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RESUMO

Giardia lamblia é um protozoario multiflagelar que coloniza o intestino delgado de
vertebrados, causando a giardiase. Trofozoitos de Giardia aderem ao epitélio intestinal com o
auxilio de estruturas do citoesquelto. G. lamblia possui varias estruturas microtubulares, tais como: o
disco ventral, uma espiral de microtibulos localizado na regido anterior da célula contendo as
microfitas; o corpo mediano, o qual ainda nao possue uma funcdo definida; o funis, envolvido na
motilidade celular; e quatro pares de flagelos. Muitas drogas que atuam nas proteinas do
citoesqueleto sdo utilizadas para estudar as fungdes relacionadas ao citoesqueleto. A orizalina, um
herbicida que se liga preferencialmente a o-tubulina, foi usada como ferramenta para estudar a
dinamica do sistema microtubular de Giardia lamblia. Trofozoitos foram tratados com orizalina e
seus efeitos foram analisados por microscopia eletronica de transmissdo e de varredura, e por
microscopia de fluorescéncia, utilizando anticorpos anti o-tubulina. A andlise da curva de
crescimento mostrou que células tratadas com orizalina apresentaram uma reducdo da proliferacao,
ap6és a adicao da droga. Observamos que as células, apdés o tratamento, ndo eram capazes de
completar a divisdo celular. Agregados de células foram observados e os flagelos mostraram-se mais
curtos. Contudo o disco ventral ndo sofreu modificagdes. Devido a importancia dessa estrutura
microtubular na adesdo, e conseqiiente permanéncia da infec¢do, decidimos caracterizar a
composi¢ao protéica do disco ventral. Desenvolvemos um novo protocolo para isolamento do disco,
demonstrando por microscopia eletronica de transmissdo a pureza da fracdo isolada. Por microscopia
de forga atdmica analisamos a estrutura intacta do disco. Usando eletroforese uni e bi-dimensional e
espectrometria de massa, analisamos a constituicdo protéica do material isolado. Identificamos
proteinas com fungdes ja conhecidas, como a familia das tubulinas e giardinas; provaveis
contaminantes, como as encontradas no soro bovino adulto e no meio de cultivo; e proteinas
anotadas no genoma de Giardia, mas ainda ndo identificadas no disco ventral. Portanto, a
caracterizagdo, tanto morfologicas quanto bioquimicas, dos componentes do citoesqueleto de
Giardia lamblia, contribuiram para o entendimento da dindmica dessas estruturas durante a adesao

do parasito.



ABSTRACT

Giardia lamblia is a multiflagelated protozoon that inhabits the small intestine of vertebrates,
causing giardiasis. In order to colonize this region, the trophozoitic form remains attached to the
epithelial cells by means of cytoskeletal elements. G. lamblia possesses several microtubular
structures namely: the ventral disk, a microtubular spiral containing microrribons and cross-bridges;
the median body, whose function is still uncertain; the funis — involved in cell motility and the four
pairs of flagella. Several drugs that target cytoskeletal proteins have been used in the study of the
cytoskeleton function and dynamics. Oryzalin, an herbicide that binds preferentially to a-tubulin,
was used as a tool to the study of the function and dynamics of Giardia lamblia microtubular
systems. The trophozoites were treated with oryzalin and its effects were analyzed by transmission
and scanning electron microscopy and also by immunofluorescence microscopy using anti o-tubulin
antibodies. Growth inhibition assays showed that oryzalin treated cells had a decrease after addition
of drug. We observed that cells after treatment were not able to complete cell division. Several
multiform aggregates of cells were seen and the flagella showed extensive shortening, but the ventral
disk did not suffer modifications. Due to importance of this structure in host infection, we decided to
point out the protein composition of ventral disk. We have developed a new protocol for disk
isolation, checking with transmission electron microscopy the purity of fraction. With Atomic Force
Microscopy, we analyzed the intact structure of disk. Using 1D and 2D-PAGE and mass
spectrometry, we also analyzed the protein of isolated material. We identified proteins with known
function, like the tubulin and giardin families; contaminants, like the proteins of adult bovine serum
and culture medium; and proteins annotated in Giardia genome, but not yet identified in ventral
disk. Thus, morphological and biochemical characterizations of ventral disk contribute to

understanding the dynamic of this structures during Giardia adhesion.
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Lista de Abreviaturas

¢ BSA- Albumina bovina

e DMSO — Dimetilsulféxido

e DTT - ditiotreitol

e GAGs — glicosaminoglicanas

e GLP - Glucagon-like peptide

e MALDI - “Matrix Assisted Laser Dessorption lonization” (ionizagdo a laser assistida por
matriz

e MTSB - Microtubule Stabilizing buffer

e NCBI — National Center for Biotechnology Information

e PBS - Solucao salina tamponada por fosfato

e PHEM - PIPES -HEPES-EGTA-magnésio

e PKA —proteina quinase A

e SBA — Soro bovino adulto

e SDS-PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida

e SDS- dodecil sulfato de sodio

e Q-TOF — Analisadores associados do tipo quadrupolo e tempo de v6o

e TBS- Tris e NaCl

e TOF — Analisador do tipo tempo de voo

e VAD —disco adesivo ventral

e 2D-PAGE — Eletroforese Bidimensional
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| - INTRODUCAO

1. Giardia lamblia

Giardia lamblia ¢ o parasita intestinal causador da giardiase em seres humanos. Esse
protozoario flagelado pertence a classe Zoomastigophorea, a ordem Diplomonadida e a familia
Hexamitidae. Antony van Leeuwenhoek (1632-1723) observou pela primeira vez trofozoitos de
Giardia de suas proprias fezes. Com o microscopio rudimentar que utilizava, ndo foi possivel
descrever com precisdo o organismo, mas narrou a presenga de “animaculos” que se moviam de
forma caracteristica. No século XIX, Vilem Lambl (1824-1895) descreve esse protozodrio, € seu
sobrenome foi dado ao parasito, em 1888, por Blanchard. Acredita-se que Lambl ndo observou a
forma cistica, que mais tarde foi reconhecida por Grassi como sendo de Giardia.

A nomenclatura foi proposta por varios pesquisadores. Filice, em 1952, em sua tese de
doutorado, propds, baseado em alguns critérios, uma nova divisdo para a denominagao de espécies
de Giardia. Dentre esses critérios, podemos citar: a relagao espécie-hospedeiro; formato do corpo
mediano — uma estrutura do citoesqueleto, discutida posteriormente; desenvolvimento dos flagelos
caudais; e tamanho e forma do parasito. Atualmente, as espécies aceitas de Giardia e suas principais
caracteristicas morfologicas sdo (Figura 1):

— Giardia lamblia (syn. intestinalis, duodenalis): presen¢a de corpo mediano alongado
disposto transversalmente no centro da célula; corpo piriforme delgado; flagelos

caudais de tamanhos iguais. Espécie encontrada em mamiferos, incluindo o ser
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humano, aves e répteis. Em todo o presente estudo denominaremos a espécie estudada
como Giardia lamblia.

— Giardia muris: presenca de dois corpos medianos pequenos; e corpo piriforme
arredondado. Espécie encontrada em roedores, aves e répteis.

— Giardia agilis: presenga de um corpo mediano em forma de gota; e corpo celular

muito alongado. Espécie encontrada apenas em anfibios.

A
S B C
Cotpo
mediano
Corpo
mediano
Cotpo
mediano
10 pm
Cotpo —_uwere”
mediano

Figura 1: Esquema representando algumas espécies de Giardia. A: Giardia agilis. B: Giardia muris.

C: Giardia lamblia. D: vista lateral de trofozoito de G. lamblia aderido.
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Esse protozodrio apresenta dois estagios no seu ciclo de vida: uma forma denominada
trofozoito e a forma infectante denominada cisto. A infeccdo se inicia com a ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com cistos, que tém grande resisténcia a variacdes do meio (Figura 2).
Atualmente, a transferéncia fecal-oral de cistos de Giardia vem sendo considerada a maior via de
transmissdao (Roxstrom-Lindquist et al., 2006). O cisto alcanga o estdbmago ¢ posteriormente chega
ao intestino delgado, onde sofre o processo de desencistamento, liberando dois trofozoitos. Os
trofozoitos, entdo, aderem ao epitélio intestinal, causando a doenca que muitas vezes pode ser
assintomatica. Depois de aderido ao epitélio intestinal, o trofozoito pode dividir-se por fissdo binaria,
sendo a mitose semi-aberta (Sagolla et al., 2006). O encistamento ocorre ainda no trato intestinal
humano, onde os trofozoitos sofrem modificagdes estruturais e bioquimicas, com a reducdo drastica
de nutrientes e o aumento do pH, e, em casos de diarréias intensas, os trofozoitos sdo liberados junto
com os cistos no ambiente através das fezes (Adam, 2001). Contudo, os trofozoitos ndo sobrevivem
no meio externo. Os cistos encontrados nas fezes podem contaminar dgua, alimentos € as maos,

fechando o ciclo.

16



O ciclo de vida de Giardia lamblia

Ingestdo de &gua e
alimentos
contaminados com
cisto

Trofozoitos nao
sobrevivem no meio
externo

Processo de
desencistamento

Figura 2: Ciclo de vida de G.lamblia. Adaptado de: CDC-USA Center for Disease Control.

www.cdc.gov
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2. Giardiase e 0 Homem

A giardiase, em muitos casos, ¢ assintomatica, mas pode ser associada a diarréias severas, ma
absorcao de nutrientes pelo intestino delgado e perda de peso, quando a doenga ¢ cronica. Essa
diferenga, quanto a infeccdo em humanos, pode ser explicada de acordo com alguns fatores, tais
como: sistema imune e idade do hospedeiro, padrao nutricional, dose da infec¢do, provaveis co-
infecgdes e tipo de cepa do parasita (Farthing, 1997; Faubert, 2000). Acreditava-se que trofozoitos
de Giardia pudessem formar uma barreira mecénica no intestino, barrando a absor¢do de nutrientes.
Contudo, Roxstrom-Lindquist e colaboradores, em 2006, refutaram essa idéia, fazendo uma
interessante comparacdo entre o niimero de parasitos, a dose da infec¢do (de 10 a 100 cistos em
média), o tempo de geragdo (aproximadamente de 6 a 12h in vitro) e o tamanho médio da superficie
do intestino delgado, concluindo que apos 10 dias de infeccdo, a area colonizada seria muito
pequena comparada com a area total do intestino delgado (Roxstrom-Lindquist et al., 2006).
Experimentos demonstraram que a infecgdo por Giardia causaria o rearranjo de F-actina e o-actinina
em células duodenais, reduzindo a resisténcia elétrica transepitelial do intestino, assim como
ocasionaria o rompimento de jungdes oclusivas entre as células intestinais (Teoh, 2000; Chin, 2002).

A infec¢do em humanos ¢ caracterizada por uma pequena inflamagdo na mucosa intestinal, o
que indica uma resposta local do sistema imune do hospedeiro. Algumas barreiras naturais
dificultam o acesso de Giardia ao epitélio intestinal, tais como a camada de muco, o peristaltismo,
proteases e lipases. Contudo, especula-se que as proteinas variantes de superficie (VSPs),
encontradas em G.lamblia, conferem uma resisténcia a essas proteases (Nash, 2002).

Trofozoitos de Giardia ndo invadem as células epiteliais. Eles movem-se com o auxilio dos
flagelos e aderem na mucosa intestinal, por meio do disco ventral. Contudo, durante o

desencistamento no intestino delgado, o disco ventral ainda ndo estd com sua estrutura formada.
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Durante as primeiras divisdes, ap6s o desencistamento, os fragmentos de disco se reorganizam,
formando dois novos discos, que precisam rapidamente recuperar sua estrutura original para auxiliar
a adesdo na célula hospedeira. Ainda assim, uma via alternativa para a adesdo rapida de Giardia foi
sugerida. Antes da reconstru¢do completa do disco o parasita fixa-se por meio da a- 1 giardina, uma
proteina que liga calcio e que possui uma atividade semelhante as lectinas (Weiland et al., 2003).
Desse modo, o disco ventral, uma estrutura do citoesqueleto de Giardia, teria um papel

decisivo na adesdo a célula hospedeira e, conseqiientemente, na manuten¢do da infecgao.

