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LISTA DE ABREVIACOES

CWP — proteina de parece cistica

CWP1 — proteina de parece cistica 1

CWP?2 — proteina de parece cistica 2
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VP — vesiculas perféricas

VEEs — vesiculas especificas de encistamento
PBS — solug¢do salina tamponada com fosfato
UM — micro molar

uM — micrometro

PI3K — fosfatidilinsitol — 3 — quinase
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PKC — proteina quinase C



RESUMO

Giardia lamblia é um protozoario cosmopolita e parasita do intestino delgado de
mamiiferos. Possui duas formas em seu ciclo de vida. O trofozoita coloniza o
hospedeiro e o cisto ¢ a forma infectiva e resistente eliminada nas fezes. A
transformac¢do do trofozoita em cisto ¢ extremamente importante para a manutencao da
doenca. Apesar de muito estudados, os mecanismos regulatorios deste processo nao
estdo bem elucidados. Para investigar quais moléculas sinalizadoras teriam um papel
neste processo foram feitas diversas avaliagdes da taxa de diferenciagdo de parasitas
induzidos ao encistamento na presenca de diversas drogas, tais como clastolactacistina-
B-lactona (inibidor de proteassomas), acido okadaico (inibidor de ser/tre fosfatases),
Wortmanina (inibidor de PI3K), LY294002 (inibidor de PI3K), Genisteina (inibidor de
tirosina quinase) e Staurosporina (inibidor de PKC). Foi observado que Genisteina 50
puM e LY294002 10 puM tiveram efeito inibitério significativo (79,2% e 85,9%
respectivamente). O LY294002 mostrou-se eficiente também na inibi¢do do
crescimento de G. lamblia. A Genisteina inibiu a produgdo de proteina de parede cistica
2 (CWP2) e nenhum dos inibidores pareceu modificar a distribui¢do desta proteina no
parasita em encistamento. Quando a adi¢cao de Genisteina foi feita 6 ou 18 horas apds o
estimulo ao encistamento os efeitos inibitorios ndo foram tdo evidentes (60,3% e
55,3%), contudo a adi¢do de LY294002 apds 6 horas de encistamento provocou a maior
reducdo nas taxas de diferenciagdo (97,5%). Microscopia eletronica de varredura
demonstrou que, durante o encistamento, a entrada dos flagelos do trofozoita ocorre
dorsalmente e ha um flagelo remanescente coberto por material fibrilar e proteinas de
parede cistica. Os inibidores de PI3K e tirosina quinase provocaram intensas mudancas
na morfologia do trofozoita inclusive desorganizac¢des do citoesqueleto e de membranas
internas, dando origem a figuras de membranas concéntricas. O LY294002 provocou
uma dramatica desorganizagdo das vesiculas periféricas, contudo isto ndo parece afetar

a endocitose do parasita, visto pela incubacdo com Lucifer Yellow.
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ABSTRACT

Giardia lamblia is a cosmopolitan protozoon parasite, which inhabits the upper
small intestine of mammals. Its life cycle comprises two forms. The trophozoite
colonizes the host and the cyst is the infective form released in the feces. The
transformation of trophozoite into cyst is very important to the maintenance of the
disease. Although very studied, the regulatory mechanisms of this process are still not
clearly elucidated. To investigate which signaling molecules would participate in this
process, we made many evaluations on the encystation ratio after treatment with
clastolactacistin-B-lactone (proteasome inhibitor), okadaic acid (ser/thr phosphatase
inhibitor), Wortmannin (PI3K inhibitor), LY294002 (PI3K inhibitor), Genistein
(tyrosine kinase inhibitor) and Staurosporin (PKC inhibitor). 50 uM Genistein and 10
uM LY294002 treatment resulted in a significative decrease in encystation ratio (79,2%
and 85,9% respectively). LY294002 also inhibited trophozoite growth. Genistein
inhibited cyst wall protein 2 (CWP2) production and neither inhibitor seamed to modify
the distribution of this protein during the encystation. When Genistein was added 6 or
18 hours post encystation stimuli, the inhibitory effect was not so remarkable (60,3%
and 55,3%). Nevertheless, the addition of LY294002 after 6 hour of stimuli resulted in
greater reduction of encystation rates (97,5%). Scanning electron microscopy showed
that during encystation the flagella entry is dorsal and the reminiscent flagellum is
covered with fibrillar material and cyst wall protein. PI3k and tyrosine kinase inhibitors
treatment resulted in expressive changes in the parasite morphology, including
cytoskeleton and internal membranes disorganization, giving origin to concentric
membrane figures. The LY294002 treatment resulted in dramatic changes in the
peripheral vesicles organization. However it does not seem to impair parasite

endocytosis, as observed with Lucifer Yellow incubation
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1.INTRODUCAO

