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RESUMO

O conhecimento a respeito dos fatores que de fato definem a patogenicidade
de Acanthamoeba € limitado. A atividade proteolitica apresentada por isolados de
Acanthamoeba tem sido associada a funcdes importantes na patogénese de
doencas como ceratite e encefalite granulomatosa amebiana. O presente trabalho
avaliou os perfis de atividade proteolitica de meios condicionados de Acanthamoeba
isoladas de casos clinicos e do ambiente em gel de zimograma, com o objetivo de
caracterizar as proteases secretadas e relaciona-las a capacidade patogénica
apresentada pelos isolados nos testes in vivo e in vitro. Os isolados avaliados
secretaram quantidades e tipos de proteases diferentes entre si, as quais nao foram
associadas a origem do isolado, genoétipo ou espécie e nem a patogenicidade in vivo
de Acanthamoeba. Os modelos in vivo aplicados foram Uteis para avaliar a
capacidade do mesmo isolado em estabelecer infec¢gbes uculares olhos e sistémicas
e diferenciar os isolados quanto ao grau de viruléncia. Além disso, demonstramos
que cepas de origem ambiental sdo capazes de estabelecer infecgbes oculares e
sistémicas em animais, destacando o risco que estes protozoarios podem oferecer a
saude humana. Em conjunto, nossos dados indicam que, apesar de importantes,
testes fenotipicos e genotipicos para verificar diferencas entre isolados ndo podem
prever a viruléncia dos mesmos, sendo necessario associar estes dados a testes in
Vivo.

1Disserta(;§0 de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (90 p.) — Marco de 2012.
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CHARACTERIZATION OF THE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF ENVIRONMENTAL
ISOLATES AND STANDARD STRAINS ACANTHAMOEBA SPP. AND ITS
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Author: Carolina De Marco Verissimo
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ABSTRACT

The knowledge about the factors that determine the pathogenicity of
Acanthamoeba is limited. The proteolytic activity presented by Acanthamoeba
isolates has been associated with important roles in the pathogenesis of diseases
such as keratitis and granulomatous amoebic encephalitis. This study evaluated the
profiles of proteolytic activity of Acanthamoeba-conditioned medium from clinical and
environmental isolates in zymogram gels, in order to characterize the proteases
secreted and relate them to the pathogenic capacity demonstrated by the isolated in
in vitro and in vivo tests. The isolates secreted different amounts and types of
proteases, which were not associated with the source of the isolate genotype or
species, and in vivo pathogenicity of the Acanthamoeba. The in vivo models applied
were useful to evaluate the ability of the same strain to establish systemic and eye
infections, and to differentiate them in the degree of virulence. Furthermore, we
demonstrated that isolates of environmental origin are able to establish ocular and
systemic infections in animals, highlighting the risk that this protozoan can offer to
human health. Furthermore, our data indicate that, despite important, phenotypic and
genotypic tests for detecting differences between isolates cannot predict the
virulence of the Acanthamoeba, being necessary to link these data to in vivo tests.

'Master Dissertation in Agriculture and Enviromental Microbiology, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (90 p.) — March, 2012.
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1. INTRODUCAO

Protozoarios do género Acanthamoeba constituem um grupo amplamente
distribuido no meio ambiente, sendo encontradas no solo, na agua e no ar. Algumas
espécies podem comportar-se como parasitos facultativos de seres humanos e de
animais domesticos, causando infec¢des consideradas acidentais e/ou oportunistas,
como a Encefalite Granulomatosa Amebiana (EGA) e a Ceratite Amebiana.

Proteases sédo fatores de viruléncia bastante conhecidos na maioria dos
patdgenos virais, bacterianos, protozoarios e helmintos. Essas enzimas hidrolisam
ligagbes peptidicas e, portanto, apresentam a capacidade de degradar varios
substratos. Diversos estudos tém associado a patogenia causada por
Acanthamoeba a producdo e secrecdo de proteases. Foi verificado que esses
protozoarios podem apresentar alteracdes na viruléncia de acordo com as proteases
extracelulares que sdo capazes de expressar. Portanto, as proteases produzidas por
Acanthamoeba ndo apenas podem estar atuando na patogenia, mas podem servir
de marcadores para diferenciar amebas patogénicas e ndo-patogénicas.

Neste sentido, o envolvimento de proteases secretadas na patogenicidade de
Acanthamoeba tem sido bastante estudado e se observa grande variedade de
moléculas caracterizadas, tanto intra quanto inter-espécie, de maneira que se
especula sua aplicacdo no desenvolvimento de tratamentos, métodos diagndsticos e
de diferenciacdo de isolados. Além disso, embora muitos trabalhos relacionem
proteases com patogenicidade, raramente estudos in vivo sdo aplicados para
comprovar o papel das proteases na patogénese da Ceratite amebiana e EGA, e
quando aplicados se restringem a utilizacdo de isolados clinicos de Acanthamoeba.
Neste estudo objetivou-se, através de testes in vivo e in vitro, avaliar diferentes
isolados de Acanthamoeba em relacdo a producdo de proteases e relaciona-la a

patogénese dos mesmos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Género Acanthamoeba

As amebas constituem o maior e mais diversificado grupo de organismos
dentre os protistas, e vém sendo estudadas desde a invencdo do microscopio
primitivo (Khan, 2006). Amebas de vida livre (AVL) dos géneros Acanthamoeba,
Balamuthia e Naegleria sdo as mais estudadas, pois sao sabidamente capazes de
causar uma infecgéo fatal do sistema nervoso central (SNC) em humanos e outros
animais. (Visvesvara & Schuster, 2008).

Protozoarios do género Acanthamoeba pertencem ao filo Sarcomastigophora
e sub-filo Sarcodina e estdo entre os mais isolados na natureza. Esse organismo
possui microprojecdes formadas por citoplasma hialino, denominadas acantopédios,
0s quais permitem seu deslocamento e sdo responsaveis pela adesao a superficies
(biolégicas ou inertes) (Bowers & Korn, 1968; Khan, 2006). AVL deste género séo
isoladas dos mais diversos ambientes, como solo, poeira, fontes naturais de agua,
reservatorios, agua do mar, agua de torneira, piscinas, solucdes de lentes de
contato, ambientes hospitalares, entre outros (Marciano-Cabral & Cabral, 2003;
Caumo et al., 2009; Magliano et al., 2009; Carlesso et al., 2010).

Seu ciclo de vida apresenta dois estagios: trofozoitos (Figura 1) e cistos
(Figura 2). Os trofozoitos representam a forma metabolicamente ativa, possuem
normalmente um tamanho aproximado de 12 - 35 ym de didmetro, podendo variar
entre isolados pertencentes a diferentes espécies/gendtipos e dividem-se
assexuadamente, por fissdao binaria (Khan, 2006). Durante este estagio
Acanthamoeba se alimenta de bactérias, algas, fungos ou pequenas particulas
organicas e muitos dos vacuolos de alimentacdo podem ser vistos no citoplasma das

células (Khan, 2006). O segundo estagio é representado pelo cisto, uma estrutura de



dorméncia formada quando o trofozoito se encontra em situagdes de adversidade,
como deficiéncia nutricional do meio, dessecacao, alteracdes no pH, temperatura,
entre outras (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Cistos possuem poros conhecidos
como ostiolos, que sdo usados para monitorar mudancas ambientais. Essa forma
pode permanecer vidvel por muitos anos e, em condi¢des favoraveis, os trofozoitos

emergem dos cistos através dos poros (Visvesvara & Schuster, 2008).

Figura 1. Trofozoito de Acanthamoeba
Fonte: Karin Caumo- Lab. de Parasitologia/UFRGS

Figura 2. Cisto de Acanthamoeba
Fonte: Karin Caumo - Lab. de Parasitologia/UFRGS

Estes protozodarios ndo necessitam de um hospedeiro para completar o seu
ciclo de vida, sendo conhecidos como anfizdicos, devido a sua capacidade de existir
normalmente como organismos de vida livre e também serem capazes de sobreviver

em tecidos de seres humanos e outros animais, tornando-se agentes causadores de



graves doencas, como a Ceratite e Encefalite Granulomatosa (Jones, 1975;
Visvesvara & Schuster, 2008). Dessa forma, as infec¢cdes causadas por eles séo
consideradas acidentais ou oportunistas (Alvarenga et al., 2001; Booton et al., 2005).

Atualmente a taxonomia molecular descreve 18 gendtipos diferentes dentro
do género Acanthamoeba, sendo eles nomeados T1, T2a, T2b até T17, baseados
no sequenciamento do gene que codifica a subunidade pequena (SSU) do rRNA
(Stothard et al.,1998; Maghsood et al., 2005; Corsaro & Venditti, 2010; Nuprasert et
al., 2010). Os genotipos T2, T3, T4, T6 e T11 tém sido isolados clinicamente (Tabela
1) como agentes causadores da ceratite amebiana, sendo o gendtipo T4 o principal
causador desta patologia, mesmo quando ndo se trata do gendtipo de maior
ocorréncia em determinado ambiente (Maghsood et al., 2005; Booton et al., 2005).
Os gendtipos T16 e T17 foram recentemente descritos, ambos isolados de agua

natural de lagoa doce (Corsaro & Venditti, 2010; Nuprasert et al., 2010).

Tabela 1. Gendtipo de Acanthamoeba e associacao
com ocorréncia de doencas em humanos

Genotipo Doenca

T1 Encefalite
T2a Ceratite
T2b NA

T3 Ceratite

T4 Ceratites e Encefalites

T5 NA

T6 Ceratites

T7 NA

T8 NA

T9 NA
T10 Encefalite
T11 Ceratite
T12 Encefalite
T13 NA
T14 NA
T15 NA
T16 NA
T17 NA

NA: ndo associada a nenhuma doenca.
Tabela adaptada de KHAN, 2006.



2.2. Ceratite Amebiana

Em 1974, Nagington et al. relataram o primeiro caso de ceratite por
Acanthamoeba e, a partir de entdo passou-se a dar importancia a este protozoario
como agente de infec¢des oculares e cegueira (Nagington et al., 1974; Sotelo-Avila
et al., 1974; Radford et al., 1995). Diversas espécies do género Acanthamoeba,
entre elas A. castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A.
griffini, A. quina e A. lugdunensis, podem causar a infeccdo, porém aquelas que
pertencem ao gendtipo T4 sdo mais frequentemente responsaveis pelas lesdes
oculares (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Maghsood et al., 2005).

Acanthamoeba agride a cornea causando uma doenca progressiva, podendo
ocorrer em individuos imunocomprometidos ou saudaveis, sendo particularmente
prevalente entre usuarios de lentes de contato. Em geral, uma lesdo prévia na
cornea e a viruléncia do isolado presente no olho sdo os fatores que mais
influenciam no desenvolvimento da ceratite (Sharma et al., 1990).

Ceratite (Figura 3) € uma doenca progressiva e dolorosa que ameaca a Vvisao.
Seus principais sintomas sao vermelhiddo, lacrimejamento, fotofobia, opacidade e
edema nas palpebras. Inicialmente, as amebas sao restritas ao epitélio da cérnea e
tardiamente invadem o estroma, provocando um processo inflamatério com
infiltracdo de neutrdfilos, caracterizando o anel neutrofilico e em raros casos, podem
atingir a retina (Jonhs et al.,, 1988). O risco de perda de visdo € elevado e
eventualmente, em casos ndo tratados, pode evoluir para cegueira e até enucleacéo
(Niederkorn et al., 1999).

Essa infeccdo esta associada, na maioria dos casos, ao uso de lentes de
contato (Awwad et al., 2007). Entre os fatores que promovem a doenca pode-se citar
0 uso de solugbes salinas caseiras, a precariedade da higienizacdo das lentes e
estojos, que favorece a proliferacdo microbiana e a abrasdo da coérnea, o uso por
tempo prolongado da lente de contato e a formacao de biofilmes na superficie das
lentes (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Booton et al., 2005).

Em relacdo ao uso prolongado de lentes de contato, BEATTIE et al. (2003)
demonstraram sua relagcdo com a ceratite em um estudo onde compararam a
capacidade de Acanthamoeba em se ligar a lentes de contato usadas e novas,
comprovando que o protozoario liga-se com mais facilidade as lentes de contato
usadas, possivelmente devido a presenca de acucares, como glicose, frutose,

galactose, proteinas, glicoproteinas, lipideos ou biofilmes na superficie destas lentes



de contato. A presenca de acucares pode favorecer a ligacdo de uma Proteina
Ligante a Manose (MBP) presente em Acanthamoeba, enquanto a formacao de
biofimes em lentes de contato esta relacionada ao aumento da dificuldade de
eliminar patdgenos, uma vez que se aderem melhor aos biofilmes (Tomlinson et al.,
2000; Beattie et al., 2003).

Uma vez ferida, a cdOrnea promove a superexpressdo de proteinas
glicosiladas com manose. Essas séo reconhecidas pela MBP presente na ameba,
promovendo a adesdo do parasito ao epitélio e liberacdo de proteases (Khan, 2003;
Clark & Niederkorn, 2006). Estudos recentes sugerem que substancias como
Imunoglobulina A e proteases, presentes no fluido lacrimal, garantem a protecdo a
individuos saudéaveis, uma vez que impedem a aderéncia de Acanthamoeba,
processo chave na patogenicidade da ceratite (Saravanan et al., 2008).

O diagnéstico rapido do tipo de microrganismo que causa a ceratite é critico
para que ndo haja danos permanentes a visdo. Este se d&, no caso de
Acanthamoeba, pela associagcdo dos sintomas clinicos do paciente com o
isolamento do organismo, através de bidpsia da cornea ou mesmo, em casos de
usuarios de lentes de contato, direto do estojo de lentes de contato. Diversos
métodos podem ser utilizados para o isolamento e confirmacdo da infeccéo,
incluindo  microscopia confocal, cultivo em meios especificos, exames
histopatolégicos e andalise do gene 18S rDNA pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), sendo este ultimo o mais sensivel entre os métodos (Schroeder
et al., 2001; Khan et al., 2001).

Com relacdo ao tratamento, a ceratite por Acanthamoeba caracteriza-se por
ser uma doenca de tratamento dificil e demorado, cujo sucesso depende da
associacado de diversos medicamentos, que visa combater a resisténcia dos cistos
que se formam no local. O tratamento indicado inclui o0 uso de biguanida juntamente
com diamidina, também conhecido como Brolene®, ou Desomedine. Ainda podem
ser utilizados antifiungicos como miconazol, fluconazol e cetoconazol e em casos de
infeccdo bacteriana associada, pode-se ainda associar neomicina ou cloranfenicol.
Trata-se de um tratamento longo e o sucesso depende inicialmente da aplicacao
topica das drogas por dois ou trés dias, a cada hora. Posteriormente, 0 numero de
aplicacbes por dia é reduzido, porém o tratamento pode durar varios meses,
chegando a um ano (Auran et al., 1987; Chomicz et al., 2005; Khan, 2006).