3. Morfologia Geral

Trofozoitos de G. lamblia apresentam corpos piriformes, com simetria bilateral, medindo de
12 a 15 um de comprimento ¢ de 5 a 9 um de largura. Apresenta quatro pares de flagelos,
denominados anteriores ou antero-laterais, ventrais, posteriores ou postero-laterais e caudais (Figura
3). Além disso, os trofozoitos possuem dois nucleos, sem nucléolos, com cinco cromossomos cada e
quantidades iguais de DNA, que se replicam quase ao mesmo tempo (Kabnick e Peattie, 1990; Yu et
al., 2002; Benchimol, 2005). Além disso, os nucleos diploides apresentam a atividade transcricional

praticamente idéntica (Yu et al., 2002).
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Funis

Flange
ventro-lateral

Flagelo anterior
(antero- lateral)

Flagelo posterior
(postero-lateral)

Crista lateral Flagelos ventrais

» Flagelos caudais

Figura 3: Representagdo da estrutura de Giardia lamblia. A — esquema do trofozoito mostrando a
disposi¢do dos flagelos e da flange ventro-lateral de Giardia. B — detalhe do disco ventral,

mostrando a crista lateral. Modificado de Meyer, 1992.
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As mitocondrias, organelas responsaveis pelo metabolismo energético em eucariotos
superiores, ndo sdo encontradas em Giardia lamblia, que ¢ considerada um anaerobio tolerante a
pequenas quantidades de oxigénio (microaerofilico). Contudo, foram identificados genes de
proteinas consideradas marcadoras mitocondriais. Essas proteinas- IscU e IscS — foram encontradas
em organelas denominadas mitossomos, consideradas mitocondrias remanescentes (Tovar et al.,
2003). Neste trabalho, foram apresentadas marcacdes por todo citoplasma e ao redor dos corpos
basais e dos axonemas flagelares. A fun¢do dos mitossomos em G. lamblia ndo seria prover energia
para a célula, mas estaria relacionada com a maturagdo das proteinas ferro-enxofre (IscU e IscS), que
sdo essenciais para a sobrevivéncia em ambientes sem oxigé€nio, como ¢ o caso da G. lamblia.

Logo abaixo da membrana plasmatica, ao longo da regido dorsal, encontram-se as vesiculas
periféricas. Sao vesiculas ovaladas, que contém uma diversidade de proteinas como hidrolases,
fosfatases acidas e cisteino-proteinases, indicando um possivel papel lisossomal para as vesiculas
periféricas no processo endocitico de G. lamblia (Lanfredi-Rangel et al., 1998). Em 1998, Lanfredi-
Rangel e colaboradores marcaram as vesiculas periféricas com Lucifer Yellow, um conhecido
marcador de compartimentos endociticos, indicando que as vesiculas participam do sistema
endocitico primitivo de G. lamblia. O mesmo trabalho demonstrou, através de tomografia eletronica,
a existéncia de uma ligacdo entre as vesiculas periféricas e o reticulo endoplasmatico, sendo uma
evidéncia de que o reticulo endoplasmatico participa da formagdo das vesiculas periféricas
(Lanfredi-Rangel et al., 1998).

Giardia possui um reticulo endoplasmatico classico, caracterizado por um conjunto de
membranas arranjadas em cisternas ¢ em pequeno numero (Gillin et al., 1996). Ainda nao foi
evidenciado, por técnicas de microscopia, um tipico Complexo de Golgi, em trofozoitos. A formagao

de cisternas caracteristicas de Golgi foi encontrada somente durante o processo de encistamento,
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possivelmente para colaborar na formacdo das vesiculas de encistamento, que carregam material
para a construcdo da parede cistica (Das e Gillin, 1996). Stefanic e colaboradores (2006) afirmam
ainda que as vesiculas de encistamento seriam compartimentos especializados do Golgi,
apresentando caracteristicas morfoldgicas semelhantes a essa organela. Contudo, a célula nao deixa
de realizar o transporte, enderecamento e secre¢do de suas proteinas, mesmo ndo possuindo um

Golgi tipicamente estruturado (Stefanic et al., 2006).

3.1 O Citoesqueleto em células eucaridticas

O citoesqueleto ¢ uma rede complexa de proteinas filamentosas existentes nos mais variados
tipos celulares. Em células eucaridticas o citoesqueleto é responsavel pela forma, pelos movimentos
celulares, transporte de organelas pelo citoplasma e pela segregacdo dos cromossomos durante a
divisdo celular.

As diferentes fungdes do citoesqueleto dependem principalmente do comportamento de trés
filamentos protéicos: microtubulos, filamentos de actina ou microfilamentos e filamentos
intermediarios.

Os microtubulos sdo tibulos longos e ocos constituidos por moléculas de a e B tubulina que
formam protofilamentos lineares dispostos paralelamente em forma de cilindros. Essas estruturas de
aproximadamente 25 nm de didmetro crescem a partir de centros organizadores, 0s centrossomos,
num processo denominado de nucleagdo (Alberts et al., 2002). Os centrossomos possuem um tipo
especial de tubulina, a y-tubulina, que interage com as outras isoformas a e 3, apoiando a nucleagdo
dos microtubulos (Stearns e Kirschner, 1994). O crescimento dos microtiibulos consiste na adi¢ao de

subunidades a e B tubulina (polimerizagdo) na sua extremidade. Essas extremidades sdo diferentes,
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sendo a chamada extremidade “menos” de crescimento lento e a chamada de “mais” de crescimento
rapido. Os processos de polimerizagao e despolimeriza¢do ocorrem de forma continua nas células.

Os microtibulos fazem parte de muitas estruturas encontradas em células animais e em
protozoarios, como os cilios e flagelos. Os cilios, responsaveis na maioria dos casos pela locomogao,
contém em seu interior um feixe de microtibulos. Os flagelos sdo muitos semelhantes aos cilios
quanto a estrutura interna, mas sdo muito mais longos. O arranjo dos microtiibulos em cilios e
flagelos ¢ bem caracteristico: nove pares de microtubulos formando um anel ao redor de dois
microtubulos simples.

Os filamentos de actina possuem forma de hélice com aproximadamente 8 nm de espessura,
sendo compostos de moléculas de actina globular. A actina ¢ encontrada na célula na forma de
filamentos ou monomérica. Esses estoques de actina monomérica sdo utilizados para formar
filamentos quando e onde forem necessarios. Os microfilamentos sdo estruturas polares, com as
extremidades diferentes (“menos” de crescimento lento e “mais” de crescimento rapido).
Comparados aos microtubulos, na célula eucaridtica, os microfilamentos sdo maiores, mais finos e
mais flexiveis.

Os filamentos intermediarios sdo fibras protéicas resistentes encontradas no citoplasma da
maioria das células animais. Nessas células, os filamentos intermediarios formam redes ao redor do
nicleo e se estendem até a periferia celular, onde interagem com a membrana plasmatica. Esses
filamentos estdo presentes no citoplasma de células sujeitas a grande tensdo mecanica. As muitas
proteinas que formam os filamentos intermedidrios ndo s3o globulares como as que formam

microtubulos e microfilamentos. Sdo proteinas fibrosas e alongadas com um dominio em forma de

bastio a-hélice.
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3.2 O citoesqueleto de Giardia lamblia

Trofozoitos de Giardia apresentam uma grande estrutura do citoesqueleto em sua porg¢do
anterior, o disco ventral, e dois nucleos posicionados dorsalmente. O citoesqueleto de Giardia ¢é
composto por estruturas microtubulares estaveis como o disco ventral, o corpo mediano, o funis e os
quatro pares de flagelos (Elmendorf et al., 2003).

Os flagelos, divididos em anteriores, posteriores, ventrais e caudais, sdo estruturas
auxiliadoras do movimento celular ja descrito anteriormente (Holberton., 1974; Campanati et al.,
2002), e partem de corpos basais localizados entre os ntcleos, arranjados em dois grupos de quatro.
Cada um desses grupos esta associado com um colar em banda disposto transversalmente, cuja
fungdo ¢ desconhecida (Crossley et al., 1986). A estrutura dos flagelos de Giardia ¢ semelhante a
dos eucariotos, apresentando nove pares de microtibulos concéntricos € um par central (9:2+2). Os
flagelos ventrais, além da estrutura basica, possuem uma proje¢do de membrana preenchida por um
material denso de composicdo desconhecida (Holberton, 1973). Kulda e Nohynkova (1995)
comentam que essa proje¢do € equipada com uma estrutura em bastdo denominada bastio
paraflagelar ou paraxial, que estariam ligadas ao flagelo por finos filamentos. E importante lembrar
que esses bastdes paraflagelares encontrados nos flagelos ventrais sdo diferentes dos bastdes
associados aos axonemas dos flagelos anteriores e posteriores. Em recente trabalho, Davids e
colaboradores (2008) identificaram, durante a mitose, proteina quinase A (PKA) nos flagelos
anteriores, sugerindo um importante papel dessa estrutura na sinalizagdo para o ciclo celular.

A caracterizagdo quimica dos flagelos mostrou que, apods tratamento com Triton X-100, as
membranas, o bastdo paraflagelar e o material que circunda os axonemas, desapareciam (Clark e
Holberton, 1988). Os flagelos isolados continham proteinas axonemais e um conjunto adicional de

polipeptideos de 30 KDa. Apds corrida dos extratos correspondentes, em géis de SDS-PAGE, foram
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identificadas 5 bandas que ndo co-migravam com as giardinas (proteinas constituintes das microfitas
do disco ventral), apresentando cargas diferentes das giardinas. Além disso, outro trabalho
demonstrou que anticorpos anti-giardinas ndo se ligavam as bandas que correspondiam as proteinas
flagelares em imunoblottings, confirmando que as proteinas flagelares sdo diferentes (Crossley et al.,
1986). Também, um anti-soro de coelho imunizado com as bandas flagelares de 30 KDa foi usado
para localizar essas proteinas. Apos testes de imunofluorescéncia, apenas os bastdes paraflagelraes,
nos flagelos ventrais, mostraram marcagao.

O funis é uma estrutura que faz parte do complexo microtubular em Giardia, sendo
responsavel pela ancoragem dos flagelos posteriores e pelos movimentos da regido caudal do
trofozoito (Benchimol et al., 2004). Na por¢ao posterior da célula estd o corpo mediano, um
conjunto de microtibulos dispostos longitudinalmente na regido dorsal do parasita (Elmendorf et al.,
2003). A fungdo dessa estrutura ainda € pouco esclarecida, mas alguns autores acreditam que o corpo
mediano € o local de estoque de microtubulos pré-polimerizados que serdo usados no disco ventral
(Feely et al., 1990). Dados de Piva ¢ Benchimol (2004) demonstraram que o corpo mediano varia
em numero, forma e posi¢do, estd presente na maioria das células e pode estar conectado com a
membrana plasmatica, com o disco ventral ou com o flagelo caudal (Piva e Benchimol, 2004).

Trabalho anterior realizado por nosso grupo, associando microscopia eletronica de varredura
de alta resolucdo (FESEM) e extracdo de membrana por detergente ndo-ionico para o estudo de
Herpetomonas megaseliae, Trypanosoma brucei e Giardia lamblia, auxiliaram nos estudos
estruturais do citoesqueleto desses parasitos (Sant"Anna et al., 2005). Neste estudo, foi possivel
demonstrar que o arranjo em espiral dos microtibulos do disco ventral de G.lamblia comega
préoximo aos corpos basais dos flagelos, além de observar com maior detalhe o colar em banda e a

estrutura do funis.
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O genoma de G. lamblia foi publicado recentemente (Morrison et al., 2007). Os genes para o
sistema microtubular de Giardia aparecem bem conservados, incluindo cinco formas de tubulina,
além de centrinas, chaperonas especificas de tubulina e tirosinas ligases. Também, foram
encontradas regides no genoma para proteinas motoras, como as cinesinas ¢ doze dineinas de cadeia
pesada. O genoma de Giardia contém apenas um gene para actina, € este ndo possue seqiiéncia igual
a da actina classica encontrada em microfilamentos de eucariotos. Foram identificados genes para
outras proteinas como as o~ giardinas (homdlogas as anexinas), 3- giardinas (homologas as proteinas
que agregam fibras estriadas), a familia de proteinas GASP-180 e muitas proteinas coiled-coil

associadas a microtibulos (Morrison et al., 2007).

3.2.1 Disco Ventral

O disco ventral ja recebeu diversos nomes desde os primeiros estudos: pelicula enrugada,
disco estriado (Friend, 1966) ¢ disco adesivo (Holberton 1973; Holberton ¢ Ward, 1981). Contudo,
muitos estudiosos da area contestam o nome de disco adesivo, alegando que essa estrutura ndo ¢ a
unica efetora da adesdo, preferindo chama-la de disco ventral. Erlandsen e colaboradores, em estudo
sobre a participagdo da flange-lateral na adesdo celular, sugeriu a denominacdo de disco adesivo
ventral (VAD) (Erlandsen et al., 2004). O disco ventral ndo possui, at¢ o momento, uma unica
funcdo definida. Acredita-se que ele participe da adesdo do parasita a célula hospedeira, e
recentemente Benchimol (2004a) sugeriu a sua participa¢do no processo de cariocinese.