1.1. HISTORICO E NOMENCLATURA

Giardia lamblia foi inicialmente descrita por Leeuwenhoek, em 1681, ao
examinar suas proprias fezes em um microscopio Otico rudimentar. Em 1859, Lambl
descreveu o parasita com mais detalhes, nomeando-o Cercomonas intestinalis. Em 1882
Kunstler propds pela primeira vez “Giardia” como nome do género. Em 1888,
Blanchard nomeou o organismo Lamblia intestinalis, e, em 1902, Stiles usou
novamente o nome de género proposto por Lambl: Giardia duodenalis. A partir de
entdo diversas mudangas de nome e agrupamentos em género e espécie aconteceram até
que, em 1952, Filice propds a nomenclatura e classificacdo em trés espécies, de acordo
com as caracteristicas do corpo mediano: Giardia lamblia, Giardia muris, Giardia
agilis. A primeira ¢ encontrada no homem, cdes ¢ outros mamiferos. A segunda, em
murinos e a terceira, em anfibios. Na década de 80 o nome Giardia duodenalis foi
muito utilizado, sendo substituido em freqiiéncia de uso nos anos 90 por Giardia
intestinalis. Atualmente, a espécie ¢ conhecida como Giardia lamblia (revisto por

Adam, 2001). Nesta Disserta¢do, o ultimo nome serd utilizado.

1.2 CLASSIFICACAO
Reino — Protista
Subreino — Protozoa
Filo — Sarcomastigophora
Subfilo — Mastigophora
Classe — Zoomastigophora
Ordem — Diplomonadida
Familia — Hexamitidae
Género — Giardia

Espécie — Giardia lambia

1.3 O CARATER PRIMITIVO
Giardia lamblia é considerado por muitos pesquisadores, um protozoario que

divergiu cedo da linhagem dos eucariotos, nao possuindo muitas das organelas presentes
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em eucariotos superiores, tais como: peroxissomos, aparelho de Golgi ou mitocondria
(Adam, 2001). H4 uma grande discussao na literatura sobre o ponto em que a linhagem
de G. lamblia divergiu do ramo das outras células eucaridticas. Mais precisamente, a
duvida ¢€ se esta divergéncia ocorreu antes ou depois do evento evolutivo que levou ao
surgimento da mitocondria. Esta discussdao ¢ importante para entendermos o carater
primitivo deste parasita. Roger e colaboradores (1998) encontraram uma chaperonina
tipica de mitocondria - cpn60 - em G. lamblia, mostrando que a familia diplomonadida
poderia ter tido um endossimbionte aparentado com aquele que deu origem a
mitocondria. Mais tarde, Arisue e colaboradores (2002) encontraram genes de hsp-70
(uma proteina de choque térmico mitocondrial) em G. lamblia, Entamoeba histolytica e
dois microsporidios (Encephalitozoon hellem e Glugea plecoglossi). Isso reforgou a
idéia de que a divergéncia evolutiva de G. lamblia se deu apds a aquisicdo da
mitocondria, talvez por uma perda secundaria (Knight, 2004). Tovar e colaboradores
(2003) publicaram um trabalho identificando proteinas tipicas mitocondriais (IscS e
IscU) em organelas semelhantes as mitocondrias — os mitossomos. A permeabilizagdo
da membrana externa da mitocondria, induzida por BAX e posterior liberacdo do
citocromo C no citoplasma é um evento chave na apoptose. Em trabalho recente, Hehl e
colaboradores (2007) transfectaram o gene de BAX humana em G. lamblia e induziram
sua expressao. Os mitossomos ndo foram destruidos, ao contrario do que acontece em
mitocondrias de outros organismos primitivos unicelulares. Contudo, as organelas da
via secretoria regulada foram prejudicadas, inibindo o encistamento; mostrando que a
permeabilizacao aleatoria de membrana induzida por BAX ainda funciona.

