb/C foram preparados conforme descrito anteriormente (item 4.7.2) eforam
estimulados com VEs (5 x 108 /mL) n&o tratadas e também submetidas aos
seguintes tratamentos prévios: (1) incubacdo a temperatura ambiente, por 30
minutos,com os inibidores de serinoproteases, metaloproteases e
cisteinaproteases (PMSF, EDTA, E64 a 5mM); (2) aquecimento a 100° C por 5
minutos em banho maria. O Lipopolissacarideo (LPS)eo meio RPMI foram
usados como controles adicionais positivo e negativo, respectivamente. A
incubagéo, recuperagdo do sobrenadante e dosagem de NO foi realizada

conforme descrito nos itens 4.7.3e 4.7 4.

4.8 Analise estatistica

As diferengas no tamanho e concentracdo de VEs foram analisadas pelo teste
One-Way ANOVA para amostras com a distribuicdo normal e pelo Kruskal-
Walllis para os dados nao paramétricos, utilizando o software GraphPad Prism
5.0. O nivel de significancia foi de 95% (p<0.05).

Os resultados dos ensaios com macréfagos murinos foram avaliados por

meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de
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Dunn para comparag¢des multiplas entre grupos (linhas acima das barras). O
teste T de Student foi usado para comparar as diferengcas de estimulagao dos
marcadores entre cada amostra de Acanthamoeba e as letras acima das barras
indicam diferencas estatisticas (p <0,05) (NOGUEIRA et al., 2020).
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Figura 9:Metodologia resumida e esquematizada.Os quatro genétipos foram preparados
conforme descrito detalhadamente nos itens anteriores da metodologia para seus respectivos
ensaios em diferentes etapas do isolamento das vesiculas. As quatro linhagens de
camundongos foram utilizadas para diferentes ensaios com diferentes amostras. As linhagens
Balb/C, C57BI/6, TLR2KO e TLR4KO utilizaram extrato celular e VEs para a dosagem de 6xido
nitrico. As linhagens selvagens (Balb/C e C57BI/6) utilizaram as mesmas amostras para avaliar
a produgéo de 6xido nitrico, IL-6 e TNF-a, sendo que o selvagem Balb/C utilizou vesiculas e
inibidores de proteases das cepas de gendtipos considerados mais patogénicos (ALX-T4 e
R2P5-T1).
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5. RESULTADOS

5.1Acanthamoeba produz VEs com caracteristicas comuns entre os

diferentes gendtipos

A avaliagdo por NTA das preparagbes vesiculares indicou que as
diferentes cepas de Acanthamoebaproduzem VEs com perfil homogéneo,
conforme indicado pela auséncia de picos secundarios (Figura 10 A-D), com
predominancia de tamanhos entre 100 a 200 nm (Figura 10 E).Quando
avaliadas as replicatas das medigdes capturadas pelo software (10 para cada
amostra), foi observado tamanhos de VEs entre 120 nm a 186 nm e
concentragdes entre 3,4 x 10° a 5,1 x 10" particulas/mL (Figura 10 F-
G).Comparando o tamanho e quantidade de VEs entre as amostras dos
diferentes gendtipos, ndo foram observadas diferencas significativas no perfil

de produgao entre elas (p=0,2801).
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Figura 10:Andlise de rastreamento de particulas (NTA) de vesiculas extracelulares (VEs) de
Acanthamoeba.A-D: Graficos de distribuicdo gerados por NTA representativo de uma das
replicatas de VEs produzidas pelas cepas ALX (gendétipo T4), R2P5 (gendtipo T1), AP4 (gendtipo
T2) e AR15 (gendtipo T11) de Acanthamoeba, respectivamente. E. Distribuicdo dos tamanhos em
relacdo a quantidade de VEs produzidas pelas cepas de Acanthamoeba correspondente a
replicata representada. F- G. Comparagado entre replicatas de medi¢cées (n=10) de tamanho e
quantidade de VEs produzidas pelas cepas de Acanthamoeba. N&o houve diferenca significativa
entre as diferentes cepas (p= 0,2801, Teste ANOVA p<0,05).
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Nas imagens de MEV obtidas, foi possivel visualizar a presengca de
acantopodios numerosos, estruturas tipicas desse género, nos trofozoitos das
quatro amostras (Figura 11 A, C, E, G). Os isolados ALX e R2P5

apresentaram aparentemente maior numero de acantopodios.

Além disso, a MEV permitiu visualizar claramente estruturas vesiculares
compativeis com VEs na superficie dos trofozoitos (Figura 11 A-H). Em
relacdo a MET, foi possivel visualizar o citoplasma granuloso contendo
materiais ribossémicos distribuidos em algumas imagens e a presenga de
mitocondrias (Figura 12 A-H).Estruturas compativeis com VEs foram
visualizadas tanto no citoplasma (Figura 12 A, B) quanto sendo exteriorizadas
na superficie celular (Figura 12 D), apresentando aspecto carateristico de

bicamada lipidica.
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Figura 11:Microscopia eletrénica de varredurade trofozoitos de Acanthamoeba em
processo de vesiculagao.: As imagens foram capturadas durante o processo de vesiculagédo
pelos trofozoitos de diferentes gendtipos e origens de Acanthamoeba ALX-T4 (A-B), R2P5 —T1
(C-D), AP4-T2(E-F),AR15-T11(G-H). A fileira da esquerda (A,C,E e G) apresenta as células
emitindo os acantopddios (setas brancas) que sao estruturas tipicas do género e a fileira da
direita, em maior tamanho, indica a presenga de estruturas compativeis com VEs na superficie
dos trofozoitos indicadas pelas setas pretas (B,D,F,e H).
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Figura 12:Microscopias eletrénicas de transmissdo de trofozoitos de Acanthamoeba em
vesiculagdo. Cepas ALX, gendtipo T4 (A-B), R2P5, gendtipo T1 (C-D), AP4, gendtipo T2 (E-F)
e AR15, gendtipo T11 (G-H). A fileira da esquerda (A,C,E,e G) indica, em tamanho menor, a
presenga de VEs no interior das células, citoplasma rico em material ribossémico, mitocéndrias
(mi), na fileira da direita (B,D,F e G) indicam a presenca de VEs préximas as membranas
celulares.



57

5.2 As VEs carreiam proteases predominantemente classificadas como

serinoproteases

As amostras de VEs purificadas foram avaliadas quanto a presenca de
proteases, que sdo consideradas fatores envolvidos na patogénese de
Acanthamoeba. Em tampdes de pH acido e neutro, foi possivel visualizar areas

de degradacgao da gelatina, devido a atividade de proteases.

O ensaio de zimografia indiciou que as VEs de todas as cepas testadas
exibiram atividade em pH 7,4, com padrao de bandas idéntico de 100, 59 e 47
kDa (Figura 13, painel superior). Entretanto, a atividade mais intensa foi
observada nas amostras correspondentes as cepas ALX e R2P5 (gendtipos T4
e T1, respectivamente). Em meio acido (pH 3,5), essas duas cepas exibiram
bandas mais evidentes de 100 e 59 kDa, enquanto uma atividade muito fraca
de banda de 100 kDa foi detectada em amostras correspondentes as cepas
AP4 (T2) e AR15 (T11) (Figura 13, painel inferior).

A atividade das proteases foi totalmente anulada pelo inibidor da
serinoprotease (PMSF) em ambos os pHs (Figura 3, painéis inferior e
superior do PMSF). O inibidor de metaloproteases (EDTA) e cisteina protease
(E64) diminuiram a intensidade do sinal nas bandas das cepas T4(ALX) e
T1(R2P5), em comparagcdo com controles nao tratados em ambos os pHs
(Figura 13, EDTA e E64 painéis inferior e superior). Além disso, uma
diminuicdo da atividade da protease de 47 kDa por esses inibidores foi
observado em VEs de todas as cepas em pH 7,4 (Figura 13, EDTA e E64,
painéis superiores). Estes inibidores ndo afetaram substancialmente o perfil
de proteases das cepas T4 (ALX) e T1(R2P5) em pH 3,5, no entanto, uma
banda de 100 kDa tornou-se evidente nas amostras de VEs T2 e T11 (100
kDa)(Figura 13, EDTA e E64, painéis inferiores).
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Sem inibidor PMSF EDTA E6d

PM T4 T1 T2 Til PM T4 T1 T2 T11 PM T4 T1 T2 Til

M T4
100 kDa -
59 kDa . H74
47kDa PR 7,
pH35

100 kDa
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Figura 13:Zimografia das VEs de cepas de Acanthamoeba. Amostras de VEs aplicadas em
gel de poliacrilamida 10% copolimerizada com gelatina a 10mg/mL. Amostras aplicadas sem
inibidores de protease estdo na primeira coluna a esquerda e na sequéncia, as amostras foram
tratadas por 30 minutos antes da aplicacdo, com PMSF (5 mM), EDTA (50 m ) e E64 (10 mM
), respectivamente. Na fileira superior, a reagao de digestao foi realizada em tampao de TRIS-
HCL/CaClz pH 7,4. Na inferior, foi utilizado tampao de acetato de s6dio pH 3,5. Cada cepa foi
designada por seu genodtipo (T4=ALX, T1=R2P5, T2=AP4 e T11=AR15). PM representa
marcador de massa molecular e as marcagbes com tragos na borda dos géis a massa
estimada das bandas principais (100kDa, 75kDa, 59 kDa e 47kDa de cima para baixo em todos
0s géis).