O disco ventral ¢ uma estrutura Unica localizada na por¢do anterior da célula sendo formada
por um arranjo espiral de microtiibulos interligados por pequenos filamentos/fitas (Figura 3)
(Holberton, 1973 e 1981). O disco possui forma de ferradura, tendo em sua extremidade externa uma
estrutura fibrosa densa denominada crista lateral. Durante a adesdo do parasita, os flagelos ventrais

batem rapido e retiram liquido debaixo do disco ventral. A crista lateral sela esse conjunto no
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substrato, criando uma zona de baixa pressdo, o que ocasionaria a adesdo do parasita ao epitélio
intestinal (Holberton, 1973). O disco ¢ uma estrutura rigida com um grande nimero de ligagdes
cruzadas internas entre seus componentes. Ainda, em 2005, Benchimol demonstrou, por microscopia
de varredura de alta resolug¢do, que o disco estaria ligado por proje¢des, ainda ndo descritas, aos
nucleos de Giardia.

Durante o processo de encistamento o disco ventral sofre algumas modificagdes (Palm et al.,
2005). No inicio do processo o disco ainda possui sua forma em espiral caracteristica, contudo
observou-se que mais de 90% das células perdiam a capacidade de adesdo. Acompanhando o
processo de encistamento, observou-se que o disco ventral sofre uma quebra, formando um conjunto
com quatro fragmentos que ficam estocados dentro do cisto. Nesse mesmo trabalho obteve-se
resultados expressivos quanto a caracterizagdo protéica do citoesqueleto de Giardia. Através de
fragdes do citoesqueleto e métodos bioquimicos foram identificadas proteinas da familia da giardinas
(Beta, Alpha, Delta e Gamma giardina) e Beta- tubulina, além de uma nova proteina, a SALP-1,
homoéloga as SFA (proteinas associadas a microtubulos de sistema flagelar), identificada em
pacientes com giardiase aguda (Palm et al., 2005).

A estrutura do disco foi detalhada com auxilio da microscopia eletronica de transmissao
(Holberton 1973, 1981). Em cortes ultrafinos o disco aparece como uma plataforma de microtubulos
espacados (50 a 60 nm de distancia) (Figura 4). Os microtibulos da extremidade do disco estdo
“inseridos” na crista lateral, que ¢ uma fibra elétron-densa que o circunda (Figura 3). A crista lateral
forma as bordas do disco em G. muris e em G. lamblia, deixando uma impressao caracteristica nas
células intestinais ap6s a adesdo do parasito. De cada microtibulo do disco partem projecdes
conhecidas como microfitas, sendo projetadas por todo comprimento do microtubulo. Vairias
ligagdes cruzadas ligam fitas adjacentes numa fileira paralela, que leva a aparéncia estriada do disco

em baixos aumentos.
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Figura 4: Micrografia eletronica de transmissao de G.lamblia demonstrando a plataforma de
microtubulos (seta) de onde partem as microfitas (cabeca de seta) que formam o disco ventral.

Retirado de Holberton e Ward, 1981.

Holberton e colaboradores, em trabalhos publicados na década de 1980, conseguiram isolar o
citoesqueleto de G. lamblia, obtendo imagens detalhadas das microfitas por microscopia eletronica
de transmissdo (Holberton 1981; Crossley e Holberton, 1983a, 1983b). Nos mesmos trabalhos
verificou-se, por eletroforese em gel de poliacrilamida, a presenca de proteinas de peso molecular de
aproximadamente 30 kDa, que foram chamadas de giardinas. As giardinas foram consideradas
proteinas majoritarias das microfitas. Trabalhos posteriores demonstraram, por gel bidimensional,
que as giardinas sdo separadas em grupos (o, B e y) e que as alfas giardinas possuiam similaridade
com a familia das anexinas (Peattie et al., 1989). Em 1995, Morgan ¢ Fernandez classificaram as

alfas giardinas, através dos seus 22% de identidade, como representantes da sub-familia das anexinas
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XIX. Weiland e colaboradores, num estudo publicado em 2003, localizaram por imunocitoquimica
em criocortes, a proteina alfa-1 giardina associada a parte citoplasmatica da membrana plasmatica.
Nesse mesmo trabalho, demonstraram que a alfa-1 giardina era capaz de se ligar, de maneira
dependente de Ca®’, a glicosaminoglicanas (GAGs) do intestino delgado, sugerindo o papel das
giardinas na interagdo parasito-hospedeiro (Weiland et al. 2003).

Outras proteinas, como a familia das tubulinas, também foram descritas por Crossley e
colaboradores (1986). As tubulinas foram identificadas através da analise de proteinas purificadas de
homogenados de citoesqueleto. Foi demonstrado que as tubulinas sdo dominantes no citoesqueleto
de Giardia, apresentando uma grande diversidade de localizacdo, de isoformas e de modificagdes
pos-traducionais (Campanati et al., 2003). Além do disco ventral, outras estruturas sdo compostas
por tubulina como os flagelos, corpos basais, corpo mediano e funis. Modificagcdes pds-traducionais
foram identificadas na tubulina do disco ventral. Soltys e Gupta (1994) e Campanati e colaboradores
(2003) demonstraram que os axonemas, o disco € o corpo mediano possuiam a-tubulina acetilada.
De acordo com Weber et al (1997), o disco também possui tubulina poliglicilada. Nao foram
detectadas, até o momento, a-tubulina tirosinada nem glutaminada em disco ventral (Boggild et al,
2002).

A actina e proteinas a ela associadas, como a a-actinina, miosina e vinculina, também foram
descritas em trabalhos posteriores (Feely et al., 1982; Narcisi et al., 1994). A localizagdo de actina
na periferia do disco ventral, possivelmente na crista lateral, sugeriu um papel da crista na adesao do
parasito, ja que estas seriam estruturas contrateis. A presenga de o-actinina e giardina no corpo
mediano aponta o envolvimento dessa estrutura na formagao do disco ventral durante o ciclo celular.
Recentemente, contudo, na analise do genoma de Giardia, genes referentes a proteinas como a a-

actinina, vinculina e miosina nao foram encontrados (McArthur, 2000; Adam, 2000).
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3.2.2 A adesdo ao hospedeiro e o disco ventral

Giardia adere as células do epitélio intestinal para manter a infec¢do no hospedeiro e,
também, para reduzir sua eliminagdo através dos movimentos peristalticos do intestino. O parasita
adere normalmente em materiais bioldgicos e inertes como plésticos e vidros. Algumas condigdes
sdo essenciais para o sucesso do cultivo, como a temperatura do meio, a presenca de soro, o pH e as
forcas ou intensidades i6nicas (Gillin e Reiner, 1982).

Muitos modelos procuram explicar a forma como ocorre a adesdo de Giardia. Vejamos
alguns deles:

Alguns grupos propdem que a adesdo ocorra através da interacdo lectina-lectina, da
superficie do parasita e da célula hospedeira (Farthing et al., 1986). Esse processo seria facilitado
pela presenca de cargas negativas na superficie de G. lamblia, provavelmente pela presenga de
residuos de agucares. Contudo outros mecanismos podem estar envolvidos na adesao.

Os batimentos dos flagelos ventrais também podem estar envolvidos com a adesdo. Os
flagelos ventrais bateriam gerando um fluxo de liquido intenso, e conseqiientemente uma pressao
negativa sob o disco ventral do parasita, e assim causando um processo similar a uma sucg¢ao
(Holberton, 1974). Essa for¢a de suc¢cdo manteria o parasita aderido a célula hospedeira. Entretanto,
essa teoria ndo explica como o parasita se “desprende” da superficie, ja que os flagelos ventrais
batem continuamente ¢ mesmo ap6s a fixacdo (ou seja, com os flagelos ventrais imobilizados) o
parasita continua aderido.

Outras hipoteses estdo relacionadas a estrutura do disco ventral. Mueller e colaboradores, em
1974, acreditavam que a orientagdo dos microtubulos no disco ventral poderia sofrer modificagdes,
como estreitar, contrair ¢ até mesmo se soltar. Esses movimentos poderiam alterar o didmetro do
disco, causando uma compressao e conseqiientemente a adesdo. Estudos posteriores demonstraram

ligacdes pelas microfitas entre os microtibulos do disco, o que proporcionaria maior estabilidade a
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estrutura. Assim, para sofrer modificacdes, essas fitas deveriam ser quebradas, dificultando a
reorganizagao posterior do disco, tornando a proposta improvavel.

A atividade contractil da crista lateral (regido densa na periferia do disco) foi sugerida apds a
detecgdo de actina nessa regido da célula por Feely e colaboradores em 1982. Para essa teoria, o
arranjo de microtiibulos do disco ndo precisaria alterar sua forma. Nesse caso, a crista lateral é que
se deforma, causando uma elevacao do disco, formando uma regido concava. Essa elevagdo causaria
a compressdo, alcancando, assim, a adesdo. O contato da crista lateral com as células epiteliais ¢
demonstrado pelos sinais encontrados ap6s a saida do parasito da célula hospedeira. Essas lesdes que
a Giardia provoca nas células epiteliais ja foram demonstradas em alguns trabalhos (Erlandsen e
Chase, 1974; Sousa et al., 2001). Em 2002, Campanati e colaboradores, em estudo sobre a dinamica
celular de Giardia, demonstraram por video microscopia a contragdo do disco todo, ndo somente da
crista lateral, e da regido caudal, principalmente, durante o descolamento do substrato. Os autores
sugerem que o movimento da regido caudal ¢ gerado por um complexo sistema microtubular,
formado pelos axonemas dos flagelos ventrais e por um “folheto” de microtibulos que seguem esses
axonemas, que estaria sendo puxado por moléculas de dineinas (Campanati et al., 2002). Contudo,
ndo se sabe qual proteina contractil faz o disco ventral contrair. Apesar de trabalhos recentes
demonstrarem efeitos no disco apds o tratamento com drogas anti actina (Corréa e Benchimol,
2005), ndo foram identificados genes com seqii€ncia classica de actina ¢ miosina em G. lamblia
(Morrison et al., 2007).

Atualmente, acredita-se que a adesdo ocorra pela unido de varios desses fatores. A adesdo
ocasionada pela formacdo de uma pressdo negativa abaixo do disco ventral ainda ¢ a teoria mais
aceita. Contudo, trabalho recente (Erlandsen et al., 2004) demonstrou que uma outra estrutura em
Giardia, a flange ventro-lateral, teria um papel na adesdo do trofozoito. A flange ventro-lateral ¢

uma estrutura “membranosa” que percorre toda a periferia da célula (Figura 3).
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Erlandsen e colaboradores, em 2004, criaram um mecanismo para testar o papel na adesao da
flange ventro-lateral, independente da teoria que defende a adesdo pela formagdo de uma pressao
negativa sob o disco. O grupo criou substratos de poliestireno irregular (uma superficie com varios
pinos, de aproximadamente 2 um de didmetro e 1 um de altura, distanciados por no maximo 5 pum)
para evitar a formacdo da pressdo negativa pelas células. Os parasitas aderidos nesse microsubstrato,
visualizados por microscopia eletronica de alta resolucdo, apresentaram uma projecdo e adesdo de
pontos da flange ventro-lateral sobre o topo dos pinos. A presenga de proteinas contracteis, como a
actina, pode estar ocasionando a formagao dessas proje¢des da flange. Contudo, os autores sugerem
que a adesdo focal da flange ao substrato ndo est4 relacionada a proteinas contracteis, mas sim com a
presenga de cargas na superficie do parasito ou interagdes de macromoléculas. Por fim, com esse
estudo foi possivel observar a participagdo da flange lateral na adesdo de Giardia ao substrato, além

de confirmar a participagdo do disco ventral nesse processo (Erlandsen et al., 2004).

3.2.3 Drogas e o0 estudo do citoesqueleto de Giardia lamblia

Até o momento, o principal medicamento utilizado para tratamentos contra a giardiase ¢ o
metronidazol (Flagyl®), um composto pertencente ao grupo dos nitroimidazoéis. Os benzimidazis,
como os albensazois (Albenza®) e os mebendazois (Vermox®) também demostraram eficacia contra
a giardiase. Os benzimidazodis agem ligando-se a B-tubulina dos microtibulos de Giardia causando
sua despolimerizagdo e impedindo a captagdo de glicose pelo parasito (Venkatesan, 1998). O
aumento do nimero de cepas resistentes apos o uso desses medicamentos, além dos efeitos colaterais
como nauseas, dores de cabeca e vOomitos, torna necessario o estudo ¢ desenvolvimento de novos
farmacos contra a doenga (Bendesky et al., 2002).

Muitas drogas vém sendo utilizadas para o estudo do citoesqueleto de Giardia,

principalmente as que envolvem a inibicdo da polimerizacdo da tubulina, a desorganizagdao dos
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microtibulos ¢ a inibi¢do da polimerizagdo de actina (Mariante et al., 2005; Corréa et al., 2005). As
drogas mais comuns utilizadas sdo as derivadas de benzimidazois (como os albendazois e
mebendazois), conhecidas por inibir a polimerizacdo de microtibulos, a citocalasina (inibicdo da
polimeriza¢ao de microfilamentos) e a jasplakinolida (estabilizadora de microfilamentos).