Em 1995a, Lujan e colaboradores observaram formacao de estruturas similares
ao Golgi durante o encistamento. Diversas caracteristicas das vesiculas de encistamento
(VEESs) que sdo encontradas no complexo de Golgi tais como sensibilidade a brefeldina
A (Lujan et al, 1995a), presenga de GiRabl1 ¢ Gi’COP (Marti et al, 2003), marcacdo
positiva para C(6)-NBD-ceramida, um analogo lipidico especifico de Golgi (Lujan et al,
1995a; Hehl et al, 2000; Lafredi-Rangel et al, 2003). Mais tarde, Marti e colaboradores
(2003) mostraram que as VEEs possuiam caracteristicas de Golgi e eram formadas por
vesiculas oriundas do RE, que depois sofriam maturagao por transporte retrogrado. Com
isto, se G. lamblia ndo ¢ mais tdo especial por nunca ter tido mitocondria, ela continua
sendo um o6timo modelo evolutivo, j4 que diversas fungdes atribuidas a organelas
especificas em células de mamiferos acontecem de forma completamente distinta em G.

lamblia. Contudo, a auséncia de organelas tdo essenciais para outros organismos nao
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resultou em uma desvantagem para este parasita, distribuido largamente por todo o

mundo.

1.4 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida de Giardia lamblia ¢ bastante simples. A infec¢do comega
quando o hospedeiro ingere o cisto (figura 1) — forma infectiva e resistente presente em
dgua contaminada por fezes de animais infectados. Apods a entrada do cisto no tubo
digestivo, e contato com os 4cidos estomacais, ocorre o desencistamento ¢ emerge no
intestino delgado um parasita quadrinucleado com ploidia de 16n, ja que antes de se
transformar em cisto, o trofozoita sofre duas replicacdes do DNA sem que haja uma
divisdo entre elas. Desta forma o parasita recém desencistado pode rapidamente sofrer
duas divisodes celulares e resultar em quatro trofozoitas (Bernander et al., 2001). Estes
trofozoitas (do grego trophos, alimento) colonizam o jejuno do hospedeiro, fixando-se
nas microvilosidades. No intestino delgado ocorrem sucessivas divisoes e os trofozoitas
formam um tapete sobre os enterocitos, dificultando a absorcdo de nutrientes e
provocando diarréia — quadro caracteristico da giardiase, embora casos assintomaticos
sejam freqiientes. No final do intestino delgado alguns trofozoitas comecam a se
transformar em cistos, passando pelo processo de encistamento. Alguns autores
acreditam que a baixa disponibilidade de nutrientes da por¢do do intestino delgado
préxima ao intestino grosso possa favorecer essa transformagdo, como uma forma da G.
lamblia entrar em dorméncia e sobreviver ao ambiente hostil (Lujan et al, 1997). O cisto
¢ liberado nas fezes do hospedeiro e pode contaminar dgua, alimentos ou diretamente

outro hospedeiro (revisto por Adam, 2001).

1.5 0 TROFOZOITA

Os trofozoitas de G. lamblia sdo piriformes ¢ medem de 12 a 15 pum de
comprimento ¢ 5 a 9 um de largura. Possuem dois nucleos localizados anteriormente,
simétricos em relacdo ao eixo vertical e que nao possuem nucléolo (Adam, 2001).
Ambos os nucleos possuem cdpias completas do genoma, dividem-se igualmente
durante a citocinese, transcrevem de forma equivalente, mantém a mesma ploidia, além
de se replicarem simultancamente (Wiesehahn et al, 1984; Kabnick & Peattie, 1990;
Bernander et al, 2001; Yu et al, 2002). Contudo, Benchimol (2004) mostra uma
diferenga na quantidade de poros nucleares de G. lamblia, o que significaria uma

diferen¢a nos niveis de atividade nuclear.
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No citoplasma de G. lamblia pequenas vesiculas posicionadas paralelamente a
membrana chamam a atencdo. Atualmente denominadas vesiculas periféricas, elas
foram descritas por Owen em 1980. Reiner e colaboradores (1990) mostraram
evidéncias de atividade de fosfatase acida nestas vesiculas. Kattenbach e colaboradores

(1991) observaram,
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Figura 1 — Ciclo de biologico de Giardia lamblia

O cisto de G. lamblia ¢ ingerido pelo hospedeiros, passa pelo estbmago e desencista no intestino
delgado, dando origem a dois trofozoitas no final da citocinese. O trofozoita se divide e coloniza o
intestino delgado. Alguns parasitas, no final do intestino delgado, encistam e, ndo mais aderidos as
microvilosidades do tecido, sdo liberados nas fezes. Os cistos podem contaminar suplementos de agua e,

por isso, também vegetais; que podem ser ingeridos por outro hospedeiro, reiniciando o ciclo.