5.3 As VEs das cepas patogénicas e nao patogénicas apresentaram

diferentes niveis de ativagcao pré-inflamatéria em macréfagos murinos

Na avaliacédo funcional das VEs em relagdo a ativagdo de macrofagos
peritoneais murinos, um perfil de ativagcdo semelhante foi observado em
macrofagos BALB / C e C57BL / 6, na qual a cepa AR15 (T11) induziu uma
maior producao de NO do que as outras cepas (Figura 14). Em camundongos
C57BL / 6 e C57BL / knockout TLR2 (- /-) e TLR4 (- / -), todos as VEs foram
capazes de induzir niveis variaveis de NO via TLR4 e secundariamente via
TLR2 (Figura 14). Como esperado, o LPS (controle TLR4) e extrato de S.
aureus (controle TLR2) induziram niveis mais elevados de NO via macréfagos
TLR2 (- / -) e TLR4 (- / -), respectivamente. Considerando que VEs de

Acanthamoeba induziram NO via TLR4 / TLR2, os mesmos sobrenadantes
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resultantes desse ensaio foram submetidos ao ensaio para a producao de TNF-
a e IL-6 apenas em camundongos selvagens (BALB / C e C57BL / 6). Assim
como visualizado no ensaio da reagdo de Griess para dosagem de NO, uma
maior producdo de TNF-a e IL-6 foi detectado para a cepa AR15 em
comparagao com ALX, R2P5 e AP4(Figuras 15).
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Figura 14:Producdo de o6xido nitrico (NO) (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) por macréfagos
peritoneais primados com INFy e estimulados com VEs de Acanthamoeba. Cepas ALX,
R2P5, AP4 e AR15, pertencentes aos gendtipos T4, T1, T2 e T11, respectivamente.
Sobrenadantes coletados apds 48 h de interagdo de VEs com macrofagos BALB-c e C57BL / 6
selvagem e C57BL / 6nocautes (TRL2KO e TRL4KO). A concentracdo de NO foi medida pela
reagcao de Griess. TNF-a e IL-6 foram determinados por analise de CBA-flex. LPS e
Staphylococcus aureus (S. a.): controles TLR4 e TLR2, respectivamente. C: meio RPMI com
INFy. Diferencga significativa (p<0,05) indicada por asteriscos.
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No experimento adicional para avaliar a viabilidade dos macrofagos
durante os ensaios de estimulagao, foram observados valores acima de 100%
quando utilizadas as VEs e abaixo de 50% quando utilizado o extrato total de
trofozoitos (Figura 15).Nao houve diferenca significativa quando comparadas

as diferentes cepas entre si, em cada grupo (VEs e extrato total).

Viabilidade celular
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Figura 15:Viabilidade celular dos macréfagos das linhagens BalbC (A) e C57BIl/6 (B)
durante estimulagdo com VEs. As amostras de macrofagos estimulados com VEs
apresentaram uma atividade mitocondrial superior a 100% enquanto os macréfagos em contato
com os extratos celulares das quatro cepas de Acanthamoeba apresentaram uma viabilidade
menor ou igual a 50%.

5.4. A producdo de Oxido Nitrico pelas VEs das cepas consideradas

patogénicas depende da integridade das proteases

Comparando com a estimulagao por VEs integras, a produgao de NO
por macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foi significativamente
menor quando esses foram expostos a VEs submetidas ao aquecimento ou

pré-tratadas com inibidores de proteases (Figura 16). A diminuicdo de
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estimulacao foi mais evidente nas amostras pré-incubadas com PMSF (inibidor
de serinoprotease) para a cepa ALX e PMSF e EDTA (inibidor de

metaloprotease) para a cepa R2P5.
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Figura 16:Producdo de NO por Acanthamoeba VEs aquecidas e pré-incubadas a
diferentes inibidores de proteases. VEs foram submetidos ao aquecimento e aos
inibidores de proteases antes da exposi¢gdo aos macrofagos. Os sobrenadantes foram
coletados apds 48 h de interagdo EVs com macréfagos de C57BL / 6. A concentragao
de nitrito foi medida pela reacdo de Griess. LPS (controle positivo) e RPMI (controle
negativo) foram usados. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas (P <0,05).
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado que protozoarios
patogénicos produzem e liberam VEs e que essas estruturas podem atuar de
forma crucial nos mecanismos de invasao e imunomodulacdo do hospedeiro
(TORRECILHASet al., 2012, TWUet al., 2013, MANTEL & MARTI., 2014,
SOARESet al., 2017). Mais recentemente, a producédo de VEs por trofozoitos
de Acanthamoeba foi demonstrada, indicando o possivel envolvimento na
patogénese das infecgbes por mecanismos independentes de contato, como a
agao citotéxica em células de cultivo (GONCALVESet al., 2018; LIN et al.,
2019; RETANA-MOREIRA et al., 2020). Um ponto em comum nesses trabalhos
sobre VEs de Acanthamoeba foi a avaliagcado de uma unica cepa, em que foram

estudados aspectos estruturais e funcionais.

No presente estudo, foi proposta uma abordagem ampla e comparativa
de VEs de Acanthamoeba, envolvendo quatro cepas diferentes. Com isso,
pretendeu-se avaliar se VEs de Acanthamoeba apresentariam caracteristicas
funcionais diferentes, que poderiam refletir a diversidade dentro do género,
conhecido por apresentar linhagens genotipicamente distintas e com maior ou

menor propensao a causar infecgdo (MACIVERet al, 2013, outros).

Como etapa inicial, foi realizado o procedimento de vesiculagdo, que
utilizou trofozoitos em fase exponencial de crescimento. Nessa etapa, o
controle e o acompanhamento dos niveis de viabilidade sdo importantes, uma
vez que células que estdo em processo de morte celular programada, ou
apoptose, liberam os corpos apoptéticos, que sado estruturas vesiculares que
surgem em resposta as condicdes de estresse metabodlico e apresentam
composicao especifica e distinta das demais classes vesiculares (exossomos e
microvesiculas)(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Nesse trabalho, a
viabilidade de todas as culturas foi avaliada no inicio e ao final do processo,
sendo superior a 93%, sendo a maior parte das amostras acima de 95%,
indicando assim que as preparagbes vesiculares obtidas eram
preponderantemente compostas por vesiculas liberadas por trofozoitos viaveis,
que nao estivessem em processo apoptotico. Além disso, o processo de
filtracdo em membrana de 0,22 um, realizado na purificacdo das VEs, contribui
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para a remogao de corpos apoptéticos (1 a 5 ym) e detritos celulares que
eventualmente estivessem presentes (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

Até hoje, foram descritos inumeros métodos de isolamento que podem
selecionar VEs, dentre eles a ultracentrifugacéo, diferengas no gradiente de
densidade, filtragdo, fracionamento, cromatografia, enriquecimento,
imunopreciptagao e outros kits desenvolvidos com tecnologia de ponta. Porém,
cada método de isolamento e analise apresenta seu proprio conjunto de
beneficios e desvantagens, e ja foram demonstrados que diferentes métodos
podem resultar em perfis protedmicos diferentes nas VEs, complicando ainda
mais a sua caracterizagdo bioquimica e a identificagdo de biomarcadores
especificos (DOYLE & WANG.,2019). No presente estudo, optou-se por etapas
de filtracdo e centrifugacéo, que sdo consideradas validas para obtencdo de
VEs de acordo com um consenso entre pesquisadores que sao referéncia na
area (THERYet al., 2018). Esses autores publicaram em 2018 um documento
que determina as informagdes minimas para estudos de vesiculas
extracelulares (Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles 2018 -
MISEV2018). Nessa publicagdo, sdao recomendados os procedimentos para
conduzir e relatar trabalhos relacionados as VEs identificando seus respectivos

marcadores para aprimorar o rigor e a reprodutibilidade desses estudos.

Estudos anteriores mostraram que os tamanhos dos VEs de
Acanthamoeba podem variar de 111,3-166,7 nm (GONCALVESet al., 2018;
LINet al., 2019; RETANA-MOREIRA et al, 2020). Consistente com essas
observacoes, VEs derivados de Acanthamoeba no presente trabalho exibiram
um perfil homogéneo, com mais de 92% das particulas encontradas na faixa
esperada de 100-200 nm (tamanho médio geral de 137,2 £ 14,7 nm). Essas
dimensbessao correspondentes ao esperado tanto para microvesiculas (100
nm a 1000nm) quanto para exossomos (30 a 150 nm) (THERY et al., 2006). No
MISEV 2018 foi determinado que o termo “Vesicula extracelular” deve ser
utilizado sempre que nao for possivel indicar os subtipos microvesiculas ou
exossomos, que s6 podem ser adotados se houver outros procedimentos que
permitam a identificagdo e caracterizagdo dessas particulas (THERYet al.,
2018). Caracteristicas como a composigao proteica, lipidica e a maneira da

qual as VEs sdo formadas e originadas também s&o usadas para a
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classificacdo. No entanto, € importante considerar que para Acanthamoeba, os
estudos sobre VEs ainda estdo iniciando e nao existem até o momento,
marcadores que permitam realizar a identificagdo de possiveis marcadores.
Futuramente, com o maior conhecimento sobre VEs de Acanthamoeba, ha a
possibilidade de aplicagdo em diagnostico ou tratamento. Em outras areas o
uso de VEs para identificagdo de doengas ja € uma realidade. Um exemplo é o
estudo de células tumorais pancreaticas que liberam exossomos que
apresentam as moléculas glypican-1 e CD63. Esses biomarcadores s&o a base
de uma tecnologia diagnostica de biopsia liquida na etapa inicial do cancer que
permite a identificacdo dos exossomos por imunofluorescéncia em um chip
(LEWIS et al., 2018). Em protozoarios, um estudo demonstrou a presencga de
vesiculas extracelulares no plasma de pacientes com malaria como potencial
biomarcador de diagnostico precoce da doencga, considerando que os
pacientes apresentaram baixa parasitemia no limite de deteccao por esfregaco
sanguineo e uma quantidade significativa de VEs no plasma (ANTWI et
al.,2020).