Trabalhos da década de 90 utilizando benzimidazéis, tanto os albendazoéis (Albenza®™) como
os mebendazdis (Vermox™), em trofozoitos de Giardia demonstraram, através de microscopia
eletronica, modificagdes grosseiras na forma celular e na estrutura do disco ventral. O disco
apresentava-se fragmentado, com seus microtibulos e microfitas dispersos no citoplasma; ja o
sistema flagelar ndo apresentava modificacdes. Um precipitado elétron-denso foi identificado
préoximo aos microtibulos do disco, mas até o0 momento ndo era conhecida sua composi¢do (Edlind
et al., 1990; Chavez et al., 1992). Chavez e colaboradores sugeriram que os benzimidazodis estariam
agindo nos componentes das microfitas do disco ventral, possivelmente nas giardinas, proteinas
especificas de Giardia.

Recentemente, trabalhos utilizando drogas inibidoras da polimerizacdo de microtibulos,
como o nocodazol e a colchicina foram realizados, demonstrando efeitos significativos na
ultraestrutura do citoesqueleto de Giardia (Mariante et al., 2005). Neste trabalho, ap6s o tratamento
com nocodazol, além de uma diminui¢do no numero de células aderidas ao substrato, demonstrou-se
alteracdes nos trofozoitos, tais como a fragmentacdo do disco ventral, a presenca de grandes
vacuolos e o deslocamento dos axonemas flagelares. Também foi mostrado um precipitado elétron-
denso na estrutura fragmentada do disco, sugerindo uma desorganizagdo da tubulina, tanto do disco
quanto do corpo mediano, e sua conseqiiente deposi¢ao nos discos fragmentados. Essas deposi¢des
foram encontradas, como ja explicitado, nos trabalhos de Edlind (1990) e Chavez (1992), mas a
confirmacdo de que eram tubulina s6 foi evidenciado, recentemente, apds ensaios

imunocitoquimicos (Mariante et al., 2005). Com o uso de colchicina, a permanéncia do parasito no
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substrato foi maior, apenas diminuindo quando a concentracao de droga utilizada ultrapassou 50 uM.
Com concentragdes ainda maiores (aproximadamente 200 uM), deformagdes no disco ventral foram
visualizadas, assim como a inibi¢do da citocinese, um nimero anormal de flagelos e blebs de
membrana.

Trabalho recente demonstrou que, apds o tratamento com citocalasina D e B, trofozoitos de
Giardia tiveram uma inibi¢do da replicacdo, sendo evidenciados grumos celulares (Corréa et al.,
2005). Assim como no tratamento com nocodazdis e com a colchicina, apds o tratamento com
citocalasina, o disco ventral aparece fragmentado e proximo ao nucleo, e o nimero ¢ a localizagao
dos flagelos também sdo alterados. Duas hipoteses sdo sugeridas para a fragmentagdo do disco: a
primeira € que a droga pode estar afetando possiveis moléculas de actina presentes no disco ventral;
a outra é que a droga pode agir numa cascata de reacdes metabolicas, que poderiam afetar a
organizagao estrutural do disco.

Como vimos, as drogas utilizadas at¢é o momento contra o citoesqueleto de Giardia,

mostraram efeitos significativos na estrutura do disco ventral, sendo este o principal alvo.

2.2 Orizalina

Os efeitos in vitro de orizalina, um composto herbicida dinitroanilino, tem sido verificado em
células vegetais, causando a quebra dos microtibulos estaveis e a inibi¢ao da divisao celular (Parka e
Soper, 1977; Corbett et al., 1984). Os efeitos da orizalina ja foram observados também em
protozoarios incluindo Tetrahymena (Stargell et al., 1992), Trypanosoma spp. (Chan et al., 1993;
Traub-Cseko et al., 2001), Leishmania spp. (Chan et al., 1991), Entamoeba spp.(Makioka et al.,
2000) Cryptosporidium parvum (Benbow et al., 1998), Plasmodium falciparum (Fennell et al., 2006)

¢ Toxoplasma gondii (Stokkermans et al., 1996; Morrissete at al., 2002a). Até o momento, sabe-se
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que a atividade dos dinitroanilinos ¢ restrita a plantas e protozodarios. Estes compostos sdo ineficazes
contra microtubulos de vertebrados e fungos (Hugdahl e Morejohn, 1993).

Trabalhos recentes demonstraram a forma de agdo da orizalina (Morrissette et al., 2002a;
Mitra e Sept, 2006). Em 2002, Morrissette e colaboradores criaram um mutante de o-tubulina de
Toxoplasma gondii. Essas mutagdes resultaram em resisténcia do parasito a orizalina, mostrando que
essa droga liga-se a regides da a-tubulina conhecidas por mediar as interacdes laterais entre os
protofilamentos de tubulina.

O sitio de agdo da orizalina na tubulina de protozoarios parasitas foi determinado e localizado
entre as “algas” ou loopings da a-tubulina (Mitra e Sept, 2006). Neste trabalho foi sugerido que a
ligacdo da orizalina com a tubulina causaria quebras nos loopings ¢ a conseqiiente instabilidade dos
microtubulos.

Toda a diversidade de proteinas, mais especificamente de tubulina, apresentada anteriormente
(Campanati et al., 2003; Elmendorf et al., 2003), sugere que Giardia lamblia possa ser um
interessante modelo de estudo da heterogeneidade microtubular. A acdo da orizalina nos
componentes do citoesqueleto de Giardia ¢ um importante meio para entender essas diferengas de
estabilidade dos microtibulos. A orizalina e outras drogas dinitroanilinas atuam somente em
microtibulos estaveis, sendo seu uso muito interessante para alguns parasitos, como Trypanosoma
cruzi, que possui o citoesqueleto formado por microtibulos estaveis. Também, como Giardia sp é
considerada um dos organismos que divergiu mais cedo na escala evolutiva, embora essa hipotese
esteja sendo extensivamente discutida (Cavalier-Smith, 2002), o estudo de seus sistemas
microtubulares pode revelar o qudo cedo, na evolucao, essas estruturas se desenvolveram, como os

microtibulos se formaram e quando as modificagdes pods - traducionais foram introduzidas.
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I -JUSTIFICATIVA

Até o momento os estudos com citoesqueleto de Giardia lamblia priorizaram uma
abordagem estrutural, sendo descrito minuciosamente a organizacdo das vdrias estruturas
microtubulares. Contudo, a fun¢do de algumas estruturas, como o disco ventral, a flange lateral, o
funis e o corpo mediano ainda ndo foram esclarecidos, assim como a real composi¢do protéica
dessas estruturas. Alguns trabalhos demonstraram a presenga de modificagdes pds — traducionais,
como a acetilag@o e a poliglicilagdo, nos microtibulos de Giardia (Soltys e Gupta, 1994; Weber et
al., 1997; Boggild et al., 2002; Campanati et al., 2003). A descoberta de outras modificagoes
significativas, no entanto, ainda devem ser encontradas. O uso de drogas anti - tubulina como a
orizalina, o taxol e o nocodazol devem ser usadas para entender essas modificagcdes, como também
para entender a formacgdo de estruturas do citoesqueleto.

Diferentes técnicas de microscopia, como a Optica, video microscopia, a eletronica
(transmissdo e varredura), auxiliaram muito na caracterizagdo das estruturas do citoesqueleto de
Giardia. Essa caracterizagdo pode nos levar a um melhor entendimento de como essas estruturas
estdo envolvidas na patogenia do parasito. O entendimento da fun¢do e composi¢ao do citoesqueleto
¢ de grande utilidade, sendo que possiveis alvos para quimioterapicos contra a giardiase poderiam
ser encontrados nessas estruturas.

O disco ventral, mais especificamente, ¢ considerado um “fator de viruléncia” direto de
Giardia, ja que ¢ diretamente responsavel pelo processo de adesdo e deslocamento da célula. Ainda
ndo sabemos qual ¢ a sua constituicdo protéica especifica. Portanto, as caracterizagdes, tanto

morfoldgicas quanto bioquimicas, sdo vitais para os estudos futuros desse patogeno.
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[H1-OBJETIVOS

Objetivo Geral

Entender melhor a estrutura e composi¢ao do citoesqueleto de Giardia lamblia.

Objetivos Especificos

Analisar os efeitos de orizalina, uma droga que tem como alvo microtiibulos estaveis, sobre a
proliferagdo de Giardia lamblia;

Analisar as modificagdes no citoesqueleto de trofozoitos de Giardia lamblia, apos o uso de
orizalina, utilizando para isso técnicas de microscopia, como Optica e eletronica de
transmissao e varredura;

Padronizar um protocolo do isolamento do disco ventral;

Analisar a ultraestrutura do disco ventral

Identificar proteinas exclusivas do disco ventral, através de andlise protedmica da estrutura

1solada e intacta do disco.

37



V- METODOLOGIA

1. CULTIVO DOS PARASITAS
Trofozoitos de G.lamblia foram cultivados em meio de cultura TYI-S-33 (Keister, 1983),
suplementado com 10% de soro bovino, a pH 7,2 e a 37°C. As células sao cultivadas em tubos de

vidro e as passagens ou repiques foram a cada dois dias.

2. INCUBACAO COM ORIZALINA

As células foram cultivadas na presenca, ou ndo, de 1, 5,10, 50 e 100uM de orizalina (Sigma
Aldrich- lot 322-108B), por 1, 24 ¢ 48 horas. A droga foi dissolvida em dimetlsulféxido (DMSO) na
concentragdo de 100 mM. Os controles apresentaram, portanto, incubagdo de 0,1% de DMSO. O
calculo do ICsy (concentracdo da droga que inibe 50% do crescimento da cultura), foi realizado a

partir da curva de inibi¢do do crescimento.

3. CURVA DE CRESCIMENTO

Os tubos de cultura foram centrifugados a 8000g por 10 minutos, e o pellet ressuspenso em 5
ml de meio de cultura, resultando em 5x 10 © células/ml. As concentragdes de orizalina utilizadas
foram 1, 5,10, 50 e 100 uM, por 24 e 48 h de incubacdo. A droga foi adicionada apds 24 horas de
cultivo, no inicio da fase exponencial de crescimento, ¢ este foi acompanhado por 48 horas. As

contagens foram feitas em triplicata.
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4. IMUNOFLUORESCENCIA

Apbs tratamento com orizalina, os tubos contendo trofozoitos foram colocados no gelo, por
dez minutos, e centrifugados a 120 g, por 15 minutos. As células foram, entdo, lavadas com PBS e
aderidas em laminulas cobertas com poli-L-Lisina. Em seguida, foram fixadas com 4% de
formaldeido em tampao PHEM 0,1 M, pH 7,2 por uma hora. Para permeabilizar as células, usamos o
tampao estabilizador de microtibulos MTSB [4 M glycerol, 100 mM PIPES, 1 mM EGTA, 5 mM
CaCly], pH 6.8 (Gordon et al. 2001)] contendo 0,5% de detergente ndo-idnico Triton X-100. Apos
15 minutos, as ligagdes ndo especificas foram bloqueadas com solugdo de PBS contendo 3% de
albumina e 0,1% de gelatina de peixe (pH 8.0), por 30 minutos. A incubag¢dao com anticorpo primario
anti a-tubulina TAT-1 (gentilmente cedido pelo Dr. Keith Gull, Oxford University, England) foi
realizada por uma hora. Depois, as células foram lavadas cinco vezes com tampao de bloqueio, e
incubadas com anticorpo secundario (goat anti-mouse IgG complexado a Alexa 488, Molecular
Probes), por uma hora. Os parasitos foram lavados duas vezes em PBS. As laminas foram montadas
sobre N-propil-galato e finalmente observadas em microscopio Optico de fluorescéncia Zeiss

Axioplan, equipado com camera 3CCD (C5810 — Hamamatsu).

5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Células tratadas com orizalina foram aderidas em laminulas previamente cobertas com poli-
L-lisina por 2 minutos, e posteriormente, fixadas com 2,5% de glutaraldeido, 4% de sacarose em
tampao PHEM 0,1 M, por uma hora. As células foram pos-fixadas em 1% de OsOj, desidratadas em
etanol, submetidas a secagem pelo ponto critico (aparelho Balzer’s) usando CO,, ¢ metalizadas com
ouro. As amostras foram examinadas no microscopio de varredura Jeol 5800, operando com

voltagem de 15 KV.
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6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE EMISSAO DE CAMPO

O protocolo para visualizagdo do citoesqueleto, apds extracdo de membrana, por microscopia
eletronica de varredura de alta resolugdo foi previamente desenvolvido (Sant’Anna et al., 2005).

Posteriormente, apos o tratamento com orizalina, as células foram colocadas para aderir por 2
minutos em laminulas de vidro cobertas com 0,1 % de poli-1-lisina. Apos a adesdo, a membrana do
parasita foi extraida com 1 % de detergente NP-40 em tampao PHEM 0,1M, por 10 minutos. A
amostra foi fixada em 2,5 % de glutaraldeido em tampao PHEM, por 30 minutos, desidratada em
séries crescentes de etanol e submetidas a secagem pelo ponto critico usando CO,. As amostras,
depois de montadas em substrato proprio, foram metalizadas com uma fina camada de ouro.