16



por meio de criofratura, muitas vesiculas localizadas préximas a membrana plasmatica.
Estas organelas apresentavam um conteudo acidico, mostrado com o uso de laranja de
acridina e possuiam fosfatase acida (revelada pela citoquimica em microscopia
eletronica). Mais tarde, Lanfredi-Rangel e colaboradores (1998) utilizaram laranja de
acridina, lucifer yellow e peroxidade como tracadores de endocitose € observaram que
estes se acumularam nas vesiculas periféricas; sugerindo que em G. lamblia o sistema
endo-lisossomal esteja reduzido as vesiculas periféricas, que corresponderiam a
endossomas iniciais, tardios e lisossomos. Além disto, a reconstru¢do tridimensional
mostrou uma interconexao entre estas vesiculas, que se apresentaram organizadas em
um grande sistema tubular.

Usando crioeletromicroscopia e anticorpos contra a proteina luminal de reticulo
endoplasmatico BiP, Soltys e colaboradores (1996) observaram claramente esta
estrutura em G. lamblia. Os perfis aparecem na regido proxima ao nuicleo e ha marcagao
para BiP no envelope nuclear. Anteriormente o mesmo grupo havia localizado o gene
para esta proteina no genoma de G. lamblia (Gupta et al., 1994). Em 1998, usando
glicose-6-fosfatase — um marcador de reticulo endoplasmatico, Lanfredi-Rangel e
colaboradores também observaram esta organela em G. lamblia.

Como descrito anteriormente, existe uma grande discussdo a respeito da
presenga do complexo de Golgi em G. lamblia. Em 1990, Reiner e colaboradores
observaram cisternas que pareciam ser precursores das VEEs durante o encistamento do
parasita. Posteriormente, outros autores descreveram o aparecimento de uma estrutura
similar ao Golgi, induzida apés o estimulo do encistamento (McCaffery et al., 1994;
Lujan et al., 1995a). Lanfredi-Rangel e colaboradores (1999), entretanto, utilizando
NDB (nitrobenzoxadiazol) ceramida — um analogo lipidico fluorescente, marcador de
complexo de Golgi — e observaram intensa marca¢do na regido perinuclear. Em
microscopia eletronica de transmissdao e criofratura foram observadas membranas
concéntricas nesta mesma regido, as quais se pareciam com as do complexo de Golgi.
Lujan e colaboradores (1995a) mostraram que o tratamento com brefeldina A inibia o
transporte das proteinas de parede cistica durante o encistamento, indicando que alguma
estrutura semelhante ao Golgi era responsavel pelo transporte das CWPs. Em 2002,
Langford e colaboradores identificaram as proteinas Rabl ¢ Rab2 em G. lamblia, que
estdo envolvidas no transporte entre RE e Golgi. A localizagdo de antigenos de COPI e
COPII e da cadeia pesada da clatrina em VEEs (Marti et al, 2003) corrobora a hipotese

das vesiculas de encistamento funcionarem como um aparelho de Golgi transiente.
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Embora a forma classica de Golgi ndo seja encontrada em trofozoitas, parece haver uma
estrutura semelhante ao Golgi que se torna ainda mais evidente durante o encistamento.
Evidéncias sugerem que as fungdes tipicas de Golgi possam ocorrer em outras
organelas, sem a morfologia caracteristica (Adam, 2001).