Com relacao a diferengas no tamanho e abundancia de VEs produzidas
pelas cepas estudadas, ndao foram detectadas diferencas significativas
independentemente do gendtipo. Esses achados para Acanthamoeba diferem
de um estudo anterior sobre T. cruzi, no qual cepas pertencentes a diferentes
tipagem liberaram quantidades variaveis de VEs (NOGUEIRAet al., 2015).
Dentre as amostras desse estudo, a cepa Yuyu apresentou maior concentragao
e distribuicdo no tamanho das suas particulas quando comparada as demais

cepas.

A analise de rastreamento de particulas (NTA), técnica usada no presente
estudo, é considerada a mais atual e de referéncia para caracterizagao de VEs,
permitindo determinar seu tamanho e concentragcao (THERYet al.,2006). Ainda
assim, ela ndo permite distinguir se a origem das particulas é celular ou
proveniente de artefatos como agregados de componentes do meio. Nesse
sentido, a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é uma etapa
complementar na caracterizagdo das VEs, pois permite a visualizagdo de
aspectos morfologicos de células e estruturas celulares, demonstrando sua

formacdo no citoplasma e sua presenca na superficie celular. (THERY et al.,
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2006). Adicionalmente, a técnica de microscopia eletrbnica de transmisséo
(MET) permite ainda sugerir a natureza dos componentes presentes. Uma das
etapas de preparo das amostras para a MET € o processo de pos-fixacdo e o
composto utilizado foi o tetréxido de 6smio (OsO4) que protege as lipoproteinas
naturais dos tecidos evitando sua ruptura e coagulagdo. O 6smio estabiliza e
contrasta especialmente os fosfolipidios constituintes da membrana
citoplasmatica. Atua sobre os acidos graxos insaturados (com dupla ligagéo)
desses fosfolipidios. Além da utilizagdo do (OsOa), o0 acetato de uranila e o
chumbo utilizado na contrastagdo da amostra reage com estruturas lipidicas e
proteicas, ou seja, as regides mais escuras presentes nas imagens sao
correspondentes a estruturas lipidicas e proteicas, enquanto as mais claras, a
sacarideos (MOHAMMED1, ABDULLAH.,2019).

O conjunto envolvendo tanto a analise NTA, quanto os protocolos de
isolamento baseados na filtragéo e ultracentrifugacao, além da MEV e MET sao
técnicas consideradas validas para indicar a producdo de VEs, conforme
preconizado (MISEV2018; THERYet al., 2018). De acordo com os autores, pelo
menos trés técnicas de principios diferentes devem ser usadas para aferir a

liberagao de VEs, condigdes que foram atendidas no presente trabalho.

Uma vez que a producdo de VEs apresentou perfil homogéneo entre as
diferentes cepas, a etapa seguinte foi avaliagcdo de outras caracteristicas
funcionais que pudessem indicar possiveis diferencas. Dentre os diferentes
gendtipos de Acanthamoeba, ha os mais propensos a causa infecgdées como o
T4 e outros menos associados a casos clinicos, como por exemplo, o T11
(MACIVER et al, 2013). Além disso, amostras de origem clinica (obtidas de
casos de ceratite e encefalite) apresentam propriedades in vitro, como maior
tolerancia a alta osmolaridade, maior atividade de quantidade de proteases,
citopatogenicidade para células de cultivo, dentre outras, que diferem das
amostras ambientais ndo patogénicas (KHAN et al., 2000; CIRELLI et al., 2020)

Sabe-se que as proteases sao elementos constitutivos produzidos por
Acanthamoeba, independentemente de estarem em um processo patogénico
ou em vida livre. Nesse ultimo caso, as proteases sdo utilizadas nos processos
alimentares, ja que as amebas se alimentam de bactérias, outros
microrganismos e particulas no meio (KHAN, 2006; MAGLIANOet al., 2009). As
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proteases também estdo envolvidas no processo de encistamento de
Acanthamoeba, pertencendo principalmente a classe de serinoproteases
(WANGet al. 2020). A serinoprotease CSP21 & uma proteina especifica
envolvida no processo de revestimento do trofozoito durante o encistamento.
(KHAN, NAVEED AHMED, 2006). Em outros protozoarioscomo Giardia lamblia
e Entamoeba histolytica, proteases de outras classes, como as cisteina

proteases, estdo envolvidas no encistamento (MAKIOKA et al., 2005),

A maioria dos estudos de proteases em Acanthamoeba foi realizada
para caracterizar produtos excretados de trofozoitos, por meio de analise do
meio condicionado, ou seja, 0 sobrenadante bruto do meio de cultivo. Apenas
recentemente essas enzimas foram encontradas como parte de componentes
carreados por VEs (GONCALVESet al., 2018; LIN et al., 2019; RETANA-
MOREIRAet al, 2020). Confirmando esses achados, também detectamos
atividades de proteases nas vesiculas das quatro cepas em pH 7,4 e pH 3,5,

indicando sua agao tanto em pH fisioldgico quanto no fisioldgico.

A inibicdo completa da atividade enzimatica das VEs por PMSF, em
ambos os pHs, indicou a predominancia de serino proteases. As serino
proteases sdo assim classificadas por apresentarem o aminoacido serina em
seu sitio ativo (VERMELHO et al.,2008). Em Acanthamoeba, algumas
serinoproteases sao bem caracterizadas, como a MIP133 (manose induced
protein 133) que é uma proteina induzida por manose e que é capaz de induzir
a apoptose de queratocitos presentes nas células da iris, dentre outras células
da retina e cornea (CLARKE & NIEDERKORN, 2006a; b). Anticorpos
produzidos contra MIP-133 foram capazes de inibir o efeito citopatico de
sobrenadantes de Acanthamoeba spp. e reduzir os sintomas da ceratite
amebiana em cobaias imunizadas (HURT et al., 2003). Além disso, a clonagem
e producao dessa proteina recombinante adicionando um marcador 6-histidina
em seu terminal C foram expressas em células E. coli M15 e apresentaram
resultados satisfatérios quanto a producédo de anticorpos (ALIZADEH et al.,
2009).

Apesar de ser clara a predominancia de serinoproteases nas VEs,
cisteina e metaloproteases também foram encontradas em menor intensidade

de atividade, conforme experimentos de inibicao com E64 e EDTA. Tanto em
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estudos com o meio condicionado (KHANet al., 2006; SERRANO-LUNA et al.,
2006; SISSONSet al.,2004; CIRELLIet al., 2020), quanto com VEs isoladas
(GONCALVESet al., 2018; RETANA-MOREIRAet al., 2020), o padrdao de maior
atividade de serinoproteases e menor atividade das outras duas classes €
observado, o que corrobora com os resultados obtidos com as VEs das quatro

cepas nesse trabalho.

Comparando os quatro isolados, os perfis zimograficos foram similares
em relacdo ao numero de bandas, indicando um padrao para a expressao nas
condi¢cdes experimentais utilizadas. No entanto, comparando as quatro cepas,
foi clara a maior atividade proteolitica em VEs das cepas ALX (T4) e R2P5
(T1). Em teoria, a variagdo no secretoma de cepas distintas de Acanthamoeba
poderia refletir variagbes em sua viruléncia. Isso tem sido sugerido em estudos
que relacionam maior atividade de proteases excretadas em cepas patogénicas
em comparagao com cepas nao patogénicas (KHAN et al., 2000; CIRELLIet al.,
2020). A ALX pode ser considerada uma cepa patogénica devido a sua origem
clinica (caso ceratite amebiana) e tolerancia a alta temperatura e osmolaridade
(42°C e 1M) (DUARTEEet al., 2013). Embora tenha a sua origem ambiental, a
cepa R2P5 é caracterizada como patogénica pelos seguintes motivos: (1) sua
termotolerancia (superior a 40°C) e citopatogenicidade em células MDCK
(POSSAMAlet al., 2018), (2) sua classificagdo como gendtipo T1, que
eventualmente esta associado a casos de encefalite (ALSAMet al. 2005;
SISSONSet al. 2004), (3) secreta maiores quantidades de proteases que
proteases provenientes de cepas de casos clinicos de ceratite amebiana
(CIRELLIet al., 2020). Por outro lado, AR15 (gendtipo T11) € uma cepa
ambiental considerada nao patogénica por alguns parametros fenotipicos
(DUARTE et al. 2013). Ja a cepa de referéncia AP4 (gendtipo T2), por sua vez,
€ um isolado de agua doce com potencial patogénico mais brando, uma vez
que apresentou caracteristicas de baixa patogenicidade em um estudo (DA
ROCHA-AZEVEDO E COSTA E SILVA-FILHO, 2007), mas foi capaz de induzir
experimentalmente doenca pulmonar em ratos (VERISSIMOet al., 2013).
Considerando esses aspectos, as atividades de proteases mais elevadas em
ALX e R2P5 indicaram que os VEs podem afetar em parte a patogenicidade

expressa nessas amebas.
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Recentemente, foi demonstrado que cisteina e serinoproteases de
Acanthamoebaestao envolvidas na inducao de citocinas e na ativacdo de PAR1
em macrofagos murinos (CANOet al., 2019). Nesse contexto, avaliamos o
papel das VEs com diferentes perfis enzimaticos apresentados na zimografia e
seu possivel efeito pro-inflamatério desencadeados pela estimulagdo de
macrofagos intraperitoniais de murinos.Sabe-se que os VEs liberados por
outros parasitas expressam moléculas que exercem papel crucial nos
mecanismos imunomoduladores (TORRECILHASet al., 2012; RIBEIROet al.
2018; BARBOSAet al., 2018; NOGUEIRAet al. 2015; 2020).