Discos ventrais isolados (procedimento descrito a seguir) foram colocados para aderirem em
laminulas de vidro cobertas com 0,1% de poli-I-lisina e depois desidratados em série crescente de
acetona e seco pelo método do ponto critico (aparelho Balzer’s) usando CO,, Posteriormente, as
amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro. A observagdo dos materiais foi feita no

microscopio eletronico de varredura de emissdo de campo (FESEM), JEOL JSM-6340-F FESEM.
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7. ISOLAMENTO DO DISCO VENTRAL DE GIARDIA IAMBLIA

Trofozoitos (107 de células) foram cultivados em tubos de vidro por 48 horas. Apos serem

colocados no gelo por 15 minutos, a solu¢do foi centrifugada (Sorvall RC-5B) a 12000 g por 20

minutos. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em tampao PHEM 0,1 M [60mM Pipes,

20mM Hepes, 10mM EGTA and 2mM MgCl, (Schliwa e Blerkom 1981)], pH 7,2, com adigdo de

1% de Triton X-100, a 37°C por 10 minutos (Figura 5). Separou-se o pellet que foi posteriormente

sonicado por periodo de 10 a 15 segundos com amplitude de 8%. A amostra foi centrifugada por 20

minutos a 10000g e¢ o pellet obtido foi lavado cinco vezes em PBS [0,02M Na,HPO,4, 0,02M

NaH,PO4, 0,9% NaCl].

N
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Figura 5: Esquema do isolamento do disco ventral de Giardia lamblia.
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8. CONTRASTACAO POR MOLIBDATO DE AMONIO

A amostra de discos isolados foi colocada sobre grades de niquel, previamente cobertas com
5% de FORMVAR em cloroférmio, por dois minutos. O material foi entdo lavado em tampao
PHEM 0,1M, pH 7,2 duas vezes e, posteriormente, contrastado com 1% de molibdato de aménio por

3 minutos e observado por microscéopio eletronico de transmissao (Zeiss EM900)

9. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para microscopia eletronica de transmissao, as amostras foram fixadas em solu¢do contendo
2,5% de glutaraldeido, 4% de formaldeido, 4% de sacarose em tampao PHEM 0,1 M, por 1 hora.
Foram lavadas trés vezes, neste mesmo tampao, e pos-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio e 0,8%
de ferrocianeto de potéssio, por 40 minutos. A amostra foi novamente lavada em PBS [0,02M
Na,HPO4, 0,02M NaH,PO4, 0,9% NaCl] ¢ desidratada em concentragdes crescentes de acetona
(30%, 50%, 70%, 90% e duas vezes de 100%), 15 minutos em cada etapa. O material foi entdo
infiltrado em resina (Epon) com acetona em vdarias propor¢des: 2:1(acetona/Epon), por
aproximadamente 12 horas; 1:1, por 6 horas; e 1:2 em resina pura, por 6 horas, no minimo. O
material foi colocado em forma, por 72 horas, em estufa a 60°C, para que a resina polimerizasse.
ApOs a polimerizacao, foram feitos cortes ultrafinos em ultramicrétomo. Os cortes foram coletados
em grades de cobre e contrastados em acetato de uranila 5% em 4agua destilada, por 40minutos, e
citrato de chumbo, por 5 minutos. As amostras foram observadas em microscopio eletronico de

transmissao (Zeiss EM900).

10. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
Trofozoitos de Giardia foram colocados para aderir em lamina. O material foi lavado duas

vezes em tampao PHEM. Apods a adesdo, a membrana do parasita foi extraida com 1 % de detergente
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NP-40 em tampao PHEM 0,1M, por 10 minutos. A amostra foi lavada duas vezes em agua e seca
com gas argdnio direto na ldmina. Discos ventrais isolados também foram processados para
Microscopia de Forca Atdmica. Apods a adesdo em laminulas, a amostra foi lavada duas vezes e seca
pelo método do ponto critico (aparelho Balzer’s) usando CO, A obtengdo das imagens foi feita
utilizando um microscopio de forca atomica modelo MFP-3D SA Atomic Force Microscope
(Asylum Research, Santa Barbara, CA) operando em modo contato intermitente (tapping mode) a
temperatura ambiente. Laminas contendo o material foram dispostas sobre uma plataforma (scanner
XY) e uma camera CCD foi utilizada para localizar os parasitos. Os cantiléveres utilizados foram os
tetraédricos, modelo AC240TS (Olympus, Tokyo, Japan), com constante de mola nominal de 2 N/m.
O processamento de imagem foi realizada utilizando como plataforma o programa IGOR-PRO

(Wavemetrics, Portland, OR, USA).

11. ANALISE POR TRANSFERENCIA ELETROFORETICA

O lisado total de trofozoitos nao tratados e apds o tratamento com 50 e 100 pM de orizalina,
foram ressuspensos em tampao 100 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS (v/v), 10% 2-B-mercaptoetanol
(v/v), 0,012% glicerol, azul de bromofenol e fervidos por 5 minutos e aplicados sobre um gel de
SDS-PAGE. Foram adicinados 30ug de proteina, tanto da amostra com trofozoitos ndo tratados
como da amostra apos tratamento com orizalina, em um mini gel de poliacrilamida 7,5 %, a 120 V, a
temperatura ambiente. Depois de separadas por eletroforese, as amostras foram transferidas para
membranas de nitrocelulose em uma cuba (BioRad), 100V por 100 minutos em tampao Tris-Glicina
e 20% metanol. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com leite em pd desnatado
(Molico 9%) em TBS-Tween 20 0,05% e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o
anticorpo a-tubulina TAT-1 (gentilmente cedido pelo Dr. Keith Gull, Oxford University, England),

na diluicdo de 1:10. As membranas foram lavadas em tampao de bloqueio e incubadas com o
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anticorpo secundario anti- IGg de camundongo conjugada a fosfatase. A marcagdo foi revelada
usando o kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
reacdo foi parada com H,O destilada. O controle de carregamento foi realizado apds coloragdo da

membrana com Pounce.

12. OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO DO DISCO VENTRAL DE G. LAMBLIA
Amostras com trofozoitos e disco ventral de G. lamblia foram lavadas duas vezes em PBS

pH 7.2, e ressuspendidas no mesmo tampao. O extrato protéico bruto das duas amostras foi obtido

com ciclos de congelamento e descongelamento, ¢ foi adicionado inibidor de protease. A dosagem

protéica foi realizada segundo Lowry e colaboradores, 1951.

13. ANALISE DAS PROTEINAS DO DISCO VENTRAL

O lisado total de trofozoitos e do disco ventral foram ressuspendidos em tampao 100 mM
Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS (v/v), 10% 2-B-mercaptoetanol (v/v), 0,012% glicerol, azul de
bromofenol e fervidos por 5 minutos e aplicados sobre um gel de SDS-PAGE. Foram adicinados 30
pg de proteina, tanto da amostra com lisado total quanto as do disco isolado, em um gel de
poliacrilamida 7,5 % para o gel uni-dimensional, para avaliar as condigdes da amostras antes de
submeté-las a corrida eletroforética bidimensional. A corrida foi realizada em camera mini-gel Bio-
Rad a 100 Volts, a temperatura ambiente.

Para remover sais e detergentes da amostra, que poderiam interferir na corrida eletroforética,
foi realizada uma precipitacdo de proteinas com o 2-D Clean-Up Kit (GE, EUA). Foram adicionados
100 pg de proteina a corrida eletroforética bi-dimensional em gel desnaturante na concentragdo de
12 %. A primeira etapa corresponde a focalizag¢do isoelétrica, também conhecida como primeira

dimensdo, na qual as proteinas sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos. As amostras
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em tampao de re-hidratacdo foram aplicadas em uma tira de gel de poliacrilamida com um gradiente
imobilizado de pH em intervalos de 3 a 10. As tiras foram cobertas com DryStrip cover fluid (GE,
EUA) para evitar cristalizacdo da uréia e ressecamento do gel, sendo submetidas em seguida a
focalizagdo no sistema Ettan IPGphor (GE, EUA). J4 a segunda etapa corresponde a eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenca de SDS. As tiras da primeira dimensdo foram colocadas em
contato com um gel desnaturante de poliacrilamida e cobertas por uma solugdo de agarose (agarose
0,5%, azul de bromofenol 0,002% em tampao Tris-glicina). A corrida eletroforética foi feita a 100

volts em camera mini-gel Bio- Rad.

14. DIGESTAO DAS PROTEINAS

As bandas identificadas nos géis uni e bidimensional foram picotadas e recolhidas em tubos
Eppendorf devidamente identificados. As amostras foram lavadas em solu¢do de NHsHCO; e 50 %
de acetinitrila para descorar o gel. Foram adicionados 25 ul de ditiotreitol (DTT) 10 mM e a amostra
foi incubada a 56° C, por 1 hora, para a reducao das pontes de sulfeto. Apds o descarte do
sobrenadante, os residuos de cisteina foram alquilados usando 25 pl de Iodoacetamida 55 mM, por
45 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. A digestdo com tripsina foi realizada a uma
concentragdo de 10 pg/mL por 24 horas a 37° C. Apos esse periodo, foi recolhido o sobrenadante,
onde encontra-se os peptideos extraidos do gel. A extragcdo de peptideos foi realizada adicionando 25
pl de uma solug@o de 50% de acetonitrila e 5 % de 4cido trifluoroacético (TFA), por 30 minutos, € o

volume foi reduzido até aproximadamente 5 pl em Speed Vac (Eppendorf), ndo utilizando calor.
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15. COLORACAO DOS GEIS

Os géis foram fixados com metanol 30%, acido fosforico 2% (v/v) em agua, por 40 minutos e
lavados 2 vezes por, 10 minutos, com acido fosforico 2% (v/v). Em seguida, os géis foram corados
com uma solu¢ao contendo acido fosforico 2%, metanol 18%, sulfato de amonio 15% e 1% de uma
solugdo contendo 20 g azul de Comassie G-250 por litro de agua, durante 72 horas, sob agitacao

moderada. A coloragdo foi removida com agua.

16. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Ap6s hidrolise as amostras dos géis uni e bidimensionais foram misturadas com uma matriz
de 4cido a-cyano 4-hidroxicinamico em solug@o 50 % de acetonitrila e 1 % de éacido trifluroacético,
para entdo serem analisadas no MALDI-TOF-TOF, para o gel bidimensional, e Q-TOF, para o gel
unidimensional. As misturas foram aplicadas na placa (0,7 pl) e secas a temperatura ambiente .As
amostras do gel unidimensional foram analisadas no espectrometro de massa Q-TOF Ultima API
(Waters) do Laboratdrio Nacional de Luz Sincroton (LNLS), localizado em Campinas-SP, cuja fonte
de ionizagdo ¢ do tipo eletronspray e os analisadores sdo um quadrupolo e um tempo de voo. Este
equipamento esta acoplado a uma coluna de desalinizacdo (Waters Opti-Pak C18 trap column) e uma
coluna capilar C18 (Nanoease C18, Waters). As amostras do gel bidimensional foram analisadas no
MALDI-TOF-TOF, as massas obtidas por MS/MS foram submetidas a pesquisa no banco de dados
do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”).

Nos dois casos, a identificagdo das proteinas é realizada por MS/MS pela interface do
programa MASCOT (Matrix Science), considerando a carbamidometilacdo das cisteinas como
modificagdes fixas e oxida¢ao da metionina como modificacao variavel. Na hidrolise foi considerada
a possivel perda de um sitio de clivagem e a tolerancia das massas dos peptidios e dos fragmentos foi

de £ 1,2 Da.
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V - RESULTADOS

1. Tratamento com orizalina

1.1 Efeito na proliferacdo de Giardia lamblia

O efeito da orizalina na proliferacdo de trofozoito de Giardia foi avaliado por uma curva de
crescimento (Figura 6a e¢ 6b). A droga inibiu a proliferacio de Giardia com um ICsy de
aproximadamente 75 uM, apds 48 h de incubacdo, de acordo com a curva de inibigdo da droga
(Figura 6b). Com concentragdes reduzidas (1, 5 e 10 uM), ndo observamos efeitos inibitdrios
significativos. A partir da adi¢do de 50 pM de orizalina observamos um leve declinio no crescimento
do parasito, principalmente ap6ds 48 horas de cultivo (24 horas ap6s a adicdo da droga). Na figura 6a,
podemos notar que a 100 pM, orizalina inibiu fortemente a multiplica¢do de Giardia logo ap6s a sua
adicdo, continuando muito baixa até 72 horas, demonstrando, assim, um efeito inibitorio de
prolifera¢ dréastico nessa concentracdo. O Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como diluente da
orizalina, e foi adicionado, ao controle, na concentra¢do de 0,1%, para evidenciar alguma possivel
alteracdo pelo seu efeito toxico. No entanto, a utilizagdo de DMSO, no controle das curvas, ndo

apresentou nenhuma alteracdo significativa no crescimento das culturas nem na morfologia celular.
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Figura 6: A: O crescimento de G. lamblia antes e apds tratamento com orizalina.
A introducdo da droga foi realizada ap6s 24 horas de cultura (seta). Apds 24 horas
de tratamento a proliferacao do parasito diminuiu com as concentragdes de 50 e
100 uM de orizalina. Com concentracdes abaixo de 50 uM nao observamos efeitos
significativos no crescimento. B: Curva de inibigdo em relagdo a concentragdo de
orizalina no tempo de 72 horas de cultivo. Podemos observar que o ICsy ¢ de
aproximadamente 75 pM.