O adiamento do tratamento pode levar a ulceracdo da cérnea, com presenca
de infiltrado no estroma, perfuracdo e finalmente, perda de visdo (Saeed et al.,
2009). Ocasionalmente, o tratamento também pode nédo ter o efeito esperado
fazendo-se necessarias intervencdes cirdrgicas como ceratoplastia, debridamento e

transplante de cornea (Ficker et al., 1993).

Figura 3. Ceratite Amebiana em humano. Infiltrado neutrofilico em
formato de anel em caso avancado da doenca (Dart et al., 2009).

2.3. Encefalite Granulomatosa Amebiana

A Encefalite Granulomatosa Amebiana (EGA) caracteriza-se como uma
infeccdo progressiva do Sistema Nervoso Central (SNC), que acomete
preferencialmente individuos imunocomprometidos. Pode-se observar uma grande
resposta pro-inflamatoria, invasdo da barreira hemato-encefélica, tecido conectivo e
danos neuroldgicos que levam a disfuncdo cerebral, onde o paciente evolui para
morte em poucos dias ou semanas (Martinez & Visvesvara, 1997). Assim como no
caso da ceratite, varias espécies de Acanthamoeba podem ser agente causador de
EGA (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Os principais fatores que predispdem a
infeccdo sdo HIV, diabetes, utilizacdo de imunossupressores, cancer, desnutricdo e
alcoolismo.

Diversas fontes sugerem que a rota de disseminacdo de Acanthamoeba se da
pela via hematogénica, sendo este processo pré-requisito para ocorréncia da
encefalite. Sugere-se que Acanthamoeba possa atingir a circulacdo sanguinea via
inalacdo pelo epitélio olfatério ou lesdo cutdnea (Martinez & Visvesvara, 1997).

Deste ponto, Acanthamoeba atinge os pulmdes, invade o espaco intravascular e em



seguida € disseminada pela via hematogénica, podendo atingir o SNC (Figura 4).
Como agentes oportunistas, podem invadir e colonizar outros tecidos levando a
infeccbes disseminadas que atingem pulmdes, figado, rins, pele, pancreas e
prostata (Khan, 2006; Khan & Siddiqui, 2009; Mortazavi et al., 2010). Alguns estudos
tém demonstrado que transplantes sdo também fatores de risco para o

acometimento sistémico deste protozoario (Young et al., 2010).

3. Penetracio da Barreira
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Figura 4. Modelo proposto para disseminacdo da Acanthamoeba na Encefalite
Granulomatosa Amebiana (adaptado de Khan, 2006).

Ainda que muitos aspectos da EGA ja estejam esclarecidos, até o momento
ndo esta definido o mecanismo de invasdo da barreira hemato-encefélica (Martinez,
1985, 1991; Martinez & Visvesvara, 1997. Siddiqui et al., 2011). Estudos sugerem
que participacdo de enzimas com atividade proteolitica e receptores para
glicoproteinas e acuUcares presentes em Acanthamoeba tém um papel fundamental
neste processo.

Apobs infeccao, os sintomas clinicos podem ser confundidos facilmente com os
de meningite viral, bacteriana ou tuberculosa. Incluem febre, cefaléia, mudancas
comportamentais, hemiparesia, letargia, rigidez da nuca, afasia, ataxia, nauseas,
vOmitos, paralisia de nervos cranianos, aumento da pressdo intracraniana
convulsdes e morte. Estes se devem a les6es hemorragicas necrosantes e grave

encefalite (Martinez, 1991). Deve-se suspeitar ainda mais do diagnéstico de EGA



quando o0s pacientes apresentam sintomas associados, como infecgbes
respiratérias, Ulceras de pele ou abscessos cerebrais.

Exames post mortem, revelam edemas graves e necrose hemorrégica, a qual
ndo se sabe se resulta da presenca de trofozoitos no local ou do processo
inflamatoério. A maioria das lesdes ficam restritas ao lobo parietal e temporal, porém
em individuos muito imunocomprometidos as lesdes sédo disseminadas e atingem o
ganglio basal, mesencéfalo e tronco cerebral (Siddiqui et al., 2011).

As lesbes da EGA sao caracterizadas pela formacdo de necrose e
granulomas no tecido cerebral (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Um exsudato
inflamatorio crénico é observado no cortex, composto principalmente por leucécitos,
além disso, varios trofozoitos podem ser observados nesse tecido (Martinez, 1985).
Em casos que ocorrem em pacientes com imunodeficiéncia grave a leséo
granulomatosa caracteristica pode estar ausente ou ser minima (Martinez &
Visvesvara, 1997).

O diagnostico da EGA é bastante problemético e requer que o médico
suspeite da causa. Atualmente, a grande maioria dos casos s6 é diagnosticado post
morte. Entretanto, em casos de suspeita, alguns métodos sdo bastante (teis em
fornecer evidéncias mais especificas da infeccdo, tais como tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, andlise do liquido cefalo-raquidiano (LCR)
e imunofluorescencia indireta para deteccdo de anticorpos (Marciano-Cabral &
Cabral, 2003). A confirmacédo do diagndstico, entretanto, se da pela observacao
microscopica do protozoario no LCR ou através de bidpsia do cérebro, sendo que
ambos exigem profissional familiarizado com a morfologia do organismo em
guestao.

Até o momento ndo ha um tratamento definido para os casos de EGA. As
maiores complicagcdes enfrentadas neste aspecto incluem a grande resisténcia de
Acanthamoeba a maioria dos antibiéticos e a dificuldade destes em ultrapassar a
barreira hemato-encefélica e agir no SNC. Por hora, o tratamento se da por uma
combinacdo de antibidticos e antifingicos que atuam no SNC e sdo sabidamente
eficazes contra amebas de vida livre. Pode ser utilizado cetoconazol, fluconazol,
sulfadiazina, pentamidina, anfotericina B, azitromicina, itraconazol e rifampicina.
Além destes antibidticos apresentarem sérios efeitos colaterais, mesmo com o0
tratamento, os sobreviventes podem desenvolver deficiéncias como perda de

audicao e visao (Kotting et al., 1992).
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2.4. Epidemiologia das infecgOes por Acanthamoeba

O numero de casos de ceratite por Acanthamoeba tem crescido
substancialmente nos ultimos anos, principalmente a partir da década de 90, tendo-
se confirmado mais de 30 casos até 2006 (Awwad et al., 2007; Patel & McGhee,
2009). Diversos estudos relatam maior incidéncia desta infeccdo em usuarios de
lentes de contato, uma vez que esses individuos possuem até 80 vezes mais
probabilidade de contrair ceratite (Dart et al., 1991; Alvord et al., 1998). Em paises
desenvolvidos cerca de 83% dos casos séo diagnosticados em usuarios de lente de
contato (Carvalho et al., 2009). Os dados ainda apontam que a taxa de incidéncia de
ceratite por Acanthamoeba varia bastante no mundo todo, apresentando uma média
de 0,40 casos de ceratite por 10 000 usuérios de lentes de contato, variando
conforme a regido geogréfica (Stehr-Green et al., 1989; Radford et al., 2002; Lam et
al., 2002). SCHUSTER & VISVESVARA (2004), estimaram a ocorréncia de mais de
3.000 casos de ceratite por Acanthamoeba entre 1960 e 2000. Entretanto, somente
nos Estados Unidos, mais de 3.000 casos foram estimados por outros
pesquisadores (Qvarnstrom et al., 2006). Neste mesmo pais, em 2007, uma
investigacdo de 22 centros de oftalmologia conduzida pelo CDC (Center for Disease
Control and Prevention) revelou um aumento nacional do nimero de casos de
ceratite por Acanthamoeba entre 2004 e 2006. Este aumento foi relacionado ao uso
da solucdo para lentes de contato “Advanced Medical Optics Complete Moisture
Plus” contaminada (Visvesvara & Shuster, 2008).

Até o ano de 2009, somente dois casos de EGA foram reportados (Ringsted
et al., 1976; Im & Kim, 1998), sendo que ambos evoluiram para Obito e envolviam
individuos  imunossuprimidos. Contudo, certamente estes numeros sao
subestimados, visto que dados epidemioldgicos referentes a EGA sdo raros, em
parte porque trata-se geralmente de uma doenca secundéria, mas também pela falta
de conhecimento acerca da EGA, que muitas vezes néo chega a ser diagnosticada
(Khan, 2006). Em 2004 um trabalho estimou que entre 1960 e 2000 ocorreram
aproximadamente 200 casos de EGA (Schuster et al., 2004). Entretanto, os dados
disponiveis em relacdo a epidemiologia da EGA sado hipotéticos, relacionados a
pacientes com HIV/AIDS, que sabe-se ser o grupo de maior risco para a doenca.
Considerando-se estes dados, calcula-se 1,57 casos de EGA para cada 10.000
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casos de morte por HIV/AIDS nos Estados Unidos, sendo que este nUmero pode ser
muito maior em paises menos desenvolvidos (Khan, 2006).

2.5. Proteases

Proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacbes peptidicas e, portanto,
apresentam a capacidade de degradar véarios substratos. Sao fatores de viruléncia
bastante conhecidos na maioria dos patégenos virais, bacterianos, protozoarios e
helmintos (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Khan, 2006).

Para que uma infeccdo por Acanthamoeba se estabeleca, a adesao a células
do hospedeiro e sua degradacdo, além da capacidade de invasao dos tecidos sao
eventos fundamentais (Khan, 2003; Rocha-Azevedo et al., 2009b). Durante os
eventos de invasdo da cérnea ou do cérebro, trofozoitos de Acanthamoeba causam
danos aos tecidos, provavelmente como resultado de varios mecanismos
patogénicos diferentes, incluindo a fagocitose de células do hospedeiro, a producéo
de enzimas, como diversas proteases capazes de degradar componentes da matriz
extracelular (MEC) e a presenca de proteina de ligacdo a manose (Kim et al., 2003; ;
Sissons et al., 2006; Visvesvara & Schuster, 2008).

Um grande numero de estudos tém associado a patogenia causada por
Acanthamoeba a producdo e secrecdo de proteases (He et al.,, 1990; Cho et al.,
2000; Kim et al., 2006; Rocha-Azevedo et al., 2007; Ferreira et al., 2009). ROCHA-
AZEVEDO et al. (2009a), observaram que uma espécie patogénica de
Acanthamoeba reconhece proteinas da MEC, como colageno | e laminina, de
maneira mais eficiente, quando comparada a espécie nao-patogénica, o que pode
representar um fator que restringe o potencial patogénico de alguns isolados, pois
esta pode ser uma etapa critica para ativar a secrecdo de diferentes proteases.
Outros trabalhos também verificaram que estas enzimas se mostram
superexpressas apenas em isolados patogénicos, o que indica envolvimento destas
proteases na patogenicidade (Khan et al., 2000; Kim et al., 2006; Rocha-Azevedo et
al., 2009a).

Em um estudo com Acanthamoeba castellanii, foi isolada e caracterizada uma
serino protease de 12 kDa capaz de degradar proteinas da MEC e também
Imunoglobulina A, Imunoglobulina G, plasminogénio, fibrinogénio, hemoglobina e
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proteinas da cornea de coelho, além de demonstrar forte efeito citopético frente a
outras células cultivadas (Na et al., 2001). Segundo os autores, a capacidade de
degradacdo desta enzima indica sua estreita relacdo com a destruicdo corneana
observada na ceratite por Acanthamoeba. HURT et al. (2003) em seu trabalho,
sugerem que a interacdo dos trofozoitos com proteinas da superficie corneana induz
A. castellanii a secretar uma serino protease de 133 kDa, capaz de lisar células do
epitélio corneano humano e de roedores. ALSAM et al. (2005), também estudaram
uma protease de Acanthamoeba de 133 kDa, retirada de um paciente com EGA.
Esta enzima em contato com células que formavam um modelo in vitro da barreira
hemato-encefalica levou a um aumento de 80% da permeabilidade desta barreira,
revelando seu forte efeito citopatico e associando-a fortemente a viruléncia de
Acanthamoeba. Em outro trabalho, uma serino protease purificada de um isolado de
A. castellanii apresentou forte efeito citopatico e atividade colagenolitica, efeitos que
foram inibidos na presenca de fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) (Cho et al., 2000).

Pesquisas com inibidores de proteases tém demonstrado o potencial de
algumas substancias em inibir a atividade das proteases secretadas, entre elas
PMSF, EDTA e 1,10-fenantrolina, inibidores de serino e metalo proteases,
respectivamente, como também aprotinina, outro inibidor de serino proteases (Khan
et al., 2000; Rocha-Azevedo et al., 2009b; Leitsch et al., 2010).

Aliado a isto, foi evidenciado que fatores presentes em tecidos animais, como
tensdo de 5% de CO, (Khan et al., 2000) e a manose (Alizadeh et al., 2007) podem
induzir a expressdo de proteases extracelulares relacionadas a invasdo dos
trofozoitos na cérnea e nas células do estroma. Neste sentido, alguns autores
sugerem que a producao de proteases poderia ser usada como um marcador para a
diferenciacdo de isolados patogénicos e nédo patogénicos de Acanthamoeba (Khan
et al., 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de Desenvolvimento do Trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Parasitologia do Departamento de
Microbiologia - Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, e no Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada — instituto de Ciéncias e Tecnologia de
Alimentos, ambos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2. Cepas padréao (ATCC) e Isolados ambientais

Foram utilizadas cepas ATCC de origem clinica, A. castellanii (ATCC 50492)
e A. polyphaga (ATCC 30461) e de origem ambiental, A. castellanii (ATCC 30010) e
A. polyphaga (ATCC 30872)

Cinco isolados ambientais provenientes de agua de piscina, ar condicionado,
estojo de lentes de contato e 4gua de torneira, também foram estudados.

Na tabela 2 estdo discriminados os isolados de Acanthamoeba previamente
caracterizados utilizados neste trabalho, o local de isolamento, os respectivos
gendtipos e as referéncias dos trabalhos onde estes isolados foram primeiramente
descritos. Todos os isolados ambientais foram isolados pelo grupo de pesquisa em

Parasitologia da UFRGS, onde sao mantidos para outros estudos.
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Tabela 2. Relacéo de isolados de Acanthamoeba estudados

Isolado Origem Genotipo Referencia
T4 ATCC 50492 - Ceratite T4 ATCC
AP2 ATCC 30461 - Ceratite T4 ATCC
AP4 ATCC 30872 - Agua T4 ATCC
NEFF ATCC 30010 - Solo T4 ATCC
Dados do grupo de
ACM Ar condicionado T11 p‘ﬁ;‘iﬁgﬁgﬁg}_
UFRGS
Dados do grupo de

Sequéncia com

ACP1 Ar condicionado similaridade insuficiente pesquisa em
para determinar genétipo EEEEDIEE -
UFRGS
TW79 Agua de torneira T2 Winck, M.A.T., 2011
PW-MH2 Agua de piscina T5 Caumo et al, 2009
LC30 EStojoigr’ft;fgtes de T5 Pens, C.J., 2008

3.3. Cultivo dos organismos

Os organismos foram cultivados em meio PYG (2% de proteose peptona,
0,2% de extrato de levedo e 1,8% de glicose) contendo antibiético penicilina-
estreptomicina na concentracdo de 40 uL/mL e mantidos em estufa a temperatura de
30 °C.