Estudos anteriores envolvendo Acanthamoebae imunidade inata, avaliaram o
efeito dos protozoarios em varios componentes, incluindo TLRs, citocinas e
fatores nucleares (RENet al., 2010; DERDAet al., 2016; WOJTKOWIAK-GIERA
et al., 2016, CANOet al., 2017). Nesses estudos, utilizando os trofozoitos
integros estimulacao, ficou evidente a participagdo dos receptores TLR4 e
TLR2 como reconhecedores de Acanthamoeba. No presente estudo, usando
macrofagos murinos e seus respectivos nocautes, confirmamos o receptor
TLR4 como o principal receptor para VEs de Acanthamoeba e
secundariamente TLR2. Isso indica que VEs carreiam diferentes tipos de
PAMPs que sao importantes para a ativacdo do sistema imune inato e que

pode envolver distintasvias durante as interagdes patdégeno-hospedeiro.

Em um trabalho anterior, vesiculas extracelulares de A. castellanii foram
capazes de estimular células THP-1 humanas a produzir citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo IL-6 e IL-12 (LIN et al., 2019). Em nossos estudos, as
VEs foram testadas em relagao a indugao de NO, TNF-a e IL-6, variando entre
as cepas. As VEs da cepa ambiental AR15 (gendtipo T11) induziram maior
nivel de estimulagao proé-inflamatéria em comparagdo com as outras amostras.
Assim como em outros protozoarios como Trypanosoma cruzi (NOGUEIRA et
al.,2015), isso reforga que as VEs de Acanthamoebaapresentam propriedades
imunomoduladoras dependendo da cepa. As VEs de protozoarios parasitas
apresentam uma grande quantidade de moléculas e uma analise protedmica
poderia elucidar a variagao de patogenicidade entre as espécies. Por exemplo,
os as VEs do T. cruzi de diferentes cepas mostram diferengas nos epitopos e

na quantidade das proteinas, resultando na modulacdo diferencial de todo o
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sistema imunologico (NOGUEIRAet al., 2015). Para Acanthamoeba, o0s
mecanismos subjacentes a ativagcdo diferencial de macréfagos pelas VEs,

ainda estao em estudos iniciais.

A capacidade de induzir maiores niveis de NO por VEs da cepa ambiental
AR15 chamou a atencdo, pois justamente as VEs de cepa pertencente a um
gendtipo menos provavel de causar infecgdo (T11) demonstraram um perfil pro-
inflamatorio mais elevado. Da mesma forma, macréfagos derivados da medula
O0ssea murina co-cultivados com uma cepa laboratorial de baixa patogenicidade
de Acanthamoeba induziram niveis mais elevados de IL-12 e IL-6 do que um
isolado clinico (CANOet al., 2017). Em conjunto, esses achados sao
consistentes com a ideia de que cepas de Acanthamoeba nao patogénicas
poderiam induzir uma ativagao pré-inflamatéria como IL-17, favorecendo a
destruicdo precoce pelo sistema imunoldgico inato. Por outro lado, a
infectividade de cepas patogénicas pode estar relacionada a baixa producgao de
citocinas, contribuindo para a persisténcia no hospedeiro. Novos estudos com
um painel mais amplo de marcadores imunoldgicos, envolvendo mais cepas e
com investigacdo de outros elementos-chave das vias imunoldgicas inatas,
como MAPKs e NF-KB, podem confirmar essa hipbétese. Além disso, é
importante reforgar a limitagdo de experimentos in vitro, ja que 0os mecanismos
da infeccao sao multifatoriais e dependentes também do hospedeiro. Nesse
sentido, experimentos in vivo poderiam também auxiliar a melhor compreender

a patogénese de Acanthamoeba relacionada a diversidade de cepas.

Considerando que as VEs de Acanthamoeba carreiam proteases, conforme
demonstrado presentemente e em estudos anteriores (GONCALVES et
al.,2019) e que essas enzimas estdo envolvidas na ativagdo de componentes
da resposta imune inata (CANO et al, 2019), foi realizado um ensaio adicional
de estimulagcdo de NO, comparando VEs nao tratadas com VEs tratadas por
inibidores de proteases e por aquecimento. Com base nos resultados, foi muito
claro o papel das proteases na indugdo de NO por macrofagos. A inibicao de
proteases corroborou com o0s zimogramas e foram predominantemente
dependentes de serinoproteases e em menor extensdo de metalo e cisteina
proteases. Ambos os gendtipos usados nesse ensaio sdo patogénicos, entao

outros fatores desconhecidos podem estar envolvidos e talvez sejam
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especificos de cada cepa. Nitidamente, a capacidade de desencadear a
secregcao de NO e citocinas era maior no isolado ambiental AR15, nesse
contexto, podemos sugerir que isso estaria envolvido no seu reconhecimento
inicial. Estudos com outras abordagensimunolégicas e envolvendo mais cepas

podem confirmar essa hipotese.
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7. CONCLUSAO

e A similaridade no perfil de tamanho modal e a concentracdo de VEs
produzidas pelas quatro cepas de Acanthamoeba nesse trabalho,
indicam que o processo de vesiculagdo representa um padréao no
género, que é independente da origem (ambiental ou clinica) e do
genotipo (patogénico ou n&o patogénico).

e Os aspectos morfologicos dos trofozoitos e das VEs obtidos na
microscopia eletrdbnica de varredura e na microscopia eletrbnica de
transmissao é similar entre os gendtipos e baseando no tamanho e na
origem nao é possivel determinar a qual classe pertence, sendo entao
adotado o termo genérico de vesiculas extracelulares de Acanthamoeba.

e Todas as cepas produzem vesiculas morfologicamente semelhantes que
apresentam conteudo variado de poteases com potencial de levar a
producao de resposta pro-inflamatoria por macréfagos murinos.

e As VEs das quatro cepas de Acanthamoebaapresentam um perfil
zimografico similar e carreiam proteases com predominancia de
serinoproteases, sendo corroborada edemonstrada em estudos
anteriores. No entanto, a atividade mais intensa de proteases se
correlacionou com caracteristicas de maior patogenicidade das cepas.

e As VEs de Acanthamoeba exibem efeitos imunomoduladores que variam
dependendo da cepa e s&o dependentes da integridade das proteases.
Os dados obtidos indicaram um efeito pré-inflamatério maior para a cepa
de menor patogenicidade, indicando que funcionalmente, as VEs de
Acanthamoeba tem caracteristicas que refletem a diversidade no
género, o que pode ter relacdo com a resposta do hospedeiro frente a

infeccao.
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1 | INTRODUCTION

The penus Aconthamoeba s a part of a group generically denomi-
nated potentially pathogenic free-living amoeba that eventually
case nfections in humans and other wertebrates (Schuster &
Visweswara, 2004). Aconthamoeho is considerad the most common
and is found ublquitously in natural and artificial environments
[Siddiqui & Khan, 2012).

Acanthomoeba infection may result in amoebic keratitis (AK), a
progressive corneal infection leading to partial or total loss of sight
An increasing incldence of AK has been reported in the last decades,
especially associated to contact benses users with inadeqguate habits
af handling or cleaning (Brown et al, 2017; Lorenzo-Morales et al_
2015). Several bocalized studies estimated 1.36 and 17-21 cases of
A per million in contact lens users in the United States and United
Kingdom, respectively (Seal, 2003). In the Metherlands, the incidence
was estimated to be 1 in 21,000 in 2015 (Randag et al., 2019).

Aconthomoeba also causes a severe central nervous system in-
fecthon, known as granulomatous amoebic encephalitie (GAE). GAE
occurs predominanthy in immunocompromised patients and develops
from previous cutaneouws lesions or systemic infection reaching high
fatality rates (90%: Chomicz et al. 2010; Kaka et al. 2020
Marelano-Cabral & Cabral, 2003). A recent study on GAE occurrence
In schentific databases (1990 to 2018) identified &% cases caused by
Acanthamoshe (Kalra et al, 2020}

Drecpite the ublguity of Acanthamoete and its continuaus contact
with humans. AK and GAE are considered rare if compared to other
Infectious diseases. The factors favering pathogenicity In this pro-
tozoan include somatic and excreted factors that allow trophozoites
to interact with host cells and survive inthe host tissues. Phenotypic
expression of those factors i related to the diversity within the
penus Aconthamoeba, which can be classified in genotypes T1 te T20
based on the 185 recombinant DMNA [rDMA) sequence. The genatype
T4, the most common in cases of AK or GAE (Fuerst et al, 2015;
Maciver et al, 2013). indicating a greater propensity for certain
straing to cause infections.

Pathogenic Acoatharmoeba indtiate the wasive process by ad-
hesion of amoebic mannose-binding receptors to mannosylated gly-
coprateins of host cells [Neelam & Miederkorn, 2017). This early
Interaction will result in the release of proteases, which are
determinant for extracellular matris disruption and cell death by
necrosis and apoptosis [Clarke et al, 2004; Meelam & Miederkorn,
2017). Acanthamoeba can predominantly produce serine proteases
and less  amounts of cysteine  and  retalloproteases  with
Instraspecies  polymorphisms (Cirelli et al, 2020; Khan, 2004
Serrano-Luna et al 2004; Slssons et al, 2004). Proteases can induce
interleukin [IL}-12 production via the protease.activated receptor
1 (PAR,) in murine macrophages and IL-& wia a PAR-independent
pathweay (Cana et al, 2019). The mechanisms underlying proteases
release in the extracellular matrix may include the direct releass by
the parasite or their packaging as extracellular cargo. Extracellular
vesicles (EWs) are a heterogeneous group of particles released by
eukaryotic and prokaryotic cells involved i several physiological/

pathological processes incheding intercellular communication, nutri-
tion, and modulation of gene expression (Campos et al, 2015; Tkach
& Théry, 2016; Zempleni et al., 2017). EVs have been classified ac-
cording to their intracellular biogenesis location into three main
proups: (1) microvesicles [100mm-1pm). originated from direct
budding of the plasma membrane, (2) exosomes, measuring
(30-150nm, formed by an endocytic pathway, and released after
fusion of multivesicular bodies to the plasma membrane and, (3)
apoptotic bodies (1-5 wm), formed by extermal buds from the plasma
membrane (Théry et al, 2002 2018). EVs cargo may inchude proteins
(enzymes, transcription factors), glycoconjugates, lipids. and genetic
mmaterial (messenger RMA [mRMAL microRMA and DMA; Raposo &
Stoorvogel, 2013; Théry et al., 2018; Torrecilhas et al, 2012).