48



1.2 Alterag6es na morfologia de Giardia lamblia

As dinamicas celulares em Giardia (deslocamento ¢ adesdo) foram analisadas previamente
em trabalhos do grupo (Campanati et al., 2002), e serviram de parametro para o estudo com
orizalina. Os efeitos morfologicos encontrados em Giardia, apds exposi¢do a orizalina, serao
mostrados por microscopia eletronica de transmissdo, varredura e por microscopia Optica de
fluorescéncia. A concentragdo de orizalina utilizada para as analises microscopicas foi de 50 uM,
visto que foi a partir dessa concentragdo que os principais efeitos no citoesqueleto foram
evidenciados. Abaixo dessa concentracdo (1, 5 e 10 uM), além de nd3o encontrarmos efeitos
significativos na proliferagdo do parasito, ndo observamos por microscopia alteracdes no
citoesqueleto, nosso objeto de estudo. Além disso, com o uso de 100 uM de orizalina poucas células
encontravam-se morfologicamente viaveis para uma analise estrutural. O tempo utilizado para as
analises morfologicas foi de 24 horas apos a adi¢do da droga (48 horas de cultivo), por ser um tempo
onde encontramos células ainda vidveis para observagao estrutural.

Apos tratamento com 50 e 100 uM de orizalina, por 24 horas, examinamos os efeitos em
trofozoitos de Giardia, através da microscopia Optica. O controle apresentou morfologia tipica
(Figura 7 A). Apos o tratamento observamos, por contraste interferencial diferencial (DIC), varias
células no meio do processo de divisao celular e com o formato do corpo celular alterado (Figura 7
B-E). Através de microscopia optica de fluorescéncia, usando para as imunomarcagdes anticorpos
anti a-tubulina, evidenciamos o encurtamento dos flagelos e o elongamento do corpo mediano se
comparado as células controle (Figuras 8 e 9). A estrutura dos nucleos ndo sofreu alteragdes apos o
tratamento.

Quando observadas por microscopia eletronica de varredura, as células tratadas com 50 uM

de orizalina, por 24 horas, apresentavam-se com flagelos mais curtos ou com as extremidades
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desfeitas (Figura 10). Contudo, ndo observamos modificagdes na forma caracteristica de Giardia
(formato de péra), nem na superficie celular através da microscopia de varredura. Também,
evidenciamos quantidade significativa de células com a divisao celular interrompida (Figuras 11 a
12). Com a técnica de microscopia eletronica de varredura ndo foi possivel, contudo, observar
estruturas microtubulares internas da célula.

Em alguns casos, a microscopia eletronica de transmissdo ndo ¢ capaz de descrever com
detalhes os componentes do citoesqueleto de uma célula. Através da técnica de contrastagdo negativa
as células devem secar em contato com o ambiente trazendo danos a estrutura do citoesqueleto. Com
os cortes ultrafinos ndo ¢ possivel “seguir” uma estrutura, e assim ndo podemos analisar as
intera¢des do citoesqueleto. Assim, trofozoitos de Giardia tratados com orizalina, apds extracdo da
membrana, foram examinados por microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo (FESEM).
Essa ferramenta nos permite fazer imagens do citoesqueleto, apds a extracao da membrana, com
grande qualidade (Sant’Anna et al., 2005). Apds o tratamento com 50 uM de orizalina por 24 horas,
observamos os flagelos desarranjados e curtos (Figuras 13 e 14). O disco ventral ndo demonstrou
alteracdo, continuando com sua forma caracteristica, sendo que a estrutura em espiral dos
microtibulos do disco ndo foi modificada. Através da observagdo por microscopia eletronica de
varredura de alta resolu¢dao ndo encontramos alteracdes no funis (Figura 13 B).

Podemos observar na figura 15 uma micrografia eletronica de trofozoitos de Giardia lamblia
em corte transversal, demonstrando suas estruturas principais, como os dois nticleos, os quatro pares
de flagelos, o disco ventral e as vesiculas periféricas, distribuidas pela periferia celular. Células
tratadas com 50 e 100 uM de orizalina, por 24 horas, foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissdo. O corpo mediano mostrou-se alongado, e em algumas células, muito proximo a
membrana (Figura 16 A). Trofozoitos tratados com 100 pM da droga apresentaram dificuldade na

divisdo celular, com muitos flagelos evidenciados, além de uma desorganiza¢do das vesiculas
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periféricas (figuras 16 B e 17). Contudo, ndo observamos modifica¢des na estrutura do disco ventral

(Figura 16 A).
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Figura 7: A: Microscopia Optica de contraste interferencial diferencial (DIC)
mostrando trofozoito controle de G. lamblia. Podemos observar os quatro pares de
flagelos com sua forma tipica, além da flange ventro lateral (seta). Barra: 3 pm.
Trofozoitos tratados com 50 uM de orizalina. Células com processo de divisdo
interrompido (B e D). Forma alterada do corpo celular e dos flagelos (setas) (C e
E). Barra: 3 um.
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Figura 8: A: Imunofluorescéncias de trofozoitos de G. lamblia controle. Barra: 2,5 um. B-E:
Imunofluorescéncias de trofozoitos de Giardia lamblia apds tratamento com 50 puM de
orizalina por 24 horas. B e C : Contraste Interferencial Diferencial (DIC). Em D e E podemos
observar o elongamento do corpo mediano (seta) e o encurtamento dos flagelos (cabega de
seta). Nao observamos modificagcdes no ntcleo e na forma do corpo celular. Barras: 2,5 pm.
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Figura 9: Imunofluorescéncias de trofozoitos de G. lamblia apods tratamento com 100
uM de orizalina por 24 horas. A e C : Contraste Interferencial Diferencial (DIC). Em B e
D: o corpo mediano encontra-se elongado (setas) e os flagelos anteriores, posteriores,
ventrais e caudais estdo mais curtos (cabeca de seta). Barras: 2,5 um.
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Figura 10: Micrografia eletronica de varredura de G. lamblia apds tratamento com 50
uM de orizalina. Em A e B podemos observar o encurtamento dos flagelos anteriores,
posteriores, ventrais e caudais (setas). Aumento indicado nas imagens.

55



Figura 11: Micrografia eletronica de varredura de G. lamblia apos tratamento com
50 uM de orizalina. Em A e B podemos observar o encurtamento dos flagelos
anteriores (setas); As células ndo conseguem completar a divisdo celular. Nao
identificamos alteragdes na superficie celular. Aumento indicado nas imagens.
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Figura 12: Micrografia eletronica de varredura de G. lamblia apds tratamento com 50
UM de orizalina. Em A e B podemos observar que as células ndo conseguem
completar a divisdo celular. Aumento indicado nas imagens.
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Figura 13: Micrografia eletronica de varredura de emissdo de campo (FESEM) de G.
lamblia apos tratamento com 50 uM de orizalina por, 24 horas. A membrana dos
trofozoitos foi extraida com detergente NP-40. Em A podemos observar a preservagao
da forma do corpo celular e do disco ventral. B: desorganizacao dos flagelos posteriores
e ventrais (setas); o disco ventral ndo sofreu alteragdes (*). F: funis %
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Figura 14: Micrografia eletronica de varredura de emissdo de campo (FESEM) de

G. lamblia apds tratamento com 50 uM de orizalina por 24 horas. Nessa
micrografia podemos observar o disco ventral (DV) intacto e a placa paracristalina

preservada (x ), mesmo apds tratamento com detergente.
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Figura 15: Micrografias eletronicas de transmissdo demonstrando corte
transversal de trofozoitos de G. lamblia controle. N: Nucleo; DV: disco
ventral; VP: vesiculas periféricas, CM: corpo mediano. Barras = A: 1 um; B:

Barra = 0,5 pm.
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Figura 16: Microscopia eletronica de transmissdo mostrando trofozoitos tratados
com orizalina. A: G. lamblia ap6s tratamento com 50 uM de orizalina, por 24 horas.
O disco ventral, as vesiculas periféricas e os nucleos nao sofreram alteragdes. B:
trofozoitos apds tratamento com 100 uM de orizalina, por 24 horas. Podemos
observar a forma anormal de trofozoitos (clusters) e a desorganizagdo das vesiculas
periféricas (VP). DV: disco ventral; F: flagelos; CM: corpo mediano; N: Nucleo; VP:
vesiculas periféricas. Barras: 2 pm
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Figura 17: Microscopia eletronica de transmissdo mostrando trofozoitos tratados com
orizalina. C ¢ D: G. lamblia apods tratamento com 100 uM de orizalina por 24 horas.
Podemos observar o tamanho e a forma anormal de trofozoitos. Em D, podemos
observar a presenga de varios flagelos (F). N; ntcleo. Barras: 2 um
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1.3 Sintese de Tubulina

Como a orizalina causa instabilidade dos microtubulos, interagindo de forma especifica com
a tubulina, amostras de trofozoitos ndo tratados e tratados foram submetidas a corrida eletroforética
para comparacao da expressao de tubulina (Figura 18). Foi comparada a expressdo de tubulina em
células nao tratadas (controle) e tratadas com 50 e 100 uM de orizalina. Apos a transferéncia para a
membrana de nitrocelulose, foi realizada a incubacdo com anticorpo a-tubulina TAT-1. Com o
controle de carregamento podemos garantir que foi adicionada a mesma quantidade de proteinas
para todas as amostras (Figura 18 B). Nao houve alteragdo no nivel de tubulina produzida apos o
tratamento com orizalina, como podemos observar na Figura 18 A. Esses resultados indicam que ndo

houve alteracdo na sintese de tubulina pela célula.
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B Controle de
carregamento

Figura 18: Analise por Imunoeletroforese apos tratamento com Orizalina. Anticorpo
o-tubulina TAT-1. A: Aplicacdo de 10 pg de proteina. Controle, apos tratamento
com 50 uM e 100 uM; B: Controle de carregamento apds marcagao com Ponceau.
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2. Disco ventral

2.1 Isolamento do disco ventral

Ao reproduzir os protocolos de isolamento do citoesqueleto de Giardia (Holberton e Ward,
1981), encontramos algumas dificuldades, como o tempo de exposi¢do ao detergente e tempo de
agitacdo da amostra, e o fato de ainda encontrarmos flagelos “ligados™ ao disco. Tendo em vista
superar as dificuldades, um novo protocolo foi adaptado para o isolamento do disco ventral.

No protocolo desenvolvido, as células foram ressuspensos em PHEM, utilizado para melhor
preservacao do citoesqueleto. O tempo de exposi¢do ao tampdo e ao detergente Triton X-100 foi
reduzido para 10 minutos. O modo e o tempo de agitacdo do material também foram alterados: ao
invés do uso do vortex, utilizamos o sonicador para romper a célula, em periodos de 10 a 15
segundos.