3.4. Caracterizacao fenotipica dos isolados

3.4.1. Termotolerancia e Osmotolerancia

Uma suspensdo de 1x10° trofozoitos/mL foi preparada e 5 pL inoculado no
centro de uma placa de agar Page recoberta com Escherichia col. (ATCC 25922).
Inativadas pelo calor. As placas foram incubadas a 30, 37 e 42°C por sete dias e
posteriormente o crescimento nas diferentes temperaturas foi observado em
microscoépio optico (aumento de 100x), contando-se cistos e trofozoitos presentes
em cinco campos em um raio de 20 milimetros do local da inoculagdo. Para
avaliacdo da osmotoleréancia, foi utilizado agar Page preparado com 0,5 e 1,0 Molar

de manitol. As placas foram incubadas a 30°C por sete dias (Khan et al., 2001) e
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avaliadas em relagdo ao numero de cistos e trofozoitos da mesma maneira que para

0 teste de termotolerancia. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.5. Caracterizagdo da Atividade Proteolitica dos Isolados

3.5.1. Producao de Meio Condicionado (MC)

O MC foi preparado segundo protocolo adaptado de ALFIERI et al. (2000).
Para producdo de MC de cada isolado, 1x10° trofozoitos/mL foram cultivados em
meio PYG a 30°C por 72 horas. Apoés este periodo, o MC foi centrifugado a 250 x ¢
por 10 minutos, o sobrenadante filtrado através de uma membrana de 0,22 um e

posteriormente liofilizado.

3.5.2. Determinacgédo de Proteinas Totais

Os MC liofilizados foram ressupendidos em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0 e
tiveram a concentracdo de proteinas totais determinada pelo método de Lowry
(Lowry at al., 1951). Todos os MC tiveram a concentracdo ajustada para 0,5 mg/mL

de proteina para realizacdo dos experimentos.

3.5.3. Determinacao da Atividade Proteolitica

Para determinar a atividade proteolitica presente em cada um dos MC
avaliados, foi utilizado Ensaio da Azocaseina. Resumidamente, 100 uL de proteinas
(MC ressuspendidos na concentracao de 0,5 mg/mL) foram adicionados a 100 uL de
uma solucdo de azocaseina 1% e a mistura incubada a 37°C por uma hora. Em
seguida, 500 pL de TCA 10% (Acido Tricloroacético) foram adicionados a cada tubo
para parar a reacao e as amostras foram centrifugados a 250 x g por 5 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado 1000 pL de NaOH 1,8N (Hidroxido de Sédio) e apés 10
minutos as absorbancias foram mensuradas em espectrofotbmetro no comprimento
de onda de 420 nm (Lorenzo-Morales et al., 2005). Para o controle negativo o TCA
10% foi adicionado antes da incubacédo e a absorbancia obtida foi descontada do

valor obtido para amostra. As absorbancias sdo diretamente proporcionais a
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atividade proteolitica das amostras. Os experimentos foram realizados em duplicata
e a média das absorbancias foi multiplicada por 10, de maneira que os resultados

estdo expressos em Unidade de Atividade Proteolitica em 1000 pL (U/mL).

3.5.4. Caracterizacéo da atividade proteolitica de acordo com a Temperatura
e pH
O experimento acima descrito foi realizado incubando-se as amostras em
diferentes temperaturas por uma hora (25, 30, 35, 37, 40, 42, 50, 60, 70 e 80 °C)
(Alfieri et al., 2000).
A atividade enzimatica também foi testada em diferentes pHs (5.0; 6.0; 7.0;
8.0; 9.0) (Alfieri et al., 2000). Para tanto a solu¢cdo de azocaseina 1% foi preparada
com diferentes tampdes:
e Tampéo Citrato (pH 5.0 — 5.5);
e Tampéao Fostato (pH 6.0 — 7.5);
e Tampéo Tris-HCI (pH 8.0 — 10.0).
Para ambos os experimentos, as absorbancias sao diretamente proporcionais
a atividade proteolitica das amostras. Os experimentos foram realizados em
duplicata e a média das absorbancias foi multiplicada por 10, de maneira que os
resultados estdo expressos em Unidade de Atividade Proteolitica em 1000 pL
(U/mL).

3.5.5. Zimogramas

Os MC de diferentes isolados, ressuspendidos na concetracdo de 0,5 mg/mL
de proteina, foram misturados no tamp&o de amostra (1:1) (sem SDS ou fB-
mercaptoetanol) e analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), 12%, contendo gelatina na concentracdo de 2
mg/mL. ApGs a migracao, o gel foi incubado em uma solugéo de Triton X-100 2,5%
(w/iv) por 60 minutos, sendo em seguida transferido para o tampao de
desenvolvimento (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, contendo 10 mM de CaCly) na
temperatura de 37°C por 18 horas. Apods esse periodo, o gel foi incubado em
Coomassie Brilliant Blue para coloracdo. As areas de digestdo foram visualizadas

como regides nao coradas (Alsam et al., 2005).
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3.5.6. Caracterizacdo das Proteases

Para definir as diferentes classes de proteases produzidas e secretadas pelos
isolados estudados, inibidores de proteases para classes especificas foram
utilizados.

e Fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) - inibidor de serino-protease na

concentracéo final de 1mM,;

e Acido etilenodiaminotetraacetico (EDTA) - inibidor de metaloprotease na

concentracéo final de 10 mM,;

Os inibidores foram adicionados ao MC contendo as enzimas 30 minutos antes
da aplicacdo da amostra no gel. Posteriormente o zimograma das amostras foi
realizado conforme descrito no item anterior (Alfieri et al., 2000). O EDTA, por se
tratar de um inibidor reversivel também foi adicionado ao tampdo de
desenvolvimento do gel de zimograma, ha mesma concentracao.

As areas de digestéo foram visualizadas como regiées ndo coradas e a avaliacao
da inibicAo provocada pelo composto foi realizada comparando-se o gel de

zimograma com e sem inibidores.

3.6. Teste in vivo para avaliacao da patogenicidade dos isolados

3.6.1. Modelo in vivo de Infeccédo Ocular por Acanthamoeba (Ceratite)

Este experimento foi baseado no trabalho de REN & WU (2010). Isolados
ambientais (ACP1, ACM, TW79, PW-MH2 e LC30) e ATCC (T4, AP2, AP4, NEFF)
foram utilizados para infeccéo. Preparou-se a solugcdo estimulante (SE) a partir de
cultivos axénicos dos isolados em meio PYG, contendo 1x10° trofozoitos/mL. O
meio foi centrifugado (250 x g por 10 minutos), as amebas foram lavadas trés vezes
com PBS e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de PBS.

Como modelo animal foram utilizados ratos Wistar adultos, machos com

aproximadamente trés meses de vida e média de peso de 375 g. Todos 0s animais
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tiveram os olhos previamente examinados e tratados com colirio cloranfenicol antes
do inicio dos experimentos. Para infeccdo foi dada anestesia geral (cloridrato de
ketamina 60 mg/kg e cloridrato de xilasina 8 mg/kg) e aplicou-se 5 pL de colirio
anestésico em cada olho. Em seguida a cornea de ambos os olhos foi riscada trés
vezes na horizontal e na vertical com uma agulha estéril. Aplicou-se a SE no olho
direito e PBS estéril no olho esquerdo (controle) e os olhos foram mantidos fechados
por quatro horas. Posteriormente, as corneas foram monitoradas nos dias 01, 03, 07,
13 e 21, por visualizagcdo em lupa buscando-se lesdes, exame microscopico direto e
cultura do raspado da cornea, buscando cistos e trofozoitos. Foram considerados
positivos para infec¢cdo os casos em que Acanthamoeba estava presente no cultivo.
Os experimentos foram realizados em duplicata e tiveram aprovacdo do Comité de

Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo A).

3.6.2. Modelo in vivo de Infeccédo por Acanthamoeba por inoculagéo Intra-
Nasal

Foram utilizadas cepas de Acanthamoeba ATCC 50492 (T4); 30010 (NEFF);
30461 (AP2) e 30872 (AP4), mantidas axénicas em meio PYG. Sempre que a
infeccdo com esses isolados tiveram sucesso, 0 protozodrio reisolado dos animais
foi novamente axenizado e alguns desses reisolados utilizados para uma nova
infeccdo. A solucéo estimulante (SE) para infeccao foi preparada a partir dos cultivos
dos diferentes isolados, onde 1 x 10° trofozoitos/mL foi centrifugado a 250 x g por 10
minutos, as amebas foram lavadas trés vezes com PBS e o pellet foi ressuspendido
em 200 pL de PBS.

Ratos Wistar adultos machos, com média de idade de trés meses e peso
médio de 375 g foram utilizados. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e dois animais foram utilizados como controle, tendo sido submetidos as
mesmas condi¢cdes do grupo teste. Os experimentos tiveram prévia aprovacao do
Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Anexo A).

Para este modelo de infeccdo os animais foram imunossuprimidos com
dexametasona (5 mg/Kg) (Cappila et al., 2006), aplicada por via intraperitoneal

durante trés dias consecutivos antes da infec¢do. Posteriormente, os ratos foram
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mantidos imunossuprimidos com dexametasona na mesma dose em intervalos de
quatro dias. No terceiro dia de aplicagdo de dexametasona os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (60 mg/kg) e cloridrato de xilasina (8
mg/kg) e em seguida 200 pL da SE foi inoculada via intra-nasal. ApOs infeccéo, os
animais foram acompanhados por 30 dias. Passado esse periodo, os ratos foram
eutanasiados por depressdo de oxigénio e os 6rgaos foram retirados e avaliados sob
uma lupa para observacao das lesoées.

Pequenas porcdes destes orgaos foram retiradas e trituradas em PBS. Em
seguida foram inoculados em placas com agar Page recoberto com E. coli inativadas
pelo calor, para a confirmacdo da infec¢do. Trés dias apds inoculacdo as placas
foram avaliadas em microscopio Optico para a confirmacdo da infeccdo. Quando
Acanthamoeba era isolada no meio seguia-se a axenizagdo das amostras em meio
PYG.

3.7. Cortes histologicos

Os oOrgaos retirados dos animais infectados foram preservados em
paraformoldeido 4% e posteriormente foram feitos cortes histolégicos para

visualizacdo dos protozoarios nos tecidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho nove isolados de Acanthamoeba foram avaliados em relacédo a
patogenicidade, através de testes in vivo e in vitro. A secrecdo de proteases foi
estudada com o objetivo de correlacionar as proteases com o potencial patogénico
destes isolados. Reuniu-se um grupo heterogéneo de isolados que variaram em
relacdo ao local de isolamento: 4gua de torneira, agua de piscina, ar condicionados
ou estojo de lentes de contato; origem do isolado: clinico ou ambiental; gendtipo: T2,
T4, T5 e T11; e caracteristicas fisiologicas: termo e osmotolerancia (Tabelas 2 e 9).
Os resultados obtidos nos experimentos permitiram estabelecer comparacdes e
correlagdes entre os isolados e diversos fatores, tais como: capacidade de infeccao
no modelo in vivo avaliado, secrecdo de proteases, citotoxicicidade e perfil de

resisténcia a temperatura e osmotolerancia.

4.1. Avaliacdo do Modelo in vivo de Infecgdo Ocular por Acanthamoeba
(Ceratite)

No modelo in vivo estudado, foram utilizados ratos Wistar adultos para avaliar
0 potencial dos isolados ambientais de Acanthamoeba (ACP1, ACM, TW79, PW-
MH2 e LC30) e cepas ATCC (T4, AP2, AP4 e NEFF) para causar ceratite. Dentre
todos os isolados testados, somente dois, TW79 e PW-MH2, foram capazes de
estabelecer infeccdo na cornea, comprovada pela presenca de lesdo caracteristica
(Figura 5), bem como pelo reisolamento do protozoario através do cultivo do raspado
da cornea do olho infectado (Figura 6). Outro estudo que utilizou um modelo in vivoe
semelhante para estabelecer infeccdo ocular em ratos apresentou uma taxa de

infeccdo de 60%, bastante elevada quando comparada a obtida neste estudo, 22%
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(Ren & Wu, 2010). Ao contrério do esperado, as cepas T4 e AP2, originalmente
isoladas de casos clinicos de ceratite, ndo causaram infec¢do nos animais testados,
0 que pode ser explicado pelo fato destas cepas estarem sendo cultivadas ha muito
tempo em laboratdrio, o que pode torna-las avirulentas, como relatado para outros

microrganismos (Borba, 2002).

Figura 5. Lesao de ceratite por Acanthamoeba em olho de rato no modelo in
vivo de infecgéo ocular

Figura 6. Trofozoitos de Acanthamoeba reisolados das lesbes oculares em
ratos (Aumento: 100x).
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O isolado PW-MH2 foi capaz de estabelecer infeccdo no modelo avaliado.
Uma lesé@o grande foi observada trés dias apos infeccdo. No 10° dia apds infeccéao,
houve uma significativa regressdo da lesdo, porém ainda foram reisolados
trofozoitos de Acanthamoeba do raspado da cornea. No 20° dia apos infeccéo, a
lesdo regrediu completamente e ndo houve crescimento do protozoario a partir do
raspado da cornea. Os ratos foram acompanhados até o 30° dia sem mudanca do
quadro (Figura 7).

No caso da infeccéo pelo isolado TW79, na primeira observacao dos olhos,
um dia ap6s infeccdo, ndo foi observada alteracao aparente. No terceiro dia ap0s a
infeccdo, foi possivel observar uma lesdo extensa no olho infectado (direito),
enquanto o olho controle (esquerdo), ndo apresentou alteracdo. No 20° dia apos
infeccdo a mesma lesdo continuava presente e a partir dai comecou a regredir,
sendo que Acanthamoeba continuou sendo reisolada da lesdo até o final do
experimento.

REN & WU (2010) observaram que entre o 13° e 21° dia apés infeccdo os
ratos infectados comecavam a se recuperar das lesbes no olho gradualmente e no
30° dia, na maioria dos casos, ja haviam se recuperado parcial ou totalmente da
inflamacédo. Nesse mesmo estudo, observou-se que naqueles animais que nao
desenvolveram infeccdo apds 24 horas da inoculacdo jA havia cicatrizacdo das
lesGes e em pouco tempo a opacidade aparente da cornea desaparecia, evento
também observado em nossos experimentos. Para REN & WU (2010), a capacidade
de recuperagcdo dos animais sugere que esses possuem uma resposta imune mais

efetiva que os humanos, embora esse fato ainda ndo possa ser explicado.
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Figura 7. Evolugéo da infec¢@o ocular pelo isolado PW-MH2. A: Primeiro dia apés
infeccdo; B: Terceiro dia apods infeccdo; C: Sétimo dia apds infec¢do; D: Décimo dia
apos infeccao; E: Vigésimo dia apds infeccdo, regressao total da leséo.