Recently, EVe were described as potential virulence factors in
Acanthamoeba showing protease activity and causing cytotoxicity to
culture cells (Gongalves et al. 2018; Lin et al, 201%; Retana-Moreira
et al, 2020]. In other protozoans Incheding Leishmonia and Trypano-
soma orue, EVs shed by parasitic cells are imsoheed in the modulation
of immune responses exhibiting inter and intraspecies variations
(Atayde et al 20164; Barbosa et al., 2018 Mogueira et al, 2015). In
the case of T. oruei and Letshmanda, innate immune responses depend
on TLR2 and TLRA resulting in the induction of several cytokines and
nuchear factor kappa B [NF-KB) translocation (Barbasa et al. 2018;
Mogueira et al, 20210 Silverman & Reiner, 2011; Toledo et al, 2020).
In Acoanthamoeba, in vive and in vitro studies have addressed this
type of Interaction with the innate immune compartrment but using
trophozoites. There are findings indicating an increased mRMA ex-
pression of TLRA, MyDBS, IL-8, turar necrosis factor alpha (TMF-al,
IL-1E, and MF-kB in infected rat cornea and corneal cells lines in-
teracted with trophozoites (Ren & W, 2011 Ren et al. 2020) In
other studies, an increased TLRATLR2 expression in brain, hengs,
and eyes of mice with cerebral and systemic acantharoebiasis.
Thase data indicating that pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs] from Acanthamoeba are recognized by the host (Derda
et al, 201& Kot et al, 2019 Wojtkowiak-Glera et al, 201g8).
Howeyer, it s still unknown how Acanthameeba EVe affect those
mechanioms and whether the strain diversity could influence the
pattern of immune stimulatbon

As apart of a3 wider study on pathogen EVs, the aim of this study
was to functionally compare EVs and thelr proteases cargo from
distinct  Aconthamoeba  strains during  interaction with murine
acrophages.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Ethics statement

BALB/e. CS5TBLS and respective knockouts (TLR2 and TLR4)
hamdling was in strict accordance with animal practice as defined by
the Internal Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA) of
Fundagio Oswaldo Cruz [FIOCRUZ), Belo Horlzonte, Minas Gerals
(MG], Brazil (pretecol P-17/14-2). This protocol follewed the
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guidelines of COMCEAMCT. Knock-out mice handling protocsl was
approved by the Mational Commission on Biosafety [(CTMBbo;
protocol no: #01300,0061%3/2001-14)

22 | Acanthamoeba strains

Four clinical and emvironmental strains of Acanthemoeba from dis-
tinct penotypes were used Physiological characterization (osmo-
toderance and thermo-tolerance] and genotyping based on 185 rDMNA
were previously described (Duarte et al., 20003; Possamai et al, 20138;
Table 1). Amenic cultures were growth at 32°C in PYG mediom
(2021 protense peptone, 1g/0 yeast extract, 01 M gleoose, 4 mb
P50, 04 mb Calls, 3.4 mb sodiuen citrate, 005 mb Fe (MH4)2
{504)2 and 25mM of each of MagHPOs and KyHPO., pH A.5)
supplemented with 10 pgiml of Enrofloxacin (Baytril®).

23 | EVs isolation

Trophozoites from cultures in exponential growth (72 h) were har-
wested by centrifugation (400g, 10 min) and washed twice in Pages's
saline (25mb Mall 1mb KH2POs 05mM MazHPOL 40mi
Cally, and 20mb MpS0,). Cells were guantified In Meubauer
chamber and resuspended in 8 ml of defined serum-free Roswell
Park Memorial Institute Medium (RPMI) mediom (pH 7.4), at a final
concentration of 5= 10* trephozoites/ml. Samples were incubated at
A7C under agitation (180 rpm) for 2 b Trophozoites were removed
by centrifugation (400 10 min) and their viability was evaluated by
trypan blue exclusion. Separathon and concentration were perfarmed
following pratocols described in the MISEY guidelines (Théry et al,
201E), with modifications. Briefly, the supernatant was centrifuged
sequentially at 7003, 10 min at 20°C, and then at 2000, 20 min, 4°C.
The final supernatant was filtered through a 0.22 wn steribe car-
tridge. The EVs were finally pelleted by uwltracentrifugation
(1000008 for 2h at 4°C and resuspended in phosphate-buffered
saline (PBSL Five microliters of each EVs samples were used to
determine proteln concentration by Bradford assay (Blo-Rad).
Procedures described in this section and subsequent experiments
with Ev's are depicted in the workflow [Figure 51).

2.4 | Electronic microscopy

For scanning ebectron microscopy (SEM), trophozoites subjected to
weshculation were concentrated by centrifugation (4008, 10 min) and
fied with 25% plutaraldetyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2),
contalning sucrose 0146 M and Smbd CaCly, for &0 min at room
ternperature [RT) Amoeblc cells were adhered on cowver slips,
delydrated, critically point dried and gold coated as previously de-
scribed (Mogueira et al, 2015, Soares et al, 2005). Samples were
wisualized and images photographed wsing 2 Field Emission FEI
Ouanta 250 FEG scanning electran microscope.

Owigin, physiclogical features, and genotype of Acanthamaela strains

TABLE 1

Genotype Classification
Pathogenic

T4

I vivo infectivity

- 0.8 Ul

4rc

Bragil
R2P5  Damestic Dust, Vitasia E5, Brazil

Coameal scrape of an AK patient, VWitara B5, 1M

Isalate  Origin
ALE

Pathogenic

T

= 2.4 Wyl
Pulmaonary infection T2

10500 (MDCK oelis)

Mo growth at 1M 40°C

Maderately pathogenic

= O Wind

Discret CPE JLLC-MK2

APAR ATOC 0872, Freshwater, Tuskegee,

calls)

AL EUA
AR5 Domestic dust, Vitoria ES, Bragil

Wonpathaog enic

Ti1

= (L5 Wimd

arc

0.5M

Moie: Genotypic and physidlogical char acterization described in {a) Duarte et al {2013, §b) Cirelli et al {2020) i) Posamai et al {2018) and {d) Da Rodha-Azevedo and Costa e Sikva-Filkha | 2007), |&) Verksimo

et &l {20131

|

|
2
r
m
o

Abbreviation: NE, Mot ewvabuabed.
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Transmission electron microscopy was performed with pellet of
washed wrophozoites fiked In 25% pltaraldebwde in O1M phos-
phate butfer, pH 7.2 (80 min, RT), postfixed in 1% osmiem tetrocide,
dedvydrated in ethamosl and embedded in Epan. Ultrathin sections
wiere stalned with uranyl scetate and lead citrats, and visualized in 3
Spirit BioTWIMN FEI, 130 kV electronic microscope at the Center of
Microscapy of Federal University of Minas Gerais (UFMG).

25 | Manoparticle tracking analysis (NTA)

To evaluate size, distribution. and concentration of EVs, MTA was
performed in Manosight MS300 instrument (Malvern Instroments
Lid.} equipped with a charge-coupled device camera and a 405-nm
laser ermitting a &0-rmWW beam. Detection threshold was set to 10,
and blur and Max Junp Distance were sat automatically. The sam-
ples af EVs were previously diluted 100-fold in PBS pH 7.2 and
readings were Laken in triplicate during &0 s at 25 frames per second.
Sarnples of RPMI without trophozoites, and subjected to same
condition of veskoulation protocols, were used as negative controls
The carmera level was set to 10 and the temperature was monibored
to 25%C.