Através desse novo protocolo obtivemos fragdes purificadas de disco ventral. A quantidade
de discos isolados mostrou-se maior, comparada aos protocolocos anteriores (Holberton ¢ Ward,
1981). Apos preparacao e contrastagdo do material, comprovamos a pureza das fragdes obtidas por
fracionamento (Figura 19). Nos cortes ultrafinos, identificamos a estrutura isolada e intacta dos
microtibulos e das microfitas por microscopia eletronica de transmissdo (Figuras 20 a 22). A
microscopia de forga atdmica (AFM) vem sendo usada para estudos em ciéncias biologicas,
principalmente, por possibilitar analises de material bioldégico com suas condi¢des naturais
preservadas (Rocha et al., 2007; Berdyyeva et al., 2005; Cidade et al., 2003). A AFM permite
observar estruturas do citoesqueleto apos o uso de detergente, sem deteriorar a amostra, e por ser
uma técnica capaz de apresentar imagens 3D, podemos observar o citoesqueleto com densidade e

volume (Berdyyeva et al., 2005). Através da AFM analisamos trofozoitos ¢ o disco ventral de
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Giardia. Podemos observar trofozoitos (apds a extragdo da membrana) com sua forma caracteristica
e as principais estruturas do citoesqueleto, como os quatros pares de flagelos e o disco ventral
(Figura 23 A). Observamos a estrutura do disco isolado, evidenciando a rede de microtiibulos que o
constituem (Figura 23 B). Identificamos também, no centro do disco, a “zona nua”, sendo possivel
reconhecer os corpos basais nessa area, localizados proximos aos axonemas dos flagelos ventrais,

ainda “ligados” ao disco (Figura 23 B).
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Figura 19: Contrastagao por molibdato de amonio de disco ventral isolado de G.
lamblia. Observamos o disco ventral sem outras estruturas do citoesqueleto a ele
“ligadas”. Em A podemos observar um maior numero de discos isolados. B, C e
D: maior aumento da fracao de disco ventral. Barra 3 um. Barra: 1 pm.
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Figura 20: Micrografia eletronica de transmissdo mostrando discos ventrais
isolados de G. lamblia. Podemos observar a pureza do material obtido apds
fracionamento. Barra: 1 um.
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Figura 21: Micrografia eletronica de transmissdao mostrando discos ventrais
isolados de G. lamblia. A: Diferentes planos de corte do disco ventral. Podemos
observar a pureza do material obtido apds fracionamento. Barra: 1 um.
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Figura 22: Micrografia eletronica de transmissdo mostrando discos ventrais
isolados de G. lamblia. A ¢ B: podemos observar um maior aumento da estrutura
do disco, mostrando a disposi¢dao dos microtibulos (cabeca de seta) e das

microfitas (seta).
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Figura 23: Imagem de Microscopia de For¢a Atdomica. A: trofozoitos apds a
extracdo de membrana. Podemos observar as principais estruturas do
citoesqueleto de Giardia, como os quatro pares de flagelos (setas) e o disco
ventral (k ) B: amostra coletada durante o processo de isolamento do disco
ventral. Podemos observar a “zona nua” (seta) observamos os corpos basais,
que sao estruturas de onde partem os flagelos.
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2.2 Prote6mica do Disco ventral

Com o intuito de se identificar as proteinas residentes no disco ventral de Giardia, a amostra
obtida ap6s o isolamento do disco foram visualizadas em gel unidimensional SDS-PAGE 7,5 %
(Figura 24). O padrao de proteinas totais de trofozoitos também foi observado (Figura 24, lane 1). O
perfil protéico de discos ventrais isolados por fracionamento de G. lamblia apresentou 4 bandas
predominantes na faixa de peso molecular de 25 a 58 KDa (Figura 24, lane 2). Foram encontradas
proteinas ja conhecidas do citoesqueleto de Giardia com peso molecular caracteristico de tubulinas
(aproximadamente 40 KDa) e giardinas (aproximadamente 30 KDa).

A amostra de disco ventral isolado foi submetida a corrida eletroforética bi-dimensional.
Aproximadamente 18 spots (pontos) foram encontrados majoritariamente na regido de pH neutro
(Figura 25). Encontramos um grupo de 7 proteinas na faixa de 30 a 58 KDa de peso molecular. Um
outro grupo de 8 proteinas, com peso molecular inferior a 24 KDa foi observado.

Realizamos a analise protedmica por cromatografia liquida de alta resolucao acoplada ao
espectrometro de massa, através dos géis de poliacrilamida uni e bidimensionais. Apds a digestao
por tripsina, as 4 bandas predominantes encontradas no gel 1D e os 18 spots do gel 2D foram
submetidas a andlise por cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS). Os
resultados a partir da espectrometria de massa podem ser visualizados na Tabela 1. Cinco proteinas
foram encontradas a parir das quatro bandas utilizadas do gel 1D. Trés dessas proteinas, alpha-
tubulina, gama-giardina e beta tubulina 1, ja foram identificadas no citoesqueleto de Giardia. Uma, a
proteina hipotética bovina, provavelmente advém do soro bovino adulto, utilizado na cultura do

parasito. A GLP 82, que corresponde a familia de proteinas responsaveis pela ativagcdo
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transcricional, apesar de estar anotada no genoma de Giardia, ainda n2o tinha sido evidenciada no
disco ventral (Chin-Hung et al., 2006).

A partir do gel 2D, das oito proteinas identificadas, apenas 4 Spots correspondem a proteinas
anotadas no genoma de Giardia lamblia, correspondendo a proteina de corpo mediano, SALP-1,
delta giardina e gamma giardina. Duas proteinas, identificadas como Mplp-like protein 10
(Penicillium marneffei) e Hypothetical protein TTHERM (Tetrahymena thermophila SB210), apesar
de serem identificadas no spot 9 com um score elevado (79 e 63 respectivamente), nao
correspondem a proteinas encontradas no genoma de Giardia lamblia. Algumas proteinas sao
encontradas no soro e meio de cultivo do parasito, como a albumina bovina e a caseina Alpha 51,

sendo uma provavel contaminacdo durante o isolamento do disco ventral.
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Figura 24: Eletroforese unidimensional de extrato protéico de G. lamblia.1l: proteinas
totais. 2: extrato de disco ventral isolado. As proteinas predominantes (Bandas 1, 2,3 e 4)
foram identificadas a partir dos espectros de massas gerados pelo Q-TOF.

74



195,35 — e T -
111,05 mme 1
i = 5
3 !
5 6
30,26 —— (St i
' 00 0
2495 . | 11 13
1242 — |% 28210 00
12
6,44 ——
14 .
D
15 &= g
3 pH 10

Figura 25: Eletroforese 2D de proteinas correspondendo a fra¢do de disco ventral
isolado de G. lamblia. O padrao de peso molecular e os pontos isoelétricos utilizados
estdo destacados na figura. Adicao de 100 pg de proteina. Identificagdo de 18 spots

que posteriormente foram identificados a partir dos espectros de massas gerados pelo
MALDI-TOF-TOF.
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Tabela 1

Proteinas identificadas na protedmica da fragao de disco ventral de Giardia lamblia

Tipo

gel

Banda/Spot

NCBI

Identificagdo

Score®

PM
(KDa/pl)*

Peptideos representativos’

Referéncias

1D

Q7R3R8_GIALA

Q2HJB8_BOVIN

GLP 82 78422 77079.-
Giardia lamblia

Hypothetical protein.-
Bos taurus (Bovine)

136

82

50701/4.77

50706/5.06

RINVYFNEAAGGR.Y
R.FPGQLNADLRK.L
K.LAVNLIPFPR.L
R.VGEQFTAMFR.R

R.AVMVDLEPTVVDEVR.A
R.NLDIERPTYTNLNR.L

Chin-Hung
etal., 2006
(GLP1e
2)

Keister,
1983

Q8I856_GIALA

Alpha-tubulin

180

49617/5.35

R.AVFVDLEPTVVDEVR.A
R.QLYHPEQLISGKEDAANNYAR.G
R.NLDIERPTYTNLNR.L
R.LIAQCISSITASLR.F

Palmtal.,
2005

13

S25163

gi|159112089

gamma-giardin

145

58

35667/6.48

35667/6.48

K.MFQDHMVNDFRPK.F
R.HGLQTEINSLEAIIER.E
R.LNQEVSNFKESFDASER.N

K.AFDAENADFVGK.T
R.HGLQTEINSLEAIIER.E

Palmtal.,
2005

Q2KT53 9STRA

Beta tubulin 1

50

26849/6.50

K.IAVNLIPFPR.L

Palmtal.,
2005

2D

gi|159114369

medial body protein

66

100579/5.31

K.IDEYTLFMSR.S RITELEQQQR.T
K.VNNYDQLADDKAR.L

Morrisom
etal., 2007

2D

gi[74267962

gi|1351907

ALB protein
Albumin [Bos taurus]
Serum albumin
precursor (BSA)

75

76

71186/5.88

71244/5.82

K.DAFLGSFLYEYSR.R
K.HLVDEPQNLIK.Q
K.LGEYGFQNELIVR.Y
R.KVPQVSTPTLVEVSR.S
K.DAFLGSFLYEYSR.R
R.RHPEYAVSVLLR.L
K.LGEYGFQNALIVR.Y
R.KVPQVSTPTLVEVSR.S

Keister,
1983

2D

4e6

2225632

casein alpha 51

84

24477/4.85

K.HQGLPQEVLNENLLR.F
R.FFVAPFPEVFGK.E
R.YLGYLEQLLR.L

Keister,
1983

2D

il 159116169

SALP-1

122

29866/5.37

R.YQHLYDAVNEQVLR.R
R.AYHSVIASYKDEIK.S
R.ETIVAGFSDLNR.A

Palme t al.,
2005

2D

gi| 157885517

2il118401008

Mplp-like protein 10
[Penicillium marneffei]

Hypothetical protein
TTHERM_00486130
[Tetrahymena
thermophila SB210]

79

63

15571/4.91

18838/7.03

- VIEALLQFTNDIEKQSFQVLHK.D
K.DVVVILQR.I
RJIAVESQLDSR.D
RJIAVESQLDSRDVYSLEEGFK.A
R.DVYSLEEGFK.A
K.KTDIVGSDVCAELVK.D
K.TDIVGSDVCAELVKDLK.D
K.DAGRQISILVLGK.M
R.QISILVLGK.M
R.QISILVLGKMPEEFFDIGK.K
K. ASNKALQELQDTINDFSK.V
K. ALQELQDTINDFSKV.-
M.DKVEQPHVNANGHIYFYR.E
K.VEQPHVNANGHIYFYR.E
R.EYEHNGIFSNFYASPIALKEK.Q
K.EKQWPTTEHYFQAQK.F
K.FSGTEKEELIR.L
K.EELIRLASTPSESFK.L
R.LASTPSESFK.L
R.LASTPSESFK.L
K.DWESVKDEVMYEALK.A
K.DEVMYEALK.A

Caoetal.,
1998

Eisenetal.,
2006
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K.DEVMYEALKAK.F
K.YWADGGDGSGKNMLGILLMNLR.N
K.NMLGILLMNLRNELK.A

2D

10

2i|13604213

delta giardina

147

30969/5.59

R.VIDFHEDFKR.Q
K.JAQEHDDLLESIR.Y
K.TSAEESFGAFIGNLTNER.N
R.ADREQSIDEYLR.D
K.VLAGVVAELIATR.K

Palme t al.,
2005

Tabela com a identificago das proteinas de disco ventral isolado de trofozoitos de Giardia lamblia. Os peptidios dos
g€is uni e bidimensional foram hidrolizados por tripsina e submetidos a Q-TOF e MALDI-TOF-TOF, respectivamente,
conforme descrito em Materiais e Métodos.

1- tipo do gel utilizado para a espectrometria de massa;

2- National Center for Biotechnology Information: numeracéo referente a proteina no banco de dados;

3- valor ideal acima de 35 para que a identificacdo seja considerada eficiente;

4- Peso molecular e ponto isoelétrico teoricos, fornecidos pelo banco de dados MASCOT;

5- peptideos nos quais as analises foram fundamentadas.
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VI — Discussao

1. Tratamento com Orizalina

1.1 Efeitos na proliferacdo de Giardia lamblia

Para identificar os efeitos in vitro do herbicida orizalina, examinamos a proliferacao desses
parasitas. Observamos alteragdes no crescimento de Giardia apenas com concentragdes superiores a
10 uM, sendo que com 100 uM houve uma alta taxa de morte celular. Comparando com outro
organismo anaerobio, a Entamoeba histolytica, observamos que a orizalina foi mais efetiva para
Giardia. A proliferacdo de Giardia foi inibida significativamente ap6s tratamento com 50 uM de
orizalina, enquanto o parasita E. histolytica apresentou inibigdo da divisdo celular com o uso de 100
uM de orizalina (Makioka et al., 2000). Contudo, a orizalina mostrou-se menos eficiente para
Giardia se comparada com os efeitos encontrados em Toxoplasma gondii (Stokkermans et al., 1996)
¢ Leishmania mexicana (Chan et al., 1991), principalmente se compararmos valores do ICsy, que
para Giardia ficou acima de 70 uM, para T. gondii foi de aproximadamente 100 nM e para L.
mexicana foi de 17,3 uM. Um sitio especifico em o -tubulina foi encontrado para ligacdo de
dinitroanilinos, como a orizalina, em T. gondii, Plasmodium falciparum e L. major (Mitra e Sept,
2006). Esse sitio especifico pode explicar a pequena eficiéncia da orizalina quando aplicada em
culturas de Giardia, comparando-se com outros parasitas. Assim, a orizalina pode afetar a
proliferagdo de G. lamblia por interagir de uma forma especifica e/ou diferente com a tubulina desse

parasita.
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1.2 Alteracgdes na Ultraestrutura de Giardia lamblia

Analisamos os efeitos estruturais causados em G. lamblia, apos o tratamento com orizalina,
através de técnicas variadas de microscopia. Por microscopia eletronica de transmissao, podemos
observar uma forma anormal do trofozoito e células que aparentemente ndo completaram a divisao
celular. Por microscopia eletronica de varredura, os trofozoitos apresentaram anormalidade na forma
dos flagelos e também na divisdo celular, ja que “clusters” de células foram encontrados. Apos a
extracdo da membrana plasmadtica, e visualizagdo por microscopia eletronica de varredura de alta
resolucdo, a desorganizacao dos flagelos foi confirmada e a estrutura do disco ventral pode ser
observada.