Apés a morte dos animais, no caso daqueles em que a infecgdo foi
confirmada, os olhos e o cérebro foram retirados, avaliados em relacéo a alteractes
morfolégicas e presenca do organismo. Os cérebros ndo apresentaram qualquer
anormalidade morfolégica. Em relacdo ao cultivo, ndo houve isolamento do
protozoario dos cérebros e nem dos olhos dos ratos infectados com o isolado PW-
MH2. O cultivo do tecido dos olhos dos ratos infectados com o isolado TW79 foi
positivo para presencga de Acanthamoeba.

O modelo in vivo de infeccdo ocular foi utilizado para avaliar a capacidade de
isolados de Acanthamoeba ATCC, de origem clinica e do ambiente, e isolados
ambientais, anteriormente caracterizados em relagdo ao potencial patogénico por
experimentos in vitro, em infectar o olho e causar lesdo do tipo ceratite. Os
resultados obtidos através deste experimento demonstraram que apesar do modelo

utilizado fornecer condi¢cdes adequadas para que ocorra a infec¢cdo, como lesédo
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prévia nos olhos e utilizacdo de isolados de origem clinica, nem sempre a infeccéo
se estabelece nos olhos pelo método utilizado, portanto € adequado para diferenciar
isolados em relacéo a capacidade natural de causar esse tipo de leséo.

Como vantagens do modelo animal utilizado podemos destacar a facilidade
de avaliacdo, experimento de curta duracdo, boa reprodutibilidade, dispensa de
imunossupressores, facilidade de reisolar o protozoario das lesdes, tamanho dos
olhos dos animais, 0 pouco espaco exigido e a facilidade na obtencédo e cuidado dos
animais utilizados (Polat et al., 2007; Ren & Wu, 2010). Outros modelos animais ja
foram utilizados com sucesso para infec¢des in vivo com Acanthamoeba, entre eles
porcos, camundongos, hamsters, coelhos e gafanhotos (Alizadeh et al., 1995; Polat
et al., 2007; Mortazavi et al., 2009; Ren & Wu, 2010). Nos casos em que houve
infeccdo, os parasitos foram isolados sem dificuldades pelo cultivo do raspado da
cornea e a lesdo facilmente visualizada, o que indica a simplicidade do método no
aspecto da avaliacao.

REN & WU (2010) estudaram e compararam trés métodos de infecc¢do in vivo
para desenvolvimento da ceratite por Acanthamoeba. Nesse estudo ratos Wistar
foram separados em trés grupos, sendo que no primeiro grupo 0s animais tiveram
suas coérneas lesionadas e os trofozoitos de Acanthamoeba foram aplicados
diretamente sobre a cérnea; no segundo grupo, lentes de contato contaminadas com
Acanthamoeba foram colocadas em contato com as cérneas lesionadas dos animais
e no terceiro grupo foram aplicadas injecdes intra-estromais de trofozoitos nos olhos
dos ratos. Todos os grupos foram infectados com o mesmo isolado, Acanthamoeba
castellanii, grupo T4. Os autores verificaram taxas de infeccdo para os diferentes
grupos na ordem de 60%, 80% e 100%, respectivamente.

O método de injecdo intra-estromal de trofozoitos para estabelecer infeccao
ocular tem sido utilizado com sucesso em outros estudos in vivo (Badenoch et al.,
1990; Na et al., 2001; Polat et al., 2007), cujos resultados demonstraram que 100%
dos animais desenvolvem infeccdo quando infectados desta maneira, mesmo com a
utilizacao de diferentes isolados. NA et al (2001) estudaram a aplicacdo do MC dos
cultivos de Acanthamoeba via intra-estromal, tendo observado os mesmos efeitos
que os trofozoitos causaram na cornea em 100% dos animais avaliados. Este
método de infeccdo, embora util para estudar a evolugcdo e caracterizacdo das
diferentes fases da infeccdo e os efeitos de novos agentes terapéuticos, ndo €

adequado para discernir a patogenicidade dos isolados de Acanthamoeba.
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Em nosso estudo tentamos estabelecer infec¢do ocular utilizando um método
que se aproximasse ao maximo do que geralmente ocorre na natureza, pois N0SSO
objetivo era avaliar a capacidade individual de cada isolado de Acanthamoeba
aderir, invadir e estabelecer infeccédo. Por esse motivo também nédo foram utilizados
imunossupressores nesse método, j& que estudos anteriores relatam que este € um
fator que pode facilitar a infeccao tanto para amebas como co-infec¢gées com outros
microrganismos (Markowitz et al., 1978; Bedenoch et al.,1990). MATHERS et al.
(1987) relatam que corticoides podem controlar parcialmente as respostas locais do
hospedeiro induzidas pela necrose e outros fatores citoliticos liberados pelo parasito.
Em infeccdes humanas o tratamento com corticosteréides pode inibir a
transformacdo de trofozoitos em cistos, resultando em lesGes graves na cdérnea
(Lindquist, 1998).

Os gendtipos T2, T3, T4, T5, T6 e T11 tém sido isolados clinicamente como
agentes causadores da ceratite amebiana, sendo o genoétipo T4 o principal causador
desta patologia (Maghsood et al., 2005; Booton et al., 2005; Spanakos et al., 2006;
Ledee et al., 2009). Estudos in vivo relatados na literatura, geralmente utilizam
isolados ATCC previamente caracterizados e obtidos de casos clinicos de infecgéo.
Na maioria séo isolados da espécie castellanii pertencentes ao grupo T4 (Na et al.,
2001; Polat et al., 2007; Ren & Wu, 2010). Os isolados PW-MH2 e TW79 do
presente estudo, sdo provenientes do ambiente, tendo sido isolados de agua de
piscina e agua de torneira, respectivamente. Em relacdo aos genétipos, os isolados
PW-MH2 e TW79 pertencem aos grupos T5 e T2 respectivamente (Caumo et al.,
2009; Winck, 2011). Desta forma, em nosso trabalho foram produzidas lesdes
oculares a partir de isolados ambientais, ao contrario da maior parte dos trabalhos ja
publicados.

Correlacionando a origem dos isolados, casos clinicos ou do ambiente, com
os resultados obtidos no teste in vivo, verificou-se que a capacidade de causar
infecgcdo é independente da origem dos isolados de Acanthamoeba, visto que as
cepas T4 e AP2, originalmente isoladas de casos de ceratite, ndo causaram
infeccdo. Muitos estudos tentam estabelecer diferencas entre isolados patogénicos e
nao patogénicos através de testes in vitro, tomando sempre como padrdo cepas
ATCC de isolados clinicos, considerados como patogénicos e cepas ATCC de
isolados provenientes do ambiente, sendo padréo ndo patogénico (Khan et al., 2000;

Lorenzo-Morales et al., 2005; Rocha-Azevedo & Silva-Filho, 2007). Entretanto, os
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resultados apresentados em nosso estudo para a infec¢ao in vivo, indicam que nao
€ possivel predizer o potencial patogénico dos isolados de Acanthamoeba apenas
com base em sua origem. A patogenicidade dos isolados esta relacionada a
diversos fatores, que podem incluir estado clinico do hospedeiro, condicbes do meio,
e caracteristicas fenotipicas e genotipicas do isolado, de maneira que diferentes
situacdes podem favorecer, ou ndo, a infeccdo por Acanthamoeba (Walochnik et al.,
2000b, 2004).

4.2. Avaliacdo do Modelo in vivo de infeccdo por Acanthamoeba através

de inoculacao Intra-Nasal

A EGA ocorre predominantemente em individuos imunossuprimidos e, pela
teoria mais aceita, atinge o SNC pela disseminacdo de Acanthamoeba pela via
hematogénica, a partir de infeccdo nos pulmdes quando da inalacdo do protozoario
(Martinez & Visvesvara, 1997; Khan, 2006). Assim, no modelo in vivo de infeccao
através de inoculagdo intra-nasal, os ratos foram imunossuprimidos, sendo a
dexametasona utilizada para tal fim (Markowitz et al., 1978; Mathers et al., 1987).

Modelos animais sdo essenciais para o entendimento da resposta do
organismo as infeccfes causadas por Acanthamoeba (Khan, 2010). A EGA tem sido
estudada em modelos in vivo utilizando animais como camundongos, ratos,
macacos e insetos (Kong et al., 1993; Cabral & Marciano-Cabral, 2004; Mortazavi et
al., 2009; Ren & Wu, 2010). Atualmente, no entanto, o0 modelo mais utilizado sédo os
ratos, pois sdo fisiologicamente interessantes para estudar a relacdo parasito-
hospedeiro (Khan, 2010). Nesse modelo, os animais sdo pré-tratados com
corticéides antes da inoculacéo do protozoario pela via intra-nasal (Culbertson et al.,
1959; Markovitz et al., 1978; Gornik & Kuzna-Grygiel, 2005).

As cepas ATCC de Acanthamoeba utilizadas neste estudo foram
originalmente isoladas do ambiente, AP4 e NEFF, e de casos clinicos de ceratite,
AP2 e T4. Diversos estudos que utilizam essas cepas as classificam como
patogénicas (isolados de origem clinica) e ndo patogéncas (isolados do ambiente) e,
de maneira geral, essas séo tratadas como referéncias para perfis patogénicos e
nao patogénicos, respectivamente (Hadas & Mazur, 1993; Khan, 2006; Rocha-

Azevedo & Silva-Filho, 2007). Considerando essas relagbes, em nosso trabalho
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buscamos estabelecer padrbes e diferencas de patogenicidade entre as quatro
cepas ATCC estudadas utilizando um modelo in vivo de infeccao via intra-nasal.

Todos os isolados ATCC estudados, T4, NEFF, AP2 e AP4, foram capazes de
estabelecer infeccdo nos ratos. Dois isolados foram utilizados para reinoculacdo em
animais, T4r e AP4r. Os isolados entdo chamados T4r e AP4r foram reinoculados
em ratos para avaliacdo e comparacdo do modelo in vivo utilizando isolados
recentemente retirados de lesdo. Os outros reisolados, NEFFr e AP2r, foram
utilizados nos demais experimentos.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que em casos de infec¢gbes
disseminadas (isolados AP2 e NEFF) os ratos morreram naturalmente em um
periodo menor de tempo (média de 26 dias), enquanto os animais com infeccao
comprovada apenas nos pulmdes (AP4 e T4) sobreviveram aos 30 dias do
experimento (Tabela 3). Nos ratos infectados com os reisolados T4r e AP4r, a média
de sobrevivéncia foi de 17 dias apds infeccdo, obtendo-se menor tempo de vida para
0S ratos em que comprovou-se infeccdo disseminada, inclusive no cérebro (Tabela
3). De maneira geral, houve reducdo do tempo de vida dos animais conforme a
capacidade invasiva do isolado responsavel pela infeccdo. Os dois animais
utilizados como controle, sobreviveram aos 30 dias do experimento, no exame post
mortem nao foram evidenciadas leses nos 6rgdos e no cultivo dos tecidos nao
houve crescimento de Acanthamoeba.

Sabe-se que em humanos a infeccdo por Acanthamoeba afeta diversos
tecidos além do SNC, incluindo pele, figado, pulmdes, rins, glandulas supra renais,
pancreas, préstata, linfonodos e medula 6ssea (Khan, 2010; Young et al., 2010). Em
nosso trabalho, os resultados obtidos neste modelo de infeccdo demonstraram que
independente da origem dos isolados de Acanthamoeba, todos foram capazes de
estabelecer infeccdo nos animais que, em geral, atingiram os pulmdes. Os animais
infectados com as cepas padrdo AP2 e NEFF tiveram infeccdes mais invasivas,
sendo o parasito reisolado dos pulmdes, figado e rins, no caso de infeccdo com o
isolado AP2, e dos pulmdes e figado na infeccdo com o isolado NEFF (Tabela 3).
Ainda conforme os dados da Tabela 3, quando utilizados trofozoitos de
Acanthamoeba recentemente reisolados de lesbes, T4r e AP4r, o0s ratos
desenvolveram uma infecgdo mais invasiva, atingindo diversos sitios do organismo

dos ratos, inclusive o cérebro.
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Tabela 3. Avaliacdo do modelo in vivo de infeccdo por Acanthamoeba através
de inoculacéo intra-nasal

Isolamento em 6rgaos Dias de Tipo d
Isolados . J . . . sobrevivéncia 'po de
Pulmdes Cérebro Figado Coracdo Rins p6s-infeccdo morte
T4 + - - - - 30 CO2/Natural
AP4 + - - - - 30 CO2/Natural
AP2 + - + - + 22 Natural
NEFF + - + - - 30 Natural
T4r + + - + + 20 CO2/Natural
APA4r + + + + + 15 Natural

(+): Reisolamento confirmado por crescimento da Acanthamoeba em cultivo. (-): Reisolamento
negativo.

Embora os animais tenham sido acompanhados por 30 dias apos a infeccéo e
estivessem imunossuprimidos ao longo de todo este periodo, nenhum dos isolados
originalmente mantidos no laboratério produziram infeccdo no cérebro. Decidiu-se
entdo testar a hipdtese de que os mesmos isolados mantidos em cultivos axénicos
no laboratério, apés uma breve passagem por modelo animal poderiam se tornar
mais virulentos em uma segunda passagem. Foram testados dois reisolados, um de
origem clinica (T4r) e outro de origem ambiental (AP4r), sendo novamente
inoculados em animais.

Conforme nossos resultados demonstraram, a infeccdo causada pelos
reisolados foi mais agressiva tendo atingido numerosos sitios no organismo e
reduzido a sobrevivéncia dos animais (Tabela 3). Acanthamoeba T4r e APA4r
causaram infeccdo disseminada que atingiu o cérebro dos ratos, sendo os sinais de
doenca percebidos 10 dias apos a infec¢do, caracterizando-se principalmente por
emagrecimento, pélos arrepiados, diarréia e prostracdo. Possivelmente, a primeira
infeccdo no modelo animal fez com que as amebas passassem a expressar fatores
de patogenicidade que auxiliaram na invasdo e estabelecimento da infeccdo na
segunda passagem.

MORTAZAVI et al. (2009) estudando um modelo de infeccdo por
Acanthamoeba em gafanhotos, observaram que estes insetos desenvolveram
infeccbes disseminadas na hemolinfa, corpo gorduroso, tecidos musculares e
cérebro. Para KHAN (2010), o fato deste protozoario causar infecgbes sistémicas
disseminadas reflete sua capacidade de sobreviver ao ataque do sistema imune
inato e invadir o SNC, o que € consistente com o0s casos de EGA em seres

humanos.
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As diferentes capacidades invasivas que os isolados e reisolados estudados
no presente trabalho apresentaram podem ser explicadas pela expressado de
diferentes fatores de viruléncia que permitiram maior resisténcia para determinados
isolados e, no caso dos reisolados, melhor capacidade de driblar as defesas do
hospedeiro apds a primeira infecgéo.