24 | Zymography

Protease activity of EVs samples was evaluated through zyragr aphy
assays, adapted from procedures of Alfler et al. {2000, with mod-
ifications. EV's samples corresponding to 1 pg of protein was resolved
in 10% polyacrylamide containing 0.1% gelatin as substrate {sodium
dodecyl sulfate polyacrylaride gel electrophoresis-gelatinl. Five mi-
croliters of supernatant from the last step of ultra-centrifugation
were used as controls. The run was perforred for 2 howith voltage of
15 in pH 74 (1.5mM Tris CU/SDS buffer). To partially char-
acterize the protesses, samples were preincubated for 30min at BT
with 5 mbd of the following protease inhibitors (Sigma-Aldrich): Eé4
[troms- EpmoxysuccinygdLeleucylamidolg-guanidinopsstane, L. o cysteine
protesse inhibitor, ethylene diamine tetra acetic acid ([EDTA), a me-
talloprotease inhibitor and phenylmethanesulforyl fluoride (FMSF), a
serine protease inhibitor. After fractionation of protelns, gels were
Fpdrated weith 2 5% Triton X-100 for &0 min and incubated in sodium
acetate buffer (pH 3.5) or Tris 50 mi CaCl, buffer (pH 7.4} at 37%C
for 24 b The gels stained with ooomassie brilllant blue (R-2500 and
then destained with methanol and acetic acid. Digestion areas were
visualized as uncolored reglons. The experiments were performed
thres times. Samples from three distinct vesiculation events were
obtained fer each strains and representative gek were chosen

2.7 | Murine macrophage assays

Peritoneal macrophages were isolated after thioghycollate stimula-
tion from BALB/c, C57BL/S and respective knockouts (TLR2™ and

TLR4 ™). Recovered cells were washed with ice cold RPMI without
fetal boine serwim (FBS) and eniched by plastic adherence for 1h at
ATC and 5% CO2 After washing with fresh BPMI, 1= 107 cells were
seaded in 200 pl of RPRI (2 mM ghutamine, 50 Ufml of penicillin and
SOpp/ml streptomyein] supplementzd with 10% FBS, In S6well
culture plates, Plates were incubated for 5h (37C/5% CO4), and the
cells ware primed with interferan-y (IFM-y: 0.5 ngfmi for 18 h before
EV's stimulation. Each replicate was composed of three individual
preparations of EVs. Evs (5% 10° particles/ml) were incubated with
the murine macrophages for 48 h Positive controls inchuded lipo-
polysaccharide (LPS) from Escherichis codl (LPS—TLR4+ 100 ng/mi)
and Staphylococcus aureus extract (Sa—TLR2+; 100 ng/ml). Negative
control incheded medium with IFN-p. Nitrite concentration (NO) was
determined by Griess Reaction (Griess Reagent System, 200%), as
previously described (Mogueira et al., 2015). For protease inhibition
as4ays, macrophages were plated i the same conditions abawe and
exposed with EVs (5 x 10" particles/ml) pretreated or not with pro-
tease inhibitors (PMESF, EDTA, and ES4S, 5 mb] for 30min. Ao, an-
other group induded heated EV's (100°C, 5 minl. RPMI medium and
LPS were used as negative and positive controks, respectively.

THF-x and IL-& were determined in assays with C57ELS mac-
rophages using BD CBA Mouse Cytekine Assay kits according to the
manufacturer’s specification (BD Blosclences). Flow  cytometbry
measurements were performeed on a FACSCalibur flow cytometry
(BD Bioscience). Cell-QuestTM software package provide by the
ranufacturer was wsed for data analysis (1200 events). FlowlO
software 764 (Tree Star, Inc) was used for data analysis. Results
were expressed as the mean = 50 of bwo independent experiments in
triplicate.

28 | Statistical analysis
To compare EVs and protein concentrations, the one-way ANOWA
test for normmal distribution was conducted with the software

GraphPad Prism 5.0 considering a significance level of 5%. Murine
through — nonparsmetric
Eruskal-Wallis test follewed by Dunm's past hoc test for multiple
comparisons among groups (lines above bars) Student's ¢ test was
used to compare each sample and letters above bars indicate sta-
tistical differences (p < 05; Moguelra et al, 2020).

macrophage  assays owere evaluaied

3 | RESULTS

3.1 | Characterization of Acanthamoeba EVs
isolated from different strains

Based on SEM imapges, Acontharmoeba trophozoites from all strains
wiere able 1o release Es (Figure 1a-0). Also, Typical acanthopodia
were visualized (Figure le-h, arrow heads). To confinm EVs shedding

in more details, suggestive EVs structures were detected mear the
cytoplasm or budding from the membrane (Figure 10)).
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FIGURE 1

Scanning (SEM) and transmission electron microsoogy (TEM) of Acanthamoeba trophozeites releasing extracellular vesicles (EVs).

The images represent the strains ALY (genotype Td) (aeil, R2PS (genotype T1) {b£)), AP4 (penotype T2) (cgl, and ARLS (genotype T11)
{dhl. In SEM mages (a-h). trophozoites with the typical acanthopodia (arrow heads) showing EV's (arrows) in thelr surface. In TEM images (1)),
structures suggestive of EVs formation inte the cytoplasm or budding from plasma membrane are indicated by asterisks. Scale bars are

indicated below the images

To evaluate whether EVs concentration varied among strains,
MTA analysis was performed. All cultures maintamed theaer wiability
above Y3% |:I1'Il:|5.'l. with more than 93%), ensuring that the vesicular
preparations were obtained from predominanthy viable tropho-
mites (data not shown). NTA analysis showed that Evis purification
yielded highly homogemnsous preparations [Figure Za-d), wath mast
of the sizes ranging between 101 and 150 nm [Table 2). The Evs
from distinct stramns had simdlar size ranging from 1353 to
153.2 nm [Figure 2e and Table 51). The concentrations waried from
1.2x10" to A6 x 10" particles/ml per batch. However, no sig-
nificant differences were detected among the averages [p=.03;
Figure 21 and Table 51). Altogether those data (Figures 1-2) ensure
that owr EVs preparations were i accordance with the Minirmal
Infarmation for Studies of Extracellular Vesicles 2018 (MISEV201E;
Thééry et al. 2013).

3.2 | Acanthamoeba EVs have predominant serine
protease activity

EVs from all Acanthamoeba strains exhibited gelatinolytic activity
at pH 7.4, with identical bands pattern of 100, 5% and 47 kDa
Ifh_gure 4, CTEL upper panel]l. Howewer, mofe intense activity was
sean in samples corresponding to strains ALY and R2PS5 (T4 and
11, I'lESI‘.'IEEli'\'El'\':l. AL pH 3.5, these bwo strains exhibited mare
evident bands of 100 and 5% kDa. whereas a very weak activity of
100 kDa band was detected in samples I:l:II'I"I':'5.|.'II:lI'IIjII"|g, o sStrains
AP4 (T2) and AR1S [T11; Figure 3, CTRL lower panel). Proteases
activity was totally abrogated by the serine protease inhibitor
FM5F in soth pHs Ifh,gure 3, PMaF lower and upper pamnels). EDTA
|:3 metalloprotease inhibitor) and B&64 [Cystelne protease il"lf'lihltl:ll":l
decreased the sign intensity in bands from T4 and T1 strains,
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FIGURE 2 EVs size and concentration determined by nanotracking particle analysis (MTAL Graphics representative of an individual
experiment (a-d), showing size and concentration profile of EVs from Acanthamoeba strains. (a). ALY (genotype T4l (b, R2P5 (genotype T1k
() AP4 (genotype T2), and (d). ARLS (genotype T11). (e} Size distribution and, () Concentration of EVs, representative of 10 independent
sarmples. BV, extracellular vesicles

TABLE 2 Size distribution (%) of extracellular vesicles from
differant Acantharmoeba strains commpared to untreated contrals in bath pHs (Figure 3, EDTA and

E&d lower and upper panels). Also, an impairment of the 47 kDa
protease activity by those inhibiters was noticed in EVs fram all

Size (nm] ALX (T4) RZP5 (T1) AP4 (TZ) AR1S (T11)

51-100 o 2% 0% 0% strains at pH 7.4 [Figure 3, EDTA and E&4, upper panels). These
101-150 LA F2.4% PE0% P5.1% inhibitors did not affect substantially proteases profile of T4 and
151-700 5.4% 5.6% 40% 49% T1 stradns at pH 3.5, however, a 100 kDa band became evident in
T2 and T11 EVs samples (100 kDa; Figure 3, EDTA and E&d, lower
201-250 (4 0% o o
panels).
ALK RIPS  APA ARIS ALK RIFS  APE AL ALN  EIPS AR ARILS ALN  EIPS  APA AEIL
Ww (T4 (T1) T2 (Tad] e [T4] (T1) 12} ITii] T4y iTa) 12 (Tl rdwe T4} T2} ifH [Tid)

pHT.4

pH1.8

CTRL PRASF EDTA EB4

FIGURE 3 Proteases activithes of EVs from different Acanthemaseba strains (AL R2PS, AP4, and AR15, from genotypes T4, T2, T11, and T1,
respectively]. Zymography assays [10% 5D5-PAGE with 1% gelatin were performed to evaleated probeases activity at pH 7.4 and 3.5 CTRL:
sarples without inhibitors. PMSF, EDTA. EA4 are serine-, metallo- and cysteine protesse inhibitors, respectively. M, molecular welght marker
[Precision Plus Protein™, Kaleldescope). EDTA, ethylens diamine tetra acetic acld: EV, extracellular vesicles: PMSF, pheryimethanesulformd
fluaride; SD5-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electraphoresis
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33 | EVs from nonpathogenic and pathogenic able to indwce variable levels of MO via TLR4 and secondarily via

strains differentially activated murine macrophages

The functional role of EVs in activating peritoneal macrophages
from different mice lincages was assessed. A similar activabion
profile was observed in BALB/c and C57BL/& macrophages where
AR1S strain (T11) indwced a higher MO preduction than the other
strains (Figure 4a). In C57BL'S WT and knockouts, all EVs were

(&)
§0-

MO [ubd}

TLRZ (Figure 4a). As expected, LPS (TLR4 control) and 5. aureus
(TLRZ control) indwced higher levels of MO wia TLR2 (==} and TLR:
(==} macrophages, respectively. Since EVs from Acanthamoeba in-
duced MO wia TLR4/TLRZ, the same supernatants were tested for
THF.x and |L-& production only in WT mice (BALB/c and C5TBL/&.
Like MO, a higher production of TMF-z and IL-6 was detected for
AR15 strain compared to ALX, RZP5, and AP4 (Figure 4b.ch