Nos resultados apresentados por microscopia eletronica o disco aparece intacto. Acreditamos
que a falta de ac¢do da orizalina nos microtubulos do disco ventral seja devido ao fato das microfitas,
de alguma maneira ainda nao elucidada, estarem impedindo o acesso da droga a um sitio especifico
da tubulina. Mitra e Sept, em 2006, demonstraram que os dinitroanilinos interagem com a tubulina
de forma especifica, e assim, as microfitas do disco podem estar impedindo essa ligagao especifica.
Outra possibilidade ¢ que as mesmas microfitas podem conferir uma estabilizagao adicional aos
microtubulos do disco, refor¢ando a associacao entre os monomeros de tubulina. Contudo, com o
auxilio de trabalhos anteriores (Campanati et al., 2003), ndo acreditamos que modificagoes pos-
traducionais, como a acetilagdo, seriam responsaveis pela ndo-agdo da orizalina no disco. Isso
porque as modificagdes estdo presentes também em outras estruturas do citoesqueleto, como os
flagelos, que apds o tratamento com orizalina aparecem afetados drasticamente.

Trofozoitos tratados com orizalina também foram analisados por imunofluorescéncia. A
alteracdao no corpo mediano merece destaque. Sabendo que a orizalina ¢ um agente desestabilizador
de microtubulos, era de se esperar que a tubulina, em sua forma polimérica, fosse desaparecendo
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com o tempo. No entanto, observamos que o corpo mediano adquire uma forma alongada. O corpo
mediano ¢ um conjunto de microtubulos estaveis e instaveis, disposto longitudinalmente na regiao
dorsal do parasita. Acreditamos que a orizalina esteja afetando apenas os microtubulos mais estaveis
do corpo mediano, enquanto os instaveis continuam crescendo. Foi demonstrado que em
Toxoplasma gondii a orizalina, usada em determinadas concentragdes, age de maneira diferente
nessas duas formas de microtibulos — estaveis e instaveis (Stokkermans et al., 1996; Morrissette ¢
Sibley, 2002b). Os microtibulos do fuso (altamente dinamicos) ndo foram afetados, enquanto os

microtibulos subpeliculares de T. gondii, (considerados muito estaveis) foram.

1.3 Sintese de Tubulina

Outra possibilidade para a ag¢do da orizalina é bascada em estudos com Tetrahymena
termophila, onde os niveis de RNAm e a sintese de tubulina foram acompanhados apos o tratamento
com orizalina (Stargell et al., 1992). Em células de mamiferos, apds o tratamento com drogas
despolimerizadoras de microtabulos, ha um aumento no nimero de tubulina livre no citoplasma.
Contudo, gracas a um mecanismo auto-regulatorio dos niveis de RNAm, apos o tratamento com
essas drogas, a sintese de tubulina diminui. Em Tetrahymena foi observado o contrario. Com a
utilizagdo da orizalina, ocorreu um aumento na concentragdo de RNAm e também na sintese de
tubulina. De acordo com nossos resultados da expressao de tubulina, ndo observamos aumento apos
o tratamento com 50 e 100 uM de orizalina. A expressdo da tubulina ndo ¢ alterada. Contudo, a
desorganizacdo dos microtubulos foi evidenciada pelas analises de microscopia oOptica e eletronica,
observando um aumento no corpo mediano. Neste caso, como nao evidenciamos diferencas na
quantidade de tubulina por Western blotting, a orizalina pode estar participando da desorganizacao
estrutural dos microtibulos estaveis do corpo mediano, mas nao estaria influenciando a producao de
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tubulina na célula. Contudo, € necessdrio realizar uma analise dos niveis de RNAm para

confirmamos o mecanismo de controle da producao de tubulina ap6s o tratamento com orizalina.

2. Isolamento do Disco ventral

O trabalho realizado por Holberton ¢ Ward (1981) foi pioneiro no isolamento do
citoesqueleto de Giardia lamblia. Palm e colaboradores (2005) com o intuito de observar as
mudancas ocorridas no disco ventral durante o processo de encistamento, utilizaram o protocolo
sugerido por Holberton e Ward, para extragcdo do disco. Contudo, Palm e colaboradores modificaram
o periodo de agitacdo em vortex (com alternancia entre 2 minutos de agitagdo ¢ 2 minutos de
descanso no gelo, repetindo este procedimento trés vezes) e também a velocidade e o tempo de
centrifugacao (12000 g por 15 minutos).

A partir de um protocolo desenvolvido para o isolamento do disco ventral, identificamos as
principais estruturas do disco de Giardia, como os microtubulos e as microfitas, por microscopia
eletronica. As imagens obtidas foram semelhantes as encontradas por Holberton e Ward (1981).
Contudo, comprovamos a pureza do processo de isolamento. Nao encontramos outras organelas
como os nucleos, vesiculas periféricas ou reticulo endoplasmatico. Utilizando metodologia
desenvolvida por Rocha e colaboradores, obtivemos imagens por microscopia de for¢a atdmica
(AFM) que contribuiram para o melhor entendimento da estrutura do disco, principalmente quanto a
disposi¢ao dos microtibulos que o constituem, sendo possivel observar os corpos basais localizados
na “zona nua” do disco. Nao encontramos, até o momento, por microscopia de forca atdmica, uma
nova estrutura associada ao citoesqueleto. Em recente trabalho do nosso grupo obtivemos imagens
semelhantes, através da microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (FESEM),
identificando além dos corpos basais e da “zona nua”, outras estruturas como o bastdo denso e as

placas marginais, associadas aos flagelos anteriores, localizadas acima do disco ventral (Sant’Anna
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et al., 2005). A ndo visualizagdo por AFM das placas marginais pode estar relacionada ao uso do
detergente em maior concentracdo. No entanto, acreditamos que apds algumas adaptacdes na
metodologia de preparo do material e no microscopio de forga atomica, sera possivel obter

informagdes estruturais mais detalhadas com essa modalidade de microscopia.

2.1 Perfil protéico do Disco ventral

A analise protéica do citoesqueleto de Giardia foi realizada anteriormente (Holberton e
Ward, 1981; Crossley ¢ Holberton, 1983b; Palm et al., 2005). Contudo, os trabalhos apresentados
utilizaram protocolos para o isolamento ndo do disco ventral, mas de todo o citoesqueleto. Em 1981,
Holberton ¢ Ward encontraram em seu gel unidimensional apenas duas bandas majoritarias,
correspondendo a proteinas com peso molecular aparente de 52,5 ¢ 30 KDa. Neste trabalho, os
pesquisadores afirmaram que a proteina de peso molecular de aproximadamente 50 KDa poderia ser
a tubulina, ja que compararam com o perfil de corrida da tubulina purificada de cérebro de porcos
(Holberton e Ward, 1981). Ja em 1983, Crossley e Holberton, apds isolamento do citoesqueleto de
G. Lamblia, identificaram, através do gel unidimensional, 20 bandas, sendo que dentre estas ja se
conhecia as isoformas o ¢ B da tubulina (Crossley e Holberton, 1983b). Ainda em 1981, ndo se
conhecia a giardina como proteina caracteristica de Giardia. Foi no trabalho de 1983 que a proteina
encontrada com peso molecular de aproximadamente 30 KDa foi denominada de giardina.

Palm e colaboradores, em 2005, reproduzindo os protocolos de isolamento do citoesqueleto
de Holberton ¢ Ward (1981), identificaram 12 spots, através da eletroforese bidimensional.
Posteriormente, foi realizada, a partir deste gel, a andlise protedmica por espectrometria de massa,
sendo identificada a familia da giardina (Alpha-1, Beta, Delta ¢ Gamma) e duas isoformas de

tubulina (Alpha-2 tubulina e Beta-tubulina). Além destas foi identificada uma nova proteina, a
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SALP-1, homologa as proteinas que participam da agregacdo de fibras estriadas (Palm et al., 2005).
Apesar da identificagdo de familias de proteinas majoritarias de Giardia, o protocolo utilizado para
isolamento de todo citoesqueleto pode “mascarar” a presenga de proteinas minoritarias presentes
apenas no disco ventral. Assim, para caracterizar € obter maior cobertura de proteinas identificadas
apenas do disco, realizamos analise do perfil protéico obtido a partir dos géis uni e bidimensional.

O perfil protéico de fragdes de disco ventral foi obtido apds eletroforese uni e bi dimensional
em gel de poliacrilamida. A analise do gel unidimensional indicou um grupo de 4 proteinas
majoritarias com peso molecular entre 25 ¢ 58 KDa. Ja a andlise do gel bidimensional indicou 18
spots, um nimero maior, se comparado ao encontrado por Palm e colaboradores em 2005. Também
o padrao de distribuicdo dos spots no gel bidimensional foi diferente. No trabalho de Palm e
colaboradores (2005) ndo foram encontradas proteinas de massa molecular abaixo de 24 KDa, como
identificado nos nossos resultados. Assim, acreditamos que esses SPOtS representam a fragdo somente
de discos isolados e ndo de todo citoesqueleto. Por isso a diferenca encontrada no numero e no
padrdo de distribuigao.

Apoés andlise, por espectrometria de massas, dos géis uni e bidimensionais, foram
identificadas 13 proteinas, das quais 9 possuem funcdo e localizagdo conhecidas. Varias destas
proteinas ja foram descritas em disco ventral, como as da familia da tubulina (alpha e beta) e da
giardina (gama e delta). Contudo, outras isoformas ja descritas para a familia das giardinas, como a
beta e alpha-giardinas ndo foram encontradas (Palm et al., 2005). Esta auséncia de isoformas de
giardina nas nossas analises pode ser explicada pela falta de hits relevantes de alguns Spots, ndo
sendo possivel identifica-los. Nao podemos deixar de levar em consideragdo que a auséncia dessas
isoformas de giardina seja devido a baixa quantidade dessa proteina no preparado ou que a

preparacdo da fragdo de discos leve a dissociagdo dessas proteinas da estrutura.
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A partir do gel 2D ainda foram identificadas duas proteinas localizadas no mesmo Spot (9).
Essas proteinas referem-se a Mplp, proteina encontrada no fungo Penicillium marneffei, ¢ a proteina
hipotética TTHERM, encontrada no ciliado Tetrahymena thermophila. De acordo com Cao e
colaboradores a proteina Mplp é encontrada em parede celular de fungos e possui muitos sitios
especificos. Dentre esses sitios, um apresenta uma seqiiéncia para adesdo (Cao et al., 1998). A
proteina hipotética TTHERM, de acordo com Eisen e colaboradores, ¢ homdloga de tubulina (Eisen
et al., 2006). Nesta publicagdo do genoma de T. thermophila, os autores acreditam que os genes que
codificam para essa proteina estdo relacionados com a formagdo do sistema microtubular desse
ciliado. Portanto, as duas proteinas encontradas, mesmo ndo estando anotadas no genoma de
Giardia, parecem ter relagdo com os processos relacionados ao disco ventral.

A andlise protedmica tem sido usada com sucesso em protozoarios como Entamoeba
histolytica (Okada e Nozaki, 2006) ¢ Trypanosoma cruzi (Paba et al., 2004). Estes trabalhos
fomentaram valiosas informagdes sobre a localizacdo de proteinas, confirmando a presenca de umas
e detectando novas proteinas residentes nesses parasitos. No presente trabalho, ao iniciarmos a
protedmica de uma estrutura como o disco ventral, relacionada a adesdo de Giardia lamblia ao
epitélio intestinal, e consequentemente a manutencdo da infec¢do, podemos identificar proteinas
marcadoras para o disco ventral, que possibilite, por exemplo, o estudo da formacao desta estrutura,
assim como suas modificagdes durante o processo de encistamento. Também, esses resultados
poderdo explicar a dindmica do disco ventral durante a adesdo, sendo possivel identificar proteinas

que estejam diretamente relacionadas a este processo.
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Vil

-CONCLUSOES

A droga herbicida orizalina mostrou-se eficiente para o estudo da heterogeneidade

microtubular de Giardia lamblia;

A orizalina alterou a organiza¢do dos microtibulos do corpo mediano e dos pares de flagelos,

mas ndo alterou o disco ventral, uma estrutura estavel;

Apbs o tratamento com orizalina, ndo ha alteragdo na expressao de tubulina pela célula;

O protocolo de isolamento de disco ventral foi desenvolvido durante esse projeto. A pureza
das fragdes obtidas por fracionamento foi confirmada, através do padrdo do extrato protéico

obtido;

Foram identificadas 13 proteinas no disco ventral por espectrometria de massas. Destas

proteinas, 9 apresentam funcao e localizagdo conhecidas.
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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