Em nosso trabalho também constatamos que os reisolados ndo possuiam
especificidade em relacdo aos sitios de infeccdo no organismo, concordando com o0s
resultados de MAZUR & JAZWIAK (1993), que reisolaram Acanthamoeba de
infec¢des sistémicas em camundongos, atingindo pulmdes, rins, coracédo, figado,
diafragma, SNC e globo ocular. Apos o reisolamento a partir de diferentes érgaos e
reinoculacdo do protozoario em outros animais, 0s autores nao observaram
especificidade em relacdo ao 6rgao infectado. Em outro estudo foram comparadas
as alteracbes patomorfolégicas causadas nos orgaos pela infeccdo in vivo com
cepas de baixa e alta viruléncia. Os autores relataram que a infecgdo com ambos os
isolados resultou em infeccdo similar, porém as mudancas induzidas pela cepa de
baixa viruléncia se desenvolveram mais tardiamente e foram menos extensas
(Mazur et al., 1999).

Com relacao as lesdes presentes nos 6rgaos retirados dos animais infectados
em nosso estudo, as mesmas apresentavam-se disseminadas por todo pulméo
sempre que havia infeccédo, independente do isolado responséavel pela infeccéo.
Dois tipos de lesGes concomitantes e de caracteristicas distintas foram observadas:
lesbes esbranquicadas, difusas de aspecto leitoso e lesbes amareladas, granulosas
e de aspecto mateado (Figura 8). Nos figados, quando as lesdes estavam presentes
(isolados AP2, NEFF, AP4r), estas eram difusas e amareladas (Figura 9). Todos 0s
animais infectados tiveram seus cérebros removidos e observados. Somente 0s
cérebros dos animais infectados com T4r e AP4r apresentaram morfologia
diferenciada, com perda da arquitetura normal do tecido (Figura 10).
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Figura 8. Pulmdes de ratos infectados via intranasal com Acanthamoeba. A: Pulmé&o
de rato ndo infectado; B: Pulmdo com infeccdo confirmada por Acanthamoeba; C e

D: LesBes no pulmédo infectado. As setas indicam os diferentes tipos de lesdes
presentes no tecido.

Figura 9. Figados de ratos infectados via intranasal com Acanthamoeba. A: Figado
que ndo foi infectado pela Acanrthamoeba. B: Figado com infec¢do confirmada por
Acanthamoeba. Setas indicam focos de lesGes presentes no tecido.
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Figura 10. Cérebros dos ratos infectados via intranasal com Acanthamoeba. A:
Cérebro com arquitetura tecidual normal e ndo infectado com Acanthamoeba; B:
Cérebro com arquitetura tecidual alterada com infeccdo confirmada por
Acanthamoeba.

GORNIK & KUZNA-GRYGIEL (2005) determinaram graus de viruléncia para
seis cepas de Acanthamoeba, baseados no numero de 6rgdos confirmadamente
afetados e a extensao das alteracdes histopatolégicas em decorréncia de infeccédo
sistémica em ratos. Tomando-se este critério, pode-se classificar os isolados ATCC
avaliados em nosso estudo com diferentes graus de viruléncia, sendo AP2 e NEFF
mais virulentos e T4 e AP4 menos virulentos. Pode-se inferir ainda, que as cepas
T4r e AP4r tornaram-se mais virulentas apos a primeira infeccdo nos animais.

Foram feitos cortes histologicos dos 6rgaos infectados para visualizacédo de
Acanthamoeba (Figuras 11 e 12).

O gendtipo T4 é conhecido como um dos mais presentes na natureza e tem
maior incidéncia nos casos de infec¢bes que atingem o homem (Maghsood et al.,
2005; Booton et al., 2005). Em nosso trabalho, todos os isolados ATCC utilizados
pertenciam ao grupo T4 e pelo menos os isolados T4 e AP2 ja possuiam histérico de
patogenicidade, tendo em vista que foram originalmente isolados de casos de
ceratite. JA4 os isolados AP4 e NEFF era ambientais e ndo ha relato de sua
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patogenicidade. Em nosso estudo relatamos pela primeira vez o potencial
patogénico in vivo de cepas ATCC isoladas do ambiente, NEFF e AP4, salientando a
importancia do estado clinico do hospedeiro para o estabelecimento da infeccéo por
Acanthamoeba. Certamente a imunossupressdo dos animais favorece o
estabelecimento da infeccdo, salientando a importancia de estudos epidemioldgicos
gue visem alertar a populacdo em relacdo ao risco que este protozoario pode

oferecer a saide humana.

Figura 11. Corte histolégico do tecido pulmonar infectado por Acanthamoeba. As
flechas apontam dois trofozoitos. Corte histolégico de 20 pum de espessura.
Imagem em microscépio Optico, aumento de 400X, coloracdo hematoxilina-
eosina.
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Figura 12. Corte histologico de Ceérebro (A) e Figado (B) infectado por
Acanthamoeba. As setas apontam dois trofozoitos (T) e cistos (C) identificados.
Corte histologico de 20 um de espessura. Imagem em microscopio éptico, aumento
de 400X, coloracado hematoxilina-eosina.

4.3. Proteases secretadas por Acanthamoeba

O conhecimento a respeito dos fatores que de fato definem a patogenicidade
de isolados de Acanthamoeba é limitado. Sabe-se que, independente da espécie ou
grupo T ao qual pertencam, cada cepa pode desenvolver caracteristicas distintas de
patogenicidade, restringindo a utilizacdo da classificacdo genotipica na
determinacao ou diferenciacdo de isolados patogénicos e ndo patogénicos (Mazur et
al., 1995; Walochnik et al., 2000a; Khan, 2001; Duarte, 2010). Assim, outras
caracteristicas vém sendo exploradas com o objetivo de estabelecer um marcador
da patogenicidade de Acanthamoeba. Como exemplo, pode-se citar a producéo de
proteases, extensivamente estudada em trabalhos recentes (Lorenzo-Morales et al.,
2005; Clarke & Niederkorn, 2006; Kim et al., 2006; Sissons et al., 2006; Rocha-
Azevedo & Silva-Filho, 2007;). Alguns autores ainda destacam a importancia
epidemiolégica em estabelecer diferencas de patogenicdade de isolados de
Acanthamoeba (Jeong et al, 2007), j& que a partir destes dados pode-se entre outras
coisas, estabelecer areas de risco para contaminacdo. Considerando todos esses
fatores, este trabalho buscou identificar e comparar o perfil de proteases secretadas



34

por Acanthamoeba isoladas de casos clinicos e do ambiente visando estabelecer a

relacdo das proteases com a patogenicidade do isolado.

4.3.1. Perfil de Proteases em Gel de Zimograma dos isolados de Acanthamoeba

utilizados no Modelo de Infeccéo Ocular

O MC de cada um dos isolados de Acanthamoeba estudados, contendo 0,5
mg/mL de proteinas, foi aplicado no gel de zimograma com gelatina para avaliacdo
da presenca de proteases.

Na Figura 13 pode ser observado o gel de zimograma com o perfil de
proteases para cada isolado avaliado. Todos os isolados estudados demonstraram
atividade proteolitica, com a presenca de pelo menos duas bandas de proteases
bastante evidentes. Os isolados apresentaram diferentes perfis de atividade
proteolitica no gel, porém algumas bandas em comum. Cinco dentre 0s nove
isolados, T4, AP4, NEFF, PW-MH2 e LC30, apresentaram duas bandas com
atividade bastante definida, com pesos moleculares estimados de 120 e 240 kDa.
Os isolados AP2, ACP1, ACM e TW79 possuiam perfis bastante distintos tanto entre
si quanto quando comparados aos demais isolados, com bandas apresentando
pesos moleculares estimados que variaram de 70 a 200 kDa, destacando-se duas
bandas de aproximadamente 100 e 130 kDa no isolado AP2, uma banda de 100 kDa
no isolado ACP1, uma de 135 kDa em ACM e uma de 70 kDa no isolado TW79.
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T4 AP2 AP4 NEFF ACP1 ACM TW79 PW-MH2 LC30

Figura 13. Perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma contendo gelatina
dos diferentes isolados de Acanthamoeba estudados no modelo in vivo de infeccéo
ocular. Peso molecular estimado das bandas indicado a esquerda (kDa).

Conforme a Figura 13 demonstra, os isolados secretaram um numero de
proteases variavel, com tamanhos distintos, independente dos isolados pertencerem
ao mesmo gendétipo, T4, AP2, AP4 e NEFF, ou mesma espécie, AP2 e AP4, por
exemplo. Vale observar, contudo, que essa ndo € uma regra, tendo-se observado
que os isolados PW-MH2 e LC30, ambos pertencentes ao genoétipo T5,
apresentaram perfil de proteases idéntico em gel de zimograma.

Muitos trabalhos tém demonstrado a importéancia do processo de adeséo,
atividade proteolitica e fagocitose no efeito citopatico que Acanthamoeba pode
exercer sobre diversos tipos celulares e a influéncia destes processos na invasao
tecidual e disseminacédo da infeccdo (Taylor et al.,, 1995; Khan, 2001; Hurt et al.,
2003; Alsam et al., 2004; Rocha-Azevedo et al., 2006; Clarke & Niederkorn, 2006).
Em relacdo a atividade proteolitica, quando comparamos os perfis de proteases em
gel de zimograma dos isolados de Acanthamoeba estudados no modelo de infecgéao
ocular, nenhuma protease comum a todos os isolados foi identificada. Somado a
isso, nao foi observada uma protease que fosse caracteristica de isolados
comprovadamente patogénicos pelo teste in vivo, TW79 e PW-MH2, a qual talvez
pudesse atribuir um papel diferencial na patogenicidade, ndo sendo possivel
associar a producdo e secrecdo de proteases dos isolados estudados a
patogenicidade in vivo, ao contrario do que muitos autores sugerem (Lorenzo-
Morales et al., 2005; Kim et al., 2006; de Souza Carvalho et al.,, 2011). Neste
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sentido, ROCHA-AZEVEDO & SILVA-FILHO (2007) afirmaram que somente o perfil
de proteases ndo € suficiente para distinguir isolados patogénicos e nao
patogénicos. Entretanto seria muito interessante estabelecer um grupo de

caracteristicas fisiolégicas capaz de ser utilizado para este fim.

4.3.2. Perfil de Proteases em Gel de Zimograma dos isolados e reisolados de
Acanthamoeba utilizados no Modelo de Infecg&o Intra-Nasal

Na Figura 14 observa-se o gel de zimograma com gelatina apresentando o
perfil de proteases do MC dos isolados de Acanthamoeba ATCC T4, AP2, AP4 e
NEFF mantidos no laboratério de parasitologia e destes mesmos isolados apos
serem reisolados de lesdes nos 6rgdos de ratos infectados, T4r, AP2r, AP4r e
NEFFr.

Todos os isolados, T4, AP2, AP4 e NEFF, apresentaram atividade
proteolitica, representada pela presenca de diversas bandas no gel de zimograma
(Figura 14). As massas moleculares das bandas de proteases foram estimadas e
variaram de 100 a 240 kDa. Comparando-se a atividade proteolitica em gel, somente
os isolados AP4 e NEFF possuem perfis relacionados, ambos apresentaram duas
bandas de atividade, uma de 120 e outra de 240 kDa. No perfil da cepa de
Acanthamoeba AP2, trés bandas com aproximadamente 100, 130 e 180 kDa podem
ser observadas. Em conjunto, os dados indicam que a secrecdo de proteases nao
estava relacionada ao gendtipo dos isolados, visto que os quatro isolados pertencem
ao grupo T4 e também nédo pode ser associada a espécie, ja que os isolados AP2 e
AP4, A. polyphaga, e T4 e NEFF, A. castellanii, secretam diferentes enzimas (Figura
14).

As proteases secretadas pelos isolados estudados em relacdo aos resultados
de infeccdo in vivo através de inoculacdo intra-nasal de cada isolado, néo
demonstraram um papel definido na patogenicidade. Além do perfil proteolitico em
gel néo ter sido igual para todos os isolados ATCC estudados, nenhuma protease
secretada € comum a todos eles, tornando dificil estabelecer relagcéo entre o perfil de

proteases, ou uma protease especifica e a patogenicidade dos isolados.
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T4 T4r AP2 AP2r AP4 AP4r NEFF  NEFFr

Figura 14. Perfil de atividade proteolitca em gel de zimograma contendo
gelatina dos diferentes isolados de Acanthamoeba utilizados para infecgéo intra-
nasal no modelo in vivo. Peso molecular estimado das bandas indicado a
esquerda (kDa).

Para verificar se as diferencas de patogenicidade que os isolados e reisolados
apresentaram no teste in vivo (Tabela 3) estava relacionada a secrecdo de
proteases, comparamos o perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma dos
mesmos. Para a maioria dos isolados e reisolados foram observadas diferencas em
relagdo ao nimero e massa molecular das bandas de hidrélise. Contudo, o perfil do
reisolado NEFFr apresentou-se idéntico ao perfil do isolado originalmente presente
no laboratério NEFF, com uma banda de 120 kDa e outra de 240 kDa (Tabela 6 e
Figura 14).

N&o se pode afirmar, entretanto, que a secrecao diferencial de proteases esta
relacionada a patogenicidade diferenciada apresentada pela cepa T4 comparada a
T4r e AP4 comparada a AP4r no teste in vivo. Estabelecer esta relacdo é
especialmente dificil pelo fato dos perfis proteoliticos dos reisolados T4r e AP4r nao
terem apresentado nenhuma protease em comum, embora neste estudo tenham
desenvolvido infec¢des similares nos animais.

Certamente o0 primeiro contato com o0s animais induziu alteragcdes na
expressao de proteases nos isolados estudados. Mas se sabe que as proteases
secretadas por Acanthamoeba exercem diversas funcdes de importancia para sua
sobrevivéncia. Um estudo com a cepa ATCC né&o patogénica 30872, identificou uma

banda com atividade no perfil do zimograma. Os autores atribuiram a esta protease
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atividades importantes relacionadas a fisiologia do protozoéario, como degradacéo
extracelular, alimentacdo e sobrevivéncia no ambiente (Rocha-Azevedo & Silva-
Filho, 2007).

Alguns estudos ja observaram que apds contato com monocamadas de
células microgliais BV-2, isolados de Acanthamoeba culbetsoni ndo apresentaram
expressdo diferenciada de proteases extracelulares (Harrison et al., 2010).
Entretanto, os resultados do presente estudo sugerem mudancas importantes apos
os isolados terem sido inoculados via intra nasal em ratos e reisolados de lesdes nos
orgdos. Muitos autores destacam a importancia do processo de adesdo de
Acanthamoeba a outras células para estimulo de secrecao de proteases. O contato
celular pode ter um papel fundamental na patogénese de Acanthamoeba e as
proteases poderiam dar seguimento aos eventos (Harrison et al., 2010). Talvez seja
necessario mais que somente o contato com monomadas celulares para que haja
alteracdes perceptiveis na secrecdo de proteases de isolados. O contato intimo com
outro organismo, no caso do experimento in vivo, poderia estimular essas mudancas
ja que neste caso, além do tempo de exposicdo ser maior que em casos de testes in
vitro com monocamadas celulares, ainda existem muitos fatores intrinsecos do

hospedeiro com os quais as amebas precisam lidar.