B PR A SX REFS APA ARER £ M Ra. Al EXFE RS ARIR E- LFE & SLE ERFR ARd AEIS E- PR Ra  ALXE RIFE AP AE6
iraj {2l Do) ) (=) o g fra) #2l (] i =) [ e
Balb/c C57BIfE TLRZKD TLRAKD
ik
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-
‘§ BO004
)
= &000 * *
e
5 a0
2
L 2000
ki
=
= 0=
() 2000
3 2]
5 150004 ..
E, &
‘E 10000
E so00
@
=
0
€ PS5 ALY AP RIPS ARIS C LPFS ALY AP4 RIPS ARIS
Mmooy 4 (@ Y
Balb/c CE7BIE

FIGURE 4

WO (&), THF-a (b) and IL-& [c) production by IFM-y primed murine macrophages stimulated with EVs from Aconthaomoseba strains

(ALX, R2PS, AP4, and AR1S, from genobypes T4, TZ T11, and T1 respectively). Supernatants for MO, THF.a, and IL-& measurements were
collected after 48 h of EVs interaction with macrophages from BALB-c and C5TBL'S and respective knockouts [TRLZKO and TRLAKO). Nitrie
concentration was measwred by Griess reaction. THF-z and IL-6 levels were determined by CBA analysis. LPS and Staphylococcus gureas (5. a.)
were used s TLR4 and TLR2 controls, respectively. Asterisks Indicate statistical differences (p < 05). IFN-y, interferon-y; IL interleukin; LPS,
lipopolysaccharide; MO, nitrite concentration; TMF-ctumor necrosis factor alpha
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FIGURE 5 MO production by Acanthamoeba EVs preexposed to
different protease inhibitors and heating. EVs were subjected ta
protease inhibitors and heating before macrophage exposurne,
Supernatants were collected after 48 h of EVs interaction with
macroghages from C57BL. Mitrite concentration was measured by
Griess reaction. LPS (positive control) and RPMI (negative control)
were wsed. Asterisks indicate statistical differences (p < 05). EV,
extracellular vesicles; LIPS, lipopolysaccharide; MO, nitrite
concentration

34 | MO production of Acanthamoeba EVs is
dependent on proteases integrity

Macrophages exposed to EVs pretreated with protease inhibitors
decreased MO production in pathogenic strains (ALY and R2P5;
Flgure S). For ALY strain, this decrease was more evident for Ev's
prefncubated with PMSF in comparison sdth EDTA. E&4 and heat
For R2P5, preincubation with PMSFEDTA dractically decreased MO
production. Heat and E&3 also decreased NO production in a lesser
extent. A fully description of proteases, MO and cytokines among the
straing i deplcted in Table 51

4 | DISCUSSION

In the last years, studies have demonstrated the release of EVs by
pathogenic protozoan and that these vesicles can act cruckally in
mechanisms of wasion and host immunomodulation (Mantel &
Marti, 2014; Soares et al, 2017 Torrecilhas et al, 2012; Twu et al.
2013). EV's are also released by Aconthomoeba trophozoites and their
possible involverent with contact-independent mechanism of pa-
thagenicity was recently shown [Gongalves et al, 2018; Lin et al.
201%; Retana-Morelra et al. 2020).

In the present study, four genobypically distinct strains of
Acanthamosha were evaluated with respect to EVs release, proteases
and functbonal ability during interaction with murine macrophages.
Based on the microscopy studies (SEM and TEM), those strains
successfully released EVs under the conditions of our experiments.
Previous studies have shown that the sizes of Acanthormoeba EVs may
range from 1113 to 166.7 nm (Gongalves et al, 2013; Lin et al.
201%: Retana-Moreira et al, 2020). Consistent with those abserva-
thons, Acanthamoeho-derived EVs exhibited a homopensows profile,

with more than 92% of particles found in the expected range from
100 to 200nm (average size of 13722 14.7nm). Regardless the
genotype, no significant differences were detected among the four
strains. Similarly, the number of particles did not differ among the
four Acanthameeba strains. This i different from T. cruzl, in which
strains belonging to different discreet typing units released variable
amounts of EVs [Mogweira et al, 2015) In Acanthamoeha, it s likely
that Ev's size and concentration are independent of the genatype or
straim

It Is already known that proteases are constitutively produced
by both pathogenic and nonpathogenic Acomthomaoeba. They are
irmportant to either free-living organisms that must feed on bacterla
of ta parasitic trophazoites during invasion (Khan, 2004 Maghiano
et al, 200%), and are also wolved in Acanthamosba encystation
process, speclally cysteine proteases (Wang et al, 2020). Most
protesses’ studies were performed in Acanthamoeba trophozoites
and only recently they were found as part of EVs cargo [Gongalves
et al. 2018 Lin et al, 201% Retana-Moreira et al. 2020}
Confirming those findings, we also detected proteases activithes in
the: EV's from the four strains at pH 7.4 and 3.5. This confirms the
strong potential of proteases from Aconthamoeba to function even
in acidic nonphysiological conditions. After inhibition with PRMSF, a
complete abrogation of enzymatic activity at both pHs indicated
sering protease as the main enzymatic entity in Aconthamoeba EVs.
However, after EDTA/ESA Incubation, the intensity of bands
decreased in relation to untreated contral. The disappearance of a
47-kDa band also indicated the existence of cysteine and metallo-
proteases in the EVS carpo. These findings corroborate presious
studies that showed predominance of serine probteases and the
presence in lower amount of metalle. and cysteine probessss in
Acanthomoeha, either in conditioned medium (Alsarm et al. 2005;
Cirelli et al. 2020 Khan, 2004: Serranc-Luna et al, 2006 Sssons
et al. 2005; Ramirez-Rico et al, 2015), or in EVs [Gongalves et al,
2018; Retana-Moreira et al, 2020)

In theory, variation in secretema of distinct Acanthameeba
straing could reflect warlations In their wvirulence. This has been
supgested in studies relating higher activity of excreted proteases in
pathogenic stralns compared to nonpathogenic [Cirelli et al | 2020:
Khan et al., 2000). Howewer, the investigations addressing proteases
activity in EVs cargo have used only a single strain (Gongalves et al,
2018 Lim et al, 201%; Retana-Moreira et al, 2020), reinforcing the
nesed of expanding the number of isolates for comparison. Comparing
four strains, we found higher proteclytic activity in EVs from ALX
(T4) and R2P5 [T1) strains. ALY can be considered a pathogenic
strain due to its clinical origin (AK case) and tolerance to high tem-
perature and osrmolarity (427 C and 1M Duarte et al, 2013 Al-
thaugh from  environmental origin, R2P5 ls characterized as
pathogenic: (1) it tolerates 407 C and exerts cytopathogenicity to
MOCK cells (Possamal et al, 2018}, (2) it is classified as T1, an
penotype eventually associated to GAE (Alsam et al, 2005; Sissons
et al, 2004, (3) it secrets higher amouwnts of proteases than other
Acanthameehs, including some AK-derived T4 strains (Cirelli et al,
20:20). On the other hand, AR1S [genotype T11) 5 an environmental
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strain considered non-pathogenic by some phenotypic parameters
(Duarte et al, 2013L AP4 [genotype T2), in twrn, is a freshwater
salate with milder pathogenic potential, since it exhibited features of
lows pathogenicity in a study (Da Rocha-Azevedo & Costa e Silva-
Fillo, 2007), but It could experimentally induce pulmonary disease in
rats [Verissimg et al, 2013). Considering these aspects, the highsr
protesses activities in ALY and R2PS indicated that EVs may in part
affect the pathogenicity expression of Acanthamoeba. Recently, ser-
ine and cysteine proteases were shown to be imsehed in cytokine
induction and PARy activation in murine macrophages (Cano et al,
201%). In this conbext, our next step was to evaluate the role of
EVs bearing different enzyratic profiles in the innate immune
cormpartmenit.

It I kmovwn that EVs shed by other parasites express molecules
that exert a crucial role in immunomodul story mechanisms (Barbosa
et al, 2018; Mogueira et al, 2020; Ribeiro et al, 2018; Torrecilhas
et al, 2012). In Acoathamoeba, most of the previous studies have
focused on Interaction with trophaozoites showing the induction of
several companents of innate immune compartrent including TLRs,
cytokines and nueclear factors (Cano et al, 2017 Derda et al., 2014;
Ben & W, 2011; Ren et al, 2010; Wojtkowiak-Giera et al, 20148). In
thase studies, it was evident the participation of TLR4 and TLR2 as
the receptor recognizing Acanthemoeba. Here, using murine macro-
phages and respective knockouts, we confireed TLRA as the majar
receptor for Acanthameeba EVs and secondarily TLR2. It Indicates
that EVs by carrying different types of PAMPs are important fiar
innate immune activating during host-pathogen  interactions in
acanthamoeblasis

EVs from an A. castellanii strain were shown to stimulate hu-
man THP-1 cells to produce proinflarmatory cytokines including
IL-6 and IL-12 {Lin et al. 2019). Here, EVs could induce MO, THF-a
and IL-& and this ability varied among strains. EVs from the en-
wiranmental stralm ARLS exhibited a high proinflammatory profile
compared to the other samples. Alike other protozoa, these find-
ings reinforce that Aconthamoehs EVE have Immunemodulatory
properthes depending on the strain. EVs from parasitic protozoa
are covered with a wide range of molecules and proteomic analysis
may help to elucidate instraspecies variation and pathogenicity.
For instance, T. cruzl EVs from distinct strains show differences in
o=Galactosyl epitopes and protein amount. resulting in differential
modulation of early and later events of Immune responses
(Mopgueira et al. 2015). For Acontharmoeha, the mechanisms wi-
derlylng differential macrophage activation by EVs are In its In-
fancy. Based on our findings., it is very clear the role of proteases
of MO production In the pathogenic strains (ALK and R2PS), in-
hibsition of proteases corroborated with the zymograms and was
predominantly dependent on serine proteases and In a lesser ex-
tent metallo- and cystelne proteases. Both are pathogenlc, so
other factors may be working together and are perhaps, strain
specific. It is very clear that the ability o trigger MO and cytokines
wias higher in AR1S and we could postulate this would be involved
in their recognitien and early destructbon by the innate immune
systerm. [t is important to reinforce that within the limitation of

our in witre experiments, that this phenomenon s multifactorial
and dependent on in vive experiments to better understand the
factors underlying Aconthamoeha pathogenesis. Other key ale-
ments of the innate immune pathways such as MAPKs and NF-KB
translocation will help to elucidate these aspects. Nevertheless, it
B noteworthy that EVs from the strain with low pathogenicity
(AR15) and belonging to a genotype less likely to cause infection
(T11) have demonstrated a higher proinflammatory profile. Simi-
Larly, murine bome marrow-derived macrophages cocultured with a
laboratorial, low pathogenbcity straim of Acanthomoeba induced
higher levels of IL-12 and IL-& than a clinical Iselate (Cano et al.,
2017). Altogether, these findings are consistent with the idea that
non-pathogenic Acanthameebs could nduce a proinflarmmatory
activation of the innate immune compartment, resulting in its
killing during the initial steps of infection. Conversely, infectivity
of pathogenic strains could be related to a bow cytokine produc-
tian, contributing to the persistence in the host. Further studies
with a broader panel of immunological markers and Invalving more
strains could confirm this hypothesis.