ROCHA-AZEVEDO & SILVA-FILHO (2007), estudaram proteases secretadas
pelos isolados padrdao de Acanthamoeba ATCC 30461 (AP2) e 30872 (AP4) com o
objetivo de estabelecer diferencas entre isolados considerados patogénicos e nao
patogénicos. No estudo os autores identificaram diferencas em relacdo ao perfil
apresentado no gel de zimograma, sendo que o isolado considerado patogénico,
ATCC 30461, apresentou maior numero de bandas no gel, revelando uma atividade
proteolitica maior que o isolado considerado ndo patogénico, o que 0S autores
relacionaram a patogenicidade do isolado 30461. LORENZO-MORALES et al.
(2005) estudaram o efeito de siRNA sobre a producdo de proteases extracelulares
dos isolados ATCC 30461 (patogénica) e 30010 (ndo patogénica) e concluiram que
na presenca de siRNA os isolados secretavam menos proteases e apresentavam
efeitos citopaticos menores sobre monocamadas celulares. Em nosso estudo os
isolados AP2 (30461) e AP4 (30872) também foram avaliados e, tal como 0s outros
autores demonstraram, os isolados apresentaram perfis de proteases diferentes,

tendo o AP2 apresentado um maior numero de bandas de proteases do que o
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isolado AP4 (Figura 13). Entretanto, ndo foi possivel relaciona-las a patogenicidade
in vivo dos isolados, onde foi demonstrado que ambos os isolados podem causar
infeccdes sistémicas pelo modelo de infec¢ao intranasal.

MITRO et al. (1994) avaliaram a atividade colagenolitica de enzimas
secretadas pelo isolado ATCC 30461, tendo identificado trés proteases diferentes
com capacidade de degradar coldgeno. Essa atividade poderia estar associada a
patogénese da ceratite, entretanto os autores sugeriram estudos in vivo para
comprovar esta relacdo. Embora essa cepa tenha sido originalmente isolada de um
paciente com ceratite e o perfil de proteases secretadas seja diferente daquele
observado para o isolado do ambiente (AP4), em nosso trabalho, quando colocado
em contato com a cornea lesionada de ratos, o isolado padrdo ATCC 30461 (AP2)
nao estabeleceu infeccdo ocular. Entretanto, este mesmo isolado sendo inoculado
em animais imunossuprimidos, via intra-nasal, causou infec¢do, atingindo pulmdes,
rins e figado, com inUmeras lesGes especialmente nos pulmoes.

A diferenca de patogenicidade observada para o isolado AP2 nos dois
modelos in vivo aplicados pode ser explicada pela preferéncia do isolado por sitios
de infeccdo especificos; o fato da cepa ATCC 30461 ser um isolado de baixa
viruléncia (Visvesvara et al.,, 1975) poderia favorecer infeccbes em animais
imunossuprimidos, como os utilizados no modelo de infecgdo via intra nasal. Muitos
estudos sugerem que ocorre perda de fatores de viruléncia em decorréncia de
cultivos prolongados de microrganismos em laboratério. A capacidade de
colonizacéo e a patogenicidade do Staphylococcus aureus sdo associadas aos seus
fatores de viruléncia, os quais tém papel relevante na adesédo celular, na captacéo
de nutrientes e na sua evasao da resposta imunol6gica do hospedeiro (Santos et al.,
2007). A analise da patogenicidade de Paracoccidioides brasiliensis em modelo
animal mostrou que as cepas preservadas por mais de 30 anos em laboratério
tornaram-se avirulentas. A analise das cepas demonstrou que o método de
estocagem levou a perda de fatores de viruléncia, os quais sdo fundamentais para o
estabelecimento da doenca (Borba, 2002). Mais estudos sdo necessérios para
esclarecer a influéncia destes fatores nos teste in vivo com Acanthamoeba.

Muitos autores tém estudado a secrecéo de proteases, tentado estabelecer a
importancia dessas moléculas na patogenicidade diferencial de isolados de
Acanthamoeba. Na Tabela 4 estdo resumidos alguns destes estudos. Conforme

pode ser observado na tabela, uma variedade de proteases foi identificada,
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apresentando tamanhos e classes distintas, com atividade frente a varios substratos.
Utilizando testes in vitro, diversos trabalhos relacionaram a presenca de proteases
aos efeitos citopaticos dos isolados (Cho et al., 2000; Kim et al., 2006; Harrison et
al., 2010; de Souza Carvalho et al., 2011). Ainda, conforme a Tabela 4 apresenta, a
producdo e a atividade de proteases nao demonstram relagdo com as espécies ou
genotipos 0 que corrobora os resultados obtidos para os isolados estudados neste
trabalho. Vale observar que em relacdo ao peso molecular das bandas de proteases
em zimogramas é muito possivel que haja disparidade entre o peso molecular de
bandas iguais em diferentes estudos, o que pode-se atribuir & composicao do MC,
diferentes isolados utilizados ou ao zimograma em si, pela composicdo do gel e
miliamperagem utilizada (Harrison et al., 2010). Além disso, os pesos moleculares
podem ser somente estimados, no caso de bandas no gel de zimograma, ja que o
padrdo de peso molecular para proteinas ndo pode ser aplicado em géis de
zimograma.

A producgédo de proteases ndo € um mecanismo particular de Acanthamoeba,
tendo sido bem relatada em bactérias e outros parasitos (Hidalgo-Grass et al., 2006;
Galvan-Moroyoqui et al., 2008; Mejri & Gottstein, 2009). A atividade proteolitica
apresentada pelos isolados de Acanthamoeba pode ser associada a diversas
funcdes fisiol6gicas, como processos de alimentacdo, sobrevivéncia no meio
ambiente e digestado extracelular (Rocha-Azevedo & Silva-Filho, 2007), contudo a
grande maioria dos trabalhos tem identificado funces importantes que podem estar
relacionadas a patogénese de doencas como ceratite e EGA, entre elas a
capacidade de degradar moléculas como colageno, imunoglobulinas, laminina,
fibronectina, elastina, plasminogénio, caseina, hemoglobina, albumina, fibrinogénio e
citocinas, além de forte atividade citotoxica sobre células da glia, fibroblastos, células
epiteliais e da cérnea (Mitro et al., 1994; Cho et al.,, 2000; Khan et al., 2000;
Rosenberg, 2002; Alsam et al., 2005; Kim et al., 2006; Sissons et al., 2006; Harrison
et al., 2010). Neste estudo ndo pudemos estabelecer qualquer relacédo entre
genatipo, perfil de proteases secretadas e patogenicidade dos isolados pelos testes
in vivo, entretanto, segundo SISSONS et al. (2006), a extensa atividade de
proteases na degradacdo de componentes da matriz extracelular afeta propriedades
funcionais e estruturais de tecidos, culminando em perda funcional. Apesar de nao
ser conhecido ao certo o papel das proteases de Acanthamoeba, estas certamente

exercem funcdes importantes durante o processo de infeccdo (Rosenberg, 2002).
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REFERENCIA ISOLADO PROTEASE ATIVIDADE pH TEMPERATURA
ESPECIE / OTIMO OTIMA
GENOTIPO PESO CLASSE
MOLECULAR
(kDa)
Lorenzo- A. castellanii NI Serino NI NI
Morales et al., ATCC 30010/ T4 Citopatogenicidade frente a
2005 A. polyphaga Serino células da cérnea humana
ATCC 30461/ T4
Rocha- A. polyphaga Diversas NI Citopatogenicidade frente a NI NI
Azevedo & ATCC 30461 /T4 bandas entre monocamadas de  células
Silva-Filho, 27 e 35 epiteliais e degradagcédo de
2007 27 e 30 matriz de colageno.
A. polyphaga Funcdes Fisiologicas
ATCC 30872/ T4
Kim et al., A. healyi 33 Serino Degradacdo de Colageno tipo 8.5 60
2006 A. lugdunensis 33 Serino IV e |, Laminina, Fibronectina, 8.5 55
A. castellanii Albumina, Fibrinogénio,
NEFF / T4 33 Serino Imunoglobulinas e 8.0 55
Hemoglobina
Sissons et al., Degradacao de colageno | e lll,
2006 T1 150 Serino Elastina, Plasminogénio, de 7.0 a 50
130 Metalo Caseina e Hemoglobina. 11.0
Citopatogenicidade frente a
células HBMEC.
Cho et al., A.castellanii 42 Serino Degradacao de colageno tipol. 8.0 50
2000 Citopatogenicidade frente a

células epiteliais da cornea
humana, de coelhos e contra
fibroblastos.



Magliano et al.,
2009

Harrison et al.,
2010

Mitro et al.,
1994
Na et al., 2001

Kim et al,
2003

Khan et al,,
2000

A. polyphaga
ATCC 30461/ T4
T4 (isolado
ambiental)

A. culbertsoni

A. polyphaga
ATCC 30461 /T4
A. castellanii

A. lugdunensis

Acanthamoeba
sp.

37, 47, 80,
90, 120 e 150
40, 50, 70,
80, 90, 100 e
150

36, 49 e 66
12

33

107

Serino

Serino

Serino
Cisteino
Serino

Serino

Serino

NI

Citopatogenicidade frente
células microgliais

a
e

Degradacdo de citocinas e

guimiocinas
Degradacao de colageno

Degradacdo de colageno,
fibronectina, imunoglobulina
(lg)A e G, plasminogénio,
hemoglobina e proteinas da
cornea de coelho.

Citopatogenicidade frente
células VERO e Hela.

a

Colageno tipo | e IV, IgA, IgG,
Fibronectina, Fibrinogénio,

Albumina, Hemoglobina,
Citopatogenicidade frente
células epiteliais da cérnea

a

8.0

NI

7.0

8.5

8.5

de 5.0 a
9.5

42

28 e 37

NI

55

55

NI: Nao Informado.



4.3.3. Caracterizacao das proteases secretadas pelos isolados de Acanthamoeba

estudados no Modelo de Infeccéo ocular

A caracterizagdo das proteases foi realizada utlizando-se inibidores
especificos para serino proteases (PMSF) e para metalo proteases (EDTA). As
Figuras 15 e 16 apresentam o perfil do zimograma dos isolados na presenca dos
inibidores EDTA e PMSF, respectivamente.

Conforme a Figura 15 demonstra, o EDTA foi capaz de inibir a atividade das
proteases da maioria dos isolados, que tiveram bandas de proteases total ou
parcialmente inibidas pelo EDTA, indicando a possivel presenca de metalo-
proteases no MC dos isolados estudados. A banda de 240 kDa dos isolados PW-
MH2 e LC30 foi completamente inibida pelo EDTA, enquanto a banda de 240 kDa
dos isolados T4, AP4 e NEFF tiveram apenas a atividade reduzida na presenca
desse inibidor. Ja a banda de 120 kDa foi totalmente inibida pelo EDTA somente nos
isolados T4, NEFF, PW-MH2 e LC30, permanecendo com a mesma atividade no
perfil do isolado AP4. Os isolados AP2, ACM e TW79 néo tiveram seus perfis
proteoliticos em gel de zimograma alterados na presenca de EDTA. Em relacdo ao
isolado ACP1, na presenca de EDTA a banda de 100 kDa teve sua atividade
visualmente reduzida no gel (Figura 15).

O inibidor PMSF foi utilizado para caracterizar as enzimas no gel, tendo sido
observado que na presenca desse inibidor todas as bandas de todos os isolados
estudados foram inibidas, inclusive aquelas que ja haviam sido inibidas pelo EDTA
(Figura 16), sugerindo que os isolados secretam predominantemente serino
proteases.

A Tabela 5 apresenta um resumo das principais proteases secretadas pelos
diferentes isolados, tanto da amostra na auséncia de inibidores quanto na presenca
de EDTA e PMSF.



T4 AP2 AP4 NEFF ACP1 ACM TW79 PW-MH2 LC30

EDTA

Figura 15. Perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma contendo
gelatina dos diferentes isolados de Acanthamoeba estudados no modelo in vivo
de infeccdo ocular. A: sem incubacdo com EDTA e B: Pré-incubados com
EDTA. Peso molecular estimado das bandas indicado a esquerda (kDa).
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T4 AP2 AP4 NEFF ACP1 ACM TW79 PW-MH2 LC30

PMSF

Figura 16. Perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma contendo
gelatina dos diferentes isoaldos de Acanthamoeba estudados no modelo in vivo
de infeccdo ocular. A: sem incubacdo com PMSF e B: pré-incubados com
PMSF. Peso molecular estimado das bandas indicado a esquerda (kDa).
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Tabela 5. Perfil das principais proteases secretadas pelos isolados de
Acanthamoeba estudados no modelo in vivo de infec¢do ocular, conforme bandas
(PM) presentes no gel de zimograma na auséncia e na presenca de inibidores de

proteases especificos.

isolado Amostras sem Amostras + EDTA Amostras + PMSF
inibidores

T4 240, 140, 120 240* -
AP2 180, 130, 100 180, 130, 100 -
AP4 240, 120 240%, 120 -
NEFF 240, 120 240* -
ACP1 100, 70 100*, 70 -
ACM 135 135 -
TW79 70 70 -
PW-MH2 240, 120 - -
LC30 240,120 - -

*Indica que a banda esta presente, porém com menor atividade. Os valores correspondem aos pesos

moleculares estimados das bandas (Kda).



46

4.3.4. Caracterizacao das proteases secretadas pelos isolados de Acanthamoeba

estudados no Modelo de Infecgéo Intra-Nasal

As Figuras 17 e 18 apresentam o perfil do zimograma dos isolados utilizados
no modelo de infeccdo intra-nasal na presenca dos inibidores EDTA e PMSF,
respectivamente.

Na Figura 17 as amostras pré-incubadas com o inibidor de metalo-proteases
(EDTA) e posteriormente migradas em gel de zimograma podem ser visualizadas,
demonstrando que o EDTA é capaz de inibir algumas bandas, mas nao todas as que
estdo presentes no perfil dos isolados estudados. As proteases no MC do isolado
AP2 e reisolado AP4r ndo foram afetadas pela presenca desse inibidor, sugerindo
gue esses isolados ndo secretam metalo-proteases. A banda de 240 kDa observada
em diversos isolados nao foi completamente inibida em nenhum perfil dos isolados
ou reisolados, mas nos isolados T4, T4r, AP4 e NEFF a atividade desta banda foi
bastante reduzida pelo EDTA. O mesmo tendo ocorrido com a banda de 100 kDa do
reisolado AP2r. A banda de 120 kDa foi mantida com a mesma atividade no isolado
AP4 e reisolado AP4r e no NEFFr a banda teve a atividade bastante reduzida no gel
com EDTA (Figura 17).

Quando utilizado o inibidor PMSF, as enzimas de qualquer que fosse o
isolado ou reisolado foram completamente inibidas (Figura 20). Este resultado
concorda com outros autores, que constataram a secrecdo majoritaria de serino-
proteases por Acanthamoeba (Figura 18 e Tabela 4).

A Tabela 6 apresenta um resumo das principais proteases secretadas pelos
diferentes isolados, tanto da amostra na auséncia de inibidores quanto na presencga
de EDTA e PMSF.
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T4 T4r AP2 AP2r AP4 AP4r NEFF NEFFr

120<— EDTA

Figura 17. Perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma contendo gelatina
dos diferentes isoaldos de Acanthamoeba utilizados para infecgéo intra-nasal no
modelo in vivo. A: sem incubacdo com EDTA. B: pré-incubados com EDTA. Peso
molecular estimado das bandas indicado a esquerda (kDa).
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T4 T4r AP2 AP2r AP4 AP4r NEFF NEFFr

120<— PMSF

Figura 18. Perfil de atividade proteolitica em gel de zimograma contendo gelatina
dos diferentes isoaldos de Acanthamoeba utilizados para infeccéo intra-nasal no
modelo in vivo. A: sem incubacdo com PMSF e B: pré-incubados com PMSF.
Peso molecular estimado das bandas indicado a esquerda (kDa).

Tabela 6. Perfil das principais proteases secretadas pelos isolados e reisolados
de Acanthamoeba utilizados para infeccdo intra-nasal no modelo in vivo,
conforme bandas presentes no gel de zimograma na auséncia e na presenca
de inibidores de proteases especificos.

isolado Amostras sem Amostra + EDTA Amostra + PMSF
inibidores

T4 240, 140, 120 240* -
T4r 240, 120 240* -
AP2 180, 130, 100 180, 130, 100 -
AP2r 100 100* -
AP4 240, 120 240*%, 120 -
AP4r 180, 120, 65 180, 120, 65 -
NEFF 240, 120 240* -
NEFFr 240, 120 240, 120* -

*Indica que a banda esta presente, porém com menor atividade. Os valores correspondem aos
pesos moleculares estimados das bandas (kDa).
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Sabe-se que diferentes cepas de Acanthamoeba produzem e secretam
serino, metalo e cisteino proteases (Pettit et al., 1996; Cao et al., 1998; Alfieri et al.,
2000; Alsam et al., 2005; Harrison et al., 2010), de maneira que as proteases
presentes nos MC dos isolados avaliados neste trabalho foram caracterizadas com
inibidores especificos para serino e metalo-proteases, PMSF e EDTA,
respectivamente.

O PMSF é um inibidor irreversivel de serino proteases, pela fosforilacdo dos
sitios ativos dos residuos de serina. Este inibe também cisteino proteases, porém
esta inibicdo é reversivel pelo tratamento com ditiotreitol (DTT) (James, 1978). J& o
EDTA é um guelante de cétions divalentes que inibe metalo-proteases que requerem
esses cations para sua atividade (Auld, 1995).

Metalo-proteases sdo enzimas que apresentam uma grande diversidade de
sitios ativos, todos dependentes de ions metdlicos divalentes para sua atividade.
Essas enzimas estdo amplamente distribuidas nos seres vivos (Barret; Rawlings;
O’Brien, 1995). Os isolados estudados em nosso trabalho demonstraram secretar
metalo-proteases com grande atividade em gel de zimograma (Figuras 15 e 17).

De maneira geral, o EDTA apresentou efeitos sobre diversas enzimas
presentes nos perfis dos isolados avaliados. A presenca de metalo-proteases tem
sido relatada em diversos estudos, embora o papel destas enzimas na
patogenicidade de isolados de Acanthamoeba ainda néo esteja esclarecido. ALSAM
et al. (2005) identificaram metalo-proteaes em um isolado de Acanthamoeba do
grupo T1, retirado de um paciente com EGA. Essa metalo-protease apresentou
importante atividade relacionada ao aumento da permeabilidade de um modelo in
vitro da barreira hemato-encefalica (BHE). Em outro estudo essa classe de protease
foi relacionada a degradacdo de laminina, fibronectina e colageno tipo | e IV
(Rosenberg, 2002). Para SISSONS et al. (2006), a funcdo de metalo-proteases esta
relacionada aos processos pos infeccado, j& que ndo demonstraram a capacidade de
romper monocamadas celulares. Em nosso estudo, as enzimas presentes no MC
nao foram purificadas, o que torna possivel que mais de uma protease seja
responsavel pela atividade observada numa sé banda do gel. Isto pode explicar a
inibicdo apenas parcial de algumas bandas pelo EDTA.

Na Tabela 4 estdo reunidos dados de diversas proteases isoladas e

caracterizadas em estudos anteriores com Acanthamoeba. Serino-proteases sao
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frequentemente isoladas de Acanthamoeba e tem sido extensivamente estudadas.
KHAN (2003) sugere que essas enzimas tém um papel crucial no desencadeamento
do processo da ceratite por Acanthamoeba, sendo apoiado por resultados de testes
in vitro onde as enzimas na presenca de PMSF n&o apresentam qualquer
citotoxicidade.

Serino-proteases sao caracterizadas pela presenca de um residuo se serina
em seu sitio ativo. Estdo presentes em virus, procariotos e eucariotos, o que indica a
importancia dessa classe de enzima (Barret, 1995). Em Acanthamoeba, essas
enzimas secretadas possuem funcdes relacionadas a degradacdo de diversas
moléculas associadas a MEC (Tabela 4). Quando os MC testados no presente
estudo foram incubados com PMSF para caracterizar as proteases no gel de
zimograma todas as bandas foram inibidas, demonstrando a importancia dessa
classe de enzima para o protozodrio. Muitas bandas de proteases foram inibidas
tanto pelo EDTA quanto pelo PMSF. Enzimas com essa caracteristica ja foram
relatadas em trabalhos que estudaram proteases de outros microrganismos, como
Bacillus sp. (Tatineni et al., 2008; Correa, 2009). E possivel que estas enzimas
possuam residuos de serina no sitio ativo, exigindo ions metélicos para atividade ou
para atingir estabilidade (Tatineni et al., 2008).

Até o momento ndo se sabe qual o papel exato de serino-proteases na
patogénese de Acanthamoeba, mas diversos estudos tem correlacionado seu papel
ao aumento de permeabilidade da BHE (Alsam et al., 2005), degradacdo de
moléculas estruturais importantes para manutencao da integridade de tecidos, como
colageno (Mitro et al., 1994; Sissons et al., 2006), inducdo de apoptose
(Chusattayanond et al., 2010) e degradacéo de citocinas, quimiocinas, IgA e IgG
auxiliando o protozoario na evasao do sistema imune do hospedeiro (Na et al., 2001,
Kim et al., 2006; Harrison et al., 2010). Todas essas funcfes sdo determinantes para
invasdo e estabelecimento de infeccdo. O PMSF, como inibidor de serino-
proteases, consegue reduzir de 75 a 100% os efeitos citopaticos dos isolados ou MC
de Acanthamoeba, o0 que justifica a idéia do desenvolvimento de agentes
terapéuticos a base deste inibidor (Na et al., 2001; Alsam et al., 2005; Kim et al.,
2006; Sissons et al., 2006).

Todos os isolados testados no presente estudo secretaram serino-proteases,
entretanto ndo foi possivel associar a quantidade de enzima secretada com a

patogenicidade observada. Mesmo aqueles isolados que ndo se mostraram
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patogénicos no teste in vivo pelo modelo de infeccdo ocular secretaram diversas
serino-proteases (Figura 16), indicando que esta enzima pode exercer também

funcdes ndo relacionadas a patogenicidade.

4.3.5. Atividade proteolitica dos isolados de Acanthamoeba utilizados no Modelo

de Infeccdo Ocular e influéncia da temperatura e pH na atividade

A atividade proteolitica presente nos MC foi quantificada pela capacidade das
proteases secretas pelos diferentes isolados de Acanthamoeba em hidrolizar
azocaseina. Pelos resultados apresentados observa-se que a atividade € bastante
variavel entre os isolados testados, destacando-se o isolado NEFF com a maior
atividade (24,4 U/mL) e o isolado PW-MH2 com a menor (5,67 U/mL), na
temperatura 6tima para a atividade proteolitica de cada isolado estudado (Tabela 7).

A Tabela 7 apresenta resultados que demonstram a grande influéncia da
temperatura sobre a atividade enzimatica dos isolados estudados, visto que quando
comparados os valores, a atividade proteolitica a 37°C foi cerca de 50% menor que
aguela obtida na temperatura 6tima para atividade proteolitica dos isolados (Figura
19). Para a maioria dos isolados a melhor atividade proteolitica foi obtida a 60°C,
com excecdo dos isolados AP4, NEFF e LC30 para os quais a temperatura 6tima foi
de 50°C.
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Figura 19. Comparacéao da atividade proteolitica nos meios condicionados
dos isolados de Acanthamoeba estudados no modelo in vivo para
infeccdo ocular em diferentes temperaturas. T 100%: temperatura 6tima
de atividade das proteases do MC; 37°C: Temperatura padrédo de
incubacédo do ensaio de azocaseina.

Tabela 7. Influéncia da Temperatura na Atividade Proteolitica dos Isolados de
Acanthamoeba estudados no modelo in vivo para infec¢ao ocular.
TEMPERATURAS (°C)

ISOLADOS 25 30 35 37 40 42 50 60 70 80
T4 2,56 3,38 384 479 464 465 951 993 4,07 3,07
AP2 3,19 234 3,14 484 4,09 492 755 918 6,71 4,21
AP4 2,70 1,42 286 391 324 499 6,67 6,22 6,11 3,76
NEFF 6,84 9,50 12,82 14,20 14,30 16,38 24,40 23,50 18,13 13,35

ACP1 2,80 1,85 3,30 4,41 4,02 469 855 11,10 8,78 4,67

ACM 247 186 250 383 2,76 4,13 4,11 11,30 7,27 2,00
TW79 3,11 3,48 350 4,14 348 549 589 7,67 6,40 3,78
PW-MH2 2,71 2,46 2,48 3,86 2,70 549 5,64 5,67 491 3,02
LC30 259 194 252 320 2,72 435 6,22 535 530 2,69

Atividade proteolitica expressa em Unidade de Atividade Proteolitica por mL (U/mL), resultado da
média de trés repeticoes.

A influéncia do pH na atividade das proteases secretadas pelos isolados de
Acanthamoeba foi avaliada sempre na temperatura Otima para a atividade
enzimatica de cada MC (Figura 20). As enzimas se mostraram bastante estaveis
com a variacdo do pH, embora tenham demonstrado clara preferéncia por pH de
neutro a alcalino. O pH 6timo para atividade proteolitica variou entre 7,0, 8,0 e 9,0 0
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pH 6timo para a atividade proteolitica das enzimas presentes nos MC dos diferentes

isolados.
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Figura 20. Influéncia do

pH sobre a atividade proteolitica dos isolados de
Acanthamoeba estudados no modelo in vivo para infec¢édo ocular.

4.3.6. Atividade proteolitica dos isolados e reisolados de Acanthamoeba

utilizados no Modelo de Infeccao Intra-Nasal e influéncia da temperatura e pH na

atividade

A atividade proteolitica foi determinada e comparada entre os isolados e

reisolados de Acanthamoeba estudados. Todos os isolados apresentaram atividade

frente a azocaseina. Na temperatura 6tima para atividade proteolitica dos diferentes

MC o isolado NEFF apresentou a maior atividade (24,40 U/mL), enquanto o NEFFr a

menor (5,0 U/mL). Em geral ndo houve grande variagéo entre a atividade proteolitica

dos isolados e reisolados, com excec¢ao do isolado NEFF (24,40 U/mL) e o reisolado
NEFFr (5,00 U/mL) (Figura 21).
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E importante destacar que a temperatura possui muita influéncia sobre a
atividade proteolitica das enzimas do MC, sendo observado que na temperatura
Otima os isolados atingiram o dobro da atividade proteolitica do que a obtida a 37°C
(Tabela 8). A temperatura 6tima para atividade proteolitica das enzimas secretadas
pelos isolados variou entre 50°C, 60°C e 70°C, dependendo do isolado, sendo que
nem sempre foi a mesma para o respectivo reisolado, como no caso dos isolados e
reisolados AP2 (60°C) e AP2r (70°C) e AP4 (50°C) e AP4r (70°) (Tabela 8).

Tabela 8. Influéncia da temperatura na atividade proteolitica dos isolados de
Acanthamoeba utilizados para infec¢ao intra-nasal no modelo in vivo

TEMPERATURAS (°C)
ISOLADOS 5 55 35 37 40 42 50 60 70 80

T4 256 3,38 3,84 479 464 465 951 993 4,07 3,07
T4r 288 206 286 474 394 468 693 7,60 7,27 4,56
AP2 3,19 234 3,14 484 409 492 755 9,18 6,71 4,21
AP2r 3,20 2,75 5,12 488 489 6,28 991 10,35 12,60 9,33
AP4 270 142 286 391 324 499 6,67 6,22 6,11 3,76
APA4r 3,61 436 4,02 6,29 538 7,13 10,20 8,44 11,27 9,78
NEFF 6,84 9,50 12,82 14,20 14,30 16,38 24,40 23,50 18,13 13,35
NEFFr 197 100 220 281 234 451 500 433 464 440

Atividade proteolitica expressa em Unidade de atividade proteolitica por mL (U/mL). Experimentos
realizados em triplicata.
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Figura 21. Atividade proteolitica dos isolados utilizados para infeccédo
intra-nasal no modelo in vivo, antes e depois do reisolamento na
temperatura 6tima para atividade.
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Em relacdo a influéncia do pH na atividade proteolitica dos isolados de
Acanthamoeba, foi demonstrado que as enzimas dos isolados estudados nesse
trabalho tem preferéncia por pHs neutros a alcalinos, 7.0, 8.0 ou 9.0. Considerando
a curva do isolado e do reisolado, percebe-se que para alguns reisolados o pH étimo
para atividade proteolitica se altera em relacdo ao respectivo isolado, € o caso do
isolado T4 (pH étimo 7.0) e reisolado T4r (pH 6timo 9.0) e para o isolado AP2 (pH
otimo 7.0) e AP2r (pH 6timo 8.0) (Figura 22).

A variacdo da temperatura e pH 6timos entre isolados e reisolados pode ser
justificada pela producao e secrec¢ao de diferentes proteases pelo reisolado (Tabela
6). Ainda sim, sdo necessarios novos estudos in vivo utilizando essas proteases

purificadas para estabelecer esta relacao corretamente.
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Figura 22. Influéncia do pH na atividade proteolitica dos isolados de
Acanthamoeba utilizados para infec¢éo intra-nasal no modelo in vivo.

Neste trabalho n&o procuramos purificar uma protease especifica e sim
demonstrar o perfil de proteases que cada isolado pode produzir e secretar, por iSso

ao estudarmos o MC de cada isolado avaliamos um numero variavel de proteases e
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isoenzimas 0 que, em parte, pode explicar nossos resultados em relagdo ao
comportamento da atividade enzimética com a variacdo da temperatura e pH, que
demonstraram diversos picos de atividade.

De acordo com os dados da Tabela 4, podemos observar que as enzimas
secretadas por Acanthamoeba séo resistentes a temperaturas elevadas, sendo que
a melhor temperatura para atividade proteolitica foi observada em torno de 55°C
(Cho et al,, 2000; Na et al., 2001; Kim et al., 2006; Sissons et al., 2006),
corroborando com nossos resultados (Tabelas 7 e 8). Em relacdo ao pH, as
proteases dos isolados por nés analisados demonstraram preferéncia por pHs
neutros ou alcalinos, caracteristica comum aos isolados ja estudados e citados na
literatura.