5 | COMCLUSION

Our  findings indicated that Acoathormoeba Evs  exhibit e
rvunormodulatory effects that vary depending on the strain. Also, for
twin pathogenic strains (ALY and R2PS). a carrelation betwesn pro-
teases and MO induction was detected. Functionally, EVs were able
to immunomodulate MO, IL-6, and THF.c production by murine
macrophages. A more detailed analysis of their cargo and the in-
clusion of mare strains will help to ascertain other factors imeolved in
Acanthameeba pathagenicity.
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Abstract

Free-living amoehae of the genus Acanthamoeha are causative agents of Acanthamosba keratitis and amoebic encephalitis in
humans, both of which are serious infections. The ability to produce proteases is one of the factors involved in the pathogenesis of
Acanthamoeha infections. The aim of this study was to evaluate the secreted proteases of six Acanthamaeha strains from distinct
genotypes (T1, T2, T4 and T11) maintained in prolonged axenic culture and following three successive passages in Madin-Darby
Canme Kudney (MDCE) cells. Conditioned medium was obtained from cultures before and after interaction with the MDCE
monolayers, resolved in SD5-PAGE containing gelatine, then subjected to quantitative azocasemn assays. Zymography profiles
varied between the strins. with the predominant proteases found to be serine-type proteases from 49 to 128 kDa. AT1 genotype
strain isolated from dust showed quantitatively higher protease secretion compared to the other strains. Mo changes were detected
in the zymography profiles of MDCK-interacted cultures compared to long-term axenic cultures. Two strains presented lower
proteolytic activity post-MDCK interaction, while the remaming strains presented similar values before and after MOCK
passages. In conclusion, this study confirms the predominance of serine-type protease secretion by Acanthamoeba, with distinct
profiles presented by the different strains and genotypes studied. Also, interaction of trophozoites with MDCK cells did not alter

the zmymography pattem.

Keywords Acamthamosha - Genotype - MDCK interaction - Pathogenicity - Protease

Introduction

Amochae of the genus Acanthamoeba are free-living organ-
isms that are ubiquitously distributed in nature and are there-
fore in frequent contact with humans. In most cases this con-
tact is innocuous; however, Acanthamoeha species can cause
potentially blinding or fatal infections. A painful, progressive
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corneal disease caused by this protozoan, known as
Acanthamoeba keratitis (AK), 15 generally associated with
contact lens use, usually due to poor hygiene or exposure to
amochbas while swimming or showering while wearing con-
tact lenses (Page and Mathers 2013). Other clinical presenta-
tions of acanthamoebiasis include skin lesions and lung infec-
tions that progress to involvement of the central nervous sys-
tem, culminating in granulomatous amoebic encephalitis
(GAE). GAE 15 a severe disease with a high mortality rate
(higher than %0¥%) that occurs predominantly in patients pre-
senting chronic or immunosuppressive diseases (Khan 2009,
Marciano-Cabral and Cabral 2003).

Proteases are considered an important virulence factor of
many pathogens, including Acanthamoeba (Khan 2006).
Adhesion to host cells through glycoprotein-lectin interac-
tions constitutes the first step in AK, which is followed by
protease secretion and a subsequent cytopathic effect (Hurt
et al. 2003; Clarke and Niederkom 2006). In GAE, prote-
ases play an important role in the disneption of the blood-
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Summary

Background: Trichophyton rubrum (Tr) is the main aetiological agent of human der
matophytosis, being isolated from the environment and keratinised tissues. In the
environment, Tr can interact with other organisms, such as free-living amoebas (FLA),
which can act as an alternative host system to study the interaction between mi-
crobes and phagocytic cells.

Objectives: To characterise the Acanthamoeba costellanii (ALX)-Tr interaction.
Methods: Interaction was characterised in three conditions: trophozoites (PYG), late
(PYG/MES) and early (MES) encystation stimulus, evaluating encystation kinetics,
phapocytosis, exocytosis and fungicidal activity dynamics.

Results: Tr was able to induce ALX encystation and be internalised by ALX. The
number of internalised conidia was high at 1 howr, and ALX presented fungicidal
activity with increased intracellular ROS production and exocytosis. In PYG/NES,
phagocytosis and ROS production were reduced, with decreased ALX's fungicidal
activity. However, in MES there was an increased fungal engulfment, and a reduced
ROS production and higher fungal burden. Furthermore, exogenous mannose de-
creased phagocytosis of Tr conidia, and divalent cations induced ROS production and
increased ALX's fungicidal activity. Interestingly, phagocytosis was reduced in the
presence of cytoskeleton inhibitor, but exocytosis was increased, suggesting that Tr
conidia may have alternative pathways to escape ALX's cells.

Conclusion: A casteflanii is a proper model for studying Tr-FLA interaction, since ALX
can engulf, produce ROS and kill Tr, and all these parameters are influenced by an en-
cystation stimulus and divalent cations. Moreower, this interaction is likely to ocour in
the environment implicating in the adaptation to environmental stressful conditions
in both organiszms.

KEYWORDS
Acanthamoeba casteffanll, dermatophyte, fungal-host interaction, infection model,
pathogenicity, phagocytosis, Tichophyton rubrum, virslence
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Differential expression of Acanthamoeba castellanii proteins during amoebic %=
keratitis in rats
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ARTICLE INFOQO ABSTRACT

Ky Ampebic keratitis (AK) i a sight-threatening infection characterized by a severe inflammation of the camea,

Acorshasd i caused by the free-living protozoan of the genus Aconthamoeba. Identification of amoebic proteins invobed in AK

::m_m“m‘ el pathogenesis may help to elucidate molecular mechanizms of infection and contribute to indicate diagnestic and
lecmnics

thempeutic targets. In this siudy, we evaluated changes in the expression profile of Acaaframoria probeins
triggered by the mvasive process, using an approach involving two-dimersional polyacrylamide gel electros
pharesis (2DE PAGE], followed by mess spectrometry identification (ESEIT-TOP LC-MSn). AK was inducsd by
intrasiromal inorulation in Wistar rats, using trophozoites from a T4 genotype, human casesderived A cosiellami
strain under profonged axenic culture, Cultures re-isolated from the besions after two successive passges in the
animals were used as biological triplicate for proteomic experimenis. Analysis of the probein profile comparing
long-term and re-isolated cultures indicated 62 significant spots, from which 27¥ proteins conld be identified in
the Acanthamoeba prateome database. Frve of them (Serpin, Carboxypeptidase A1, Hypothetical protein, Cal-
ponin domain-raontaining protein, aldo/keto reductase) were exclusively found in the resisolated trophozpites.
Our analyss also revealed that a concented modulation of several biochemical patbhways is triggered when
A castelloni switches from a freeliving style to a parasitic mode, including energetic metabolism, proteclytic
activity, control of gene expression, protein degradation and methylation of DNA, which may be also mvolved in
gain af virulence in an animal model of AK

1. Introduction et al., 2020 Siddigied er al., 2012). AK iz a sght-threatening indection of
the eormea whose aumber of cases hig been increasing in the last de-

Ameebas are a group of widely divesse protazoa that includes some
species capable of living primarily as free-living organisms and even-
mally as paragites (Visvesvara e1 al, 2007). Among such amphizoie
amoeba, the moa frequently found in the environment are those
belonging 1o genus Aceitharmosbe (Siddiogui eral., 2012

Acanthommoebe species evoke clinical interest because they can cause
wo main severe infections in humans: granulomalous amoebic en-
ceplalitic (GAE) and amoebic keratitis (AK). GAE is a rare central ner-
wols system (CNS) infection with more than 90% of lethality and
predominantly associated with immunocompromised patients [Kalra

cades. Contact lenses users are congidered the main risk group for
developing AK, becauge of the susceptibility of the lens and other sc-
cessnries 1o conlamination and the oecurrence of corneal micro-traumas
predisposing to infection (Neelam and Niederkorn, 2007 Siddiqui et al.
2012) In many siluations, the similardty of AK o another microbial
keratitis delays the diagnosis, resulting in poor response 10 treatment
and, sometimes, demanding corneal ransplantation (Losenzo-Morales
ef al |, 2015 Siddiqui et al., 2012).

Interaction between human hosts and Acanthamoeba is a frequent
evenl. The eventual parasitic belavior of Acenthamceba depends on
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