Embora tanto para o ensaio da azocaseina quanto para os geéis de zimograma
as amostras tenham sido utilizadas na mesma concentracdo de proteinas totais, 0,5
mg/mL, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre os valores da atividade
proteolitica e a atividade observada no gel de zimograma, quantidade e tamanho
das bandas. A falta de relacdo entre esses resultados pode ser justificada
principalmente pela utilizacido de diferentes substratos nos ensaios, pois enquanto a
azocaseina foi utilizada para quantificacdo da atividade proteolitica total dos MC,
gelatina era o substrato a ser degradado nos géis de zimograma, de maneira que as
proteases no MC demonstraram afinidades distintas por diferentes substratos.
Outros fatores que podem ter influenciado nas diferencas observadas incluem
condicbes como pH dos tampdes, temperatura e tempo de incubacéo nos diferentes
ensaios.

Através dos ensaios utilizados, nado foi evidenciada relacdo entre a atividade
proteolitica, tanto em gel quanto em azocaseina, com a patogenicidade apresentada
pelo isolado de Acanthamoeba por nenhum dos ensaios in vivo realizados neste
trabalho. Por outro lado, LORENZO-MORALES et al. (2005) relacionou o nivel de
atividade proteolitica com o grau de citopatogenicidade, verificando esta relacdo nos
seus resultados. Outro estudo demonstrou que o isolado ATCC 30461, considerado
patogénico, possuia uma atividade proteolitica maior do que o isolado néo
patogénico, ATCC 30872 (Rocha-Azevedo & Silva-Filho, 2007). O presente trabalho
também avaliou a atividade destes dois isolados concordando com os resultados do
estudo anterior, entretanto essa atividade ndo teve influéncia sobre a patogenicidade

pelo teste in vivo de infeccdo ocular, visto que nenhum destes isolados
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estabeleceram infec¢cdo nos olhos. Por outro lado, no teste in vivo por inoculacéo
intra nasal AP2 e AP4 demonstraram graus de patogenicidade distintos, avaliado
pela disseminacao da infec¢do nos animais.

KIM et al (2006) estudaram trés isolados diferentes de Acanthamoeba,
provenientes do solo, EGA e ceratite, demonstrando diferentes graus para atividade
proteolitica dos isolados, diretamente relacionados ao efeito citopatico observado, ou
seja, o isolado clinico apresentou maior atividade do que o isolado ambiental. Em
nosso trabalho n&o foi observada associagao entre o modelo in vivo de infeccdo
ocular e a quantificacdo da atividade proteolitica, ja que os isolados PW-MH2 e
TW79 estdo entre os que apresentaram menor atividade. Tampouco foi possivel
associar a origem ou genoétipo do isolado com a atividade das proteases (Tabela 7).

Conforme os dados sugerem, um grupo de proteases ou apenas uma
protease ndo € capaz de definir por si s6 a patogenicidade de Acanthamoeba,
embora possam estar intimamente associadas a atividades que auxiliem na adesao,
invasdo, evasdo do sistema imune e estabelecimento da infec¢céo, fato que ajuda a

entender as mudancas nos perfis proteoliticos, entre isolados e reisolados.

4.4. Caracterizagdo in vitro da patogenicidade de isolados de

Acanthamoeba

A termotolerancia € caracteristica fenotipica de algumas amebas de vida livre
(AVL), conferindo a elas a capacidade de permanecerem viaveis nos hospedeiros
(Odom et al., 1997; Schuster & Visvesvara, 2004). O teste de termotolerancia tem
por objetivo avaliar a capacidade de crescimento de Acanthamoeba em diferentes
temperaturas. O crescimento a temperatura de 37°C demonstra a capacidade que a
ameba teria de sobreviver a temperatura corporal humana. Ja o crescimento a 42°C
pode determinar o potencial patogénico de Acanthamoeba, pois esta relacionada a
temperatura do estado febril humano (Walochnik et al, 2000a; Khan et al, 2001).

Para substituir testes com cultivo celular, foi estabelecido o ensaio de
osmotolerancia, no qual somente isolados com capacidade de sobreviver em alta
osmolaridade sao considerados potencialmente patogénicos (Khan et al., 2001).

Nesse trabalho a avaliacdo da termo e osmotolerancia foi utilizada, pois séo

determinantes fisiolégicos que podem ser usados na diferenciacdo e prévia
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caracterizacao de isolados patogénicos e nao patogénicos, principalmente quando
correlacionados a outros testes (Khan, 2006).

4.4.1. Caracterizacdo fisiologica dos isolados de Acanthamoeba utilizados no

Modelo de Infec¢éo Ocular

A termotolerancia foi testada pela incubacdo dos isolados nas temperaturas
de 30°C, 37°C e 42°C. Todos os isolados foram capazes de se desenvolver a 30°C
e, com excecdo dos isolados ACP1 e ACM, todos os isolados também foram
capazes de crescer a 37°C, enquanto na temperatura de 42°C somente o0s isolados
T4 e PW-MH2 conseguiram se desenvolver (Tabela 9).

Os resultados obtidos, associados aos dados de termo e osmotoleréncia,
indicaram que a maioria dos isolados ndo apresentam potencial patogénico. As
excecdes se resumem aos isolados, AP2 e PW-MH2, classificados como isolados de
baixo potencial patogénico e o isolado T4, avaliado como potencialmente patogénico
(Tabela 9).

Feita a comparacdo entre a termo e osmotolerancia e os resultados do teste
in vivo de infeccdo ocular, os dados mostraram bastante concordancia para a
maioria dos isolados estudados, visto que grande parte deles ndo foram capazes de
estabelecer infeccdo ocular pelo modelo testado e que, no caso do PW-MH2, a
caracterizacao fisioldégica apontou para o potencial patogénico do isolado. No caso
dos isolados T4 e TW79, de fato ndo houve correlacdo entre os resultados dos
experimentos, jA que embora os dados do teste in vitro tenham indicado um
potencial patogénico para o T4 este ndo estabeleceu infec¢cdo ocular nos animais e
o0 inverso ocorreu com o isolado TW79, que inicialmente ndo apresentou indicios de
patogenicidade, mas estabeleceu infeccdo nos olhos dos animais determinando sua

patogenicidade.
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Tabela 9. Termotolerancia e Osmotolerancia dos isolados de Acanthamoeba
estudados no modelo in vivo para infec¢do ocular.

Isolados 37°C 42°C  05M 10M Patogenicidade
T4* + + + +  Potencialmente Patogénico
AP2 + - + +  Baixo Potencial Patogénico
AP4 ++ - ++ - N&o Patogénico

NEFF* +++ - ++ - N&o Patogénico
ACP1* - - ++ - Nao Patogénico
ACM* - - - - N&o Patogénico
TW79* + - + - Nao Patogénico
PT-MH2* +++ ++ +++ - Baixo Potencial Patogénico
LC30* + - + - Nao Patogénico

Contagem de cistos e trofozoitos nos campos: (-): < 3; (+): de 3-10; (++): de 10 — 20; (+++):
>20. (*) Fonte: Pens, 2008; Caumo et al., 2009; Winck, 2011.

Os isolados que causaram infeccdo no modelo in vivo de infeccdo ocular
foram reisolados das lesbes e entdo utilizados em novos testes com o objetivo de
avaliar mudancas fisiol6gicas em decorréncia do contato e sobrevivéncia nos olhos
dos animais. Em relacdo a isso, a Tabela 10 apresenta os dados de termo e
osmotolerancia para os isolados e reisolados PW-MH2 e TW79. Algumas
importantes mudancas foram observadas apds passagem pelo modelo animal dos
reisolados TW79r e PW-MH2r. Essas amebas passaram a tolerar melhor ambientes
com osmolaridade aumentada, contudo, o reisolado PW-MH2r ndo foi mais capaz de
crescer a 42°C, caracteristica observada no isolado antes da primeira infeccéo.
Assim, o reisolado passou a ser classificado como nao patogénico de acordo com as
novas caracteristicas. O mecanismo de adaptacdo a altas temperaturas e
osmolaridade mantendo sua atividade metabdlica ainda €& desconhecido em
Acanthamoeba (Khan et al., 2001; Khan, 2006).

Tabela 10. Comparacdo entre termotoletancia e osmotolerancia de
Acanthamoeba estudadas no modelo in vivo para infec¢cdo ocular, antes e
depois do reisolamento

Isolados 37°C 42°C 05M 10M Patogenicidade
TW79* + - + - N&o Patogénico
TW79r + - + + N&o Patogénico
PW-MH2*  +++ ++ +++ - Baixo Potencial Patogénico
PW-MH2r ++ - + + N&o Patogénico.

Contagem de cistos e trofozoitos nos campos: (-): < 3; (+): de 3-10; (++): de 10 — 20; (+++):
>20. (*) Fonte: Caumo et al., 2009; Winck, 2011.
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4.4.2. Caracterizacdo fisiologica dos isolados de Acanthamoeba utilizados no

Modelo de Infec¢éo Intra-Nasal

Os resultados apresentados na Tabela 11 demonstram a classificagdo dos
isolados em relacdo a patogenicidade, dadas as caracteristicas fisiologicas de termo
e osmotolerancia estudadas para cada isolado. Os isolados T4 e AP2 se destacaram
por terem apresentado melhor capacidade de termotoleréncia e osmotolerancia,
respectivamente. Todos os demais isolados e reisolados estudados, incluindo os
reisolados T4r e AP2r, seriam classificados como n&o-patogénicos pelas
caracteristicas de crescimento apresentadas.

A avaliacdo através de testes fisioldgicos, juntamente com os resultados
obtidos pelo teste in vivo de infeccdo por inoculacdo intra-nasal ndo indica que as
caracteristicas verificadas nos testes estejam relacionadas, ja que todos os isolados

causaram infecgao in vivo.

Tabela 11. Termotolerdncia e Osmotolerancia dos isolados de
Acanthamoeba utilizados para infeccao intranasal no modelo in vivo, antes e
depois de reisolados.

isolados 37°C 42°C 05M 10M Patogenicidade

T4* + + + + Potencialmente Patogénico
T4r ++ - ++ - N&o Patogénico

AP2 + - + + Baixo Potencial Patogénico
AP2r + - + - N&o Patogénico

AP4 ++ - ++ - Nao patogénico

AP4r ++ - +++ - N&o Patogénico

NEFF* +++ - ++ - N&o Patogénico

NEFEFr + - ++ - Né&o Patogénico

Contagem de cistos e trofozoitos nos campos: (-): < 3; (+): de 3-10; (++): de 10 — 20; (+++):
>20. (*) Dados do grupo de pesquisa em parasitologia — UFRGS.

E de extrema importancia a avaliagdo do potencial patogénico de novos
isolados ambientais. Fatores fisioldgicos e bioquimicos da patogenicidade de
Acanthamoeba incluem termotolerancia, osmotolerancia e secrecdo de proteases
(Khan et al., 2001; Clarke & Niederkorn, 2006). Somado a isso, KHAN (2001) e
KHAN et al. (2002) defendem que termo e osmotolerancia também s&o bons
indicadores da viruléncia dos isolados, de modo que procuramos relacionar estes
dados com aqueles dos estudos in vivo. Nesse sentido concluimos que, para 0s

isolados estudados, foi dificil estabelecer uma relacdo direta entre os resultados dos
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testes de osmo e termotolerancia e patogenicidade in vivo, especialmente pelos
resultados obtidos com o modelo de infecg&o intra-nasal.

Apesar de muitos testes serem utilizados no sentido de predizer a
patogenicidade de isolados de Acanthamoeba, o teste in vivo € considerado padréo-
ouro para essa determinacéo, fato que torna imprescindivel a correlagdo dos dados
de termo e osmotolerancia com o0s resultados dos testes in vivo para poder

determinar a importancia destes dados.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou os perfis de atividade proteolitica de MC de
Acanthamoeba isolada de casos clinicos e do ambiente em gel de zimograma com o
objetivo de caracterizar as proteases secretadas e relaciona-las com a capacidade
patogénica apresentada pelo isolado, nos testes in vivo e in vitro. Evidenciamos que
os isolados estudados secretam quantidades e tipos de proteases diferentes entre
si, embora alguns isolados tenham apresentado perfis de proteases idénticos no
zimograma. O perfil de proteases secretadas ndo pode ser associado a genoétipos ou
espécies e nem a patogenicidade in vivo dos diferentes isolados.

O modelo in vivo de infeccdo ocular demonstrou que isolados ambientais
podem estabelecer infec¢des oculares e as cepas ambientais ATCC 30010 (NEFF) e
39872 (AP4) causam infeccdes sistémicas disseminadas em ratos. Em conjunto, 0s
dois modelos in vivo estudados reforcam a necessidade da caracterizacdo de
isolados ambientais de Acanthamoeba no sentido de que epidemiologicamente é
imprescindivel o estabelecimento de &reas de risco para individuos suscetiveis as
infecgbes, como usuérios de lentes de contato, pessoas com a cornea lesionada e
individuos imunossuprimidos. Os modelos in vivo utilizados foram bastante eficientes
para estabelecer infeccéo e diferenciar isolados em relagdo ao grau de viruléncia. O
fato dos isolados ATCC causarem infeccdo somente pelo método de inoculacéo
intra-nasal nos mostrou que a via de infec¢do e o estado imunologico do hospedeiro
sao fatores que influenciam de maneira decisiva na patogenicidade de
Acanthamoeba. Nosso estudo também demonstrou que amebas mantidas por muito
tempo no laboratério sdo menos virulentas que aquelas recentemente isoladas,
indicando a necessidade de passar isolados mantidos em laboratério por um modelo
animal antes de realizar experimentos que visem estudar expressdo de genes e

outros metabdlitos que possam influenciar na viruléncia deste protozodario.
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Os dados dos estudos in vitro em relacdo aos resultados dos estudos in vivo
demonstraram que apesar de muito Uteis, testes genotipicos e fenotipicos para
verificar diferencas entre essas cepas, como termo e osmotolerancia, perfis
proteoliticos e mesmo efeito citopético in vitro, até o momento ndo podem predizer
individualmente a patogenicidade dos isolados, sendo necessarios testes in vivo
para verificar a viruléncia dos mesmos.

Embora o perfil de proteases secretadas ndo tenha demonstrado influéncia
direta sobre a viruléncia dos isolados estudados, é evidente que elas possuem um
papel fundamental na patogénese deste protozoario. Além disso, 0 estudo destas
proteases pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Este trabalho fornece diversas perspectivas de estudos que podem auxiliar no
entendimento futuro das diferencas de patogenicidade entre isolados de
Acanthamoeba. Entre elas, pode-se citar: estudos utilizando as proteases
purificadas; géis com substratos variados; e produ¢cdo de MC em meios de cultivo
com substratos especificos, como manose, por exemplo. A associacdo dessas
estratégias com modelos in vivo pode comprovar a influéncia destes fatores na
patogenicidade. Modelos in vivo se mostram Uteis também para aplicacdo em
levantamentos epidemioldgicos com classificacdo de areas de risco, bem como

manutencao de caracteristicas patogénicas de cepas mantidas em laboratério.
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