Diversas estruturas compostas por microtubulos estaveis sdo encontradas nos
trofozoitas de G. lamblia: o disco ventral os flagelos, o corpo mediano e o funis.
Mudangas pés-traducionais nas tubulinas a €  (incluindo acetilagdo e poliglicilagdo)
que modificam a estabilidade dos microtibulos, sdo caracteristicas marcantes do
citoesqueleto de Giardia (Campanati et al., 2003). O disco adesivo € uma estrutura
concava, com profundidade maxima de 4 um, cobrindo toda a parte ventral anterior do
trofozoita (Adam, 2001). A por¢do de membrana adjacente ao disco ¢ chamada de
flange ventrolateral, a qual recentemente foi atribuida atividade adesiva (Erlandsen et
al., 2004). O disco adesivo ¢ uma espiral de microtubulos igualmente espagados ¢
ligados por pontes protéicas cruzadas (cross bridges). A parte central do disco é coberta
apenas por membrana plasmatica, sendo conhecida como bare zone — area nua
(Holberton, 1973a; Adam, 2001). Microfitas compostas majoritariamente pela proteina
giardina ligam os microtibulos @ membrana plasmatica (Crossley e Holberton, 1983;
Peattie et al., 1989). Observando a co-migragdo com proteinas de ave em gel SDS-page,
Feely e colaboradores (1982) sugeriram a presenga de miosina, o-actinina e actina.
Utilizando anticorpos para estas mesmas moléculas, foi encontrada uma marcagdo na
borda do disco ventral, possivelmente correspondendo a flange ventrolateral. Contudo,
este foi o unico trabalho a encontrar marcag¢do para actina em G. lamblia. Em 1995,
Drouin e colaboradores sequenciaram o gene de actina de G. lamblia, que ¢ monocdpia,
e encontraram em média 58% de identidade entre aminoacidos da proteina de G.
lamblia com os das outras espécies pesquisadas. Uma analise da estrutura secundaria
potencial do RNA ndo revelou estruturas conservadas em relacdo as outras 9 espécies
pesquisadas, indicando uma grande divergéncia do gene de actina de G. lamblia em
relacdo as outras espécies, o que pode explicar a auséncia de trabalhos posteriores ao de
Feely (1982) que tiveram sucesso na marcagao de actina neste parasita.

Acredita-se que o disco ventral esteja envolvido na adesdo do parasita ao epitélio
do hospedeiro (Holberton, 1973a; 1973b; 1974; Campanati et al., 1999; Ghosh et al.,
2001; Campanati et al., 2002; Elmendorf et al., 2003), embora a forma pela qual a
adesdo aconteca ainda ndo esteja bem elucidada. O trofozoita possui quatro pares de

flagelos, que se iniciam em dois conjuntos de corpos basais que se encontram entre os
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nucleos, na parte anterior ventral (revisto por Adam, 2001). Os flagelos sao
bilateralmente distribuidos e sdo organizados aos pares: anteriores, posterolaterais,
ventrais e caudais (seus nomes correspondem ao local de onde emergem no corpo
celular). Os flagelos foram descritos como sendo importantes para a movimentacao e
para a adesdo do parasita (Hoberton, 1974). No entanto, Campanati e colaboradores
(2002) demonstraram que mesmo em ambiente viscoso, com diminui¢cdo consideravel
da freqiiéncia de batimento flagelar, o trofozoita continuava aderido.

O corpo mediano consiste em um feixe de microtubulos, bastante caracteristico
do género Giardia, e sua morfologia ajuda a definir as espécies dentro do género. A
espécie G. lamblia possui dois corpos medianos em forma de clava, localizados na linha
média dos flagelos caudais, dorsalmente a eles. Sugere-se que ele possa estar associado
a movimentacdo dos flagelos ou servir de reserva de microtibulos para a formacao do
disco (Owen, 1980; Meng et al.,1996; Campanati et al., 2003; Piva ¢ Benchimol, 2004).

O Funis ¢ uma folha de microtubulos que conecta os flagelos caudais aos
postero-laterais. Os microtibulos do funis sdo paralelos e ha interconexdes entre eles.
Eles partem dos axonemas dos flagelos caudais e se direcionam a membrana plasmatica,
em um plano transversal a linha média (Benchimol et al, 2004). O funis parece estar
associado a proteinas contrateis, explicando o movimento de flexdo da cauda de G.
lamblia observada por Campanati e colaboradores em 2002 (Benchimol et al, 2004).

No citoplasma de G. lamblia é possivel observar a presenga de diversos pontos
eletrondensos, que correspondem aos granulos de glicogénio. Por ser um organismo
microaerofilico, G. lamblia conta com a hidrdlise de glicogénio como principal fonte de
energia (revisado por Adam, 2001). Ladeira e colaboradores (2005) isolaram os
granulos do citoplasma do parasita, confirmando que se tratava realmente de glicogénio.

O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ uma organela facilmente observavel em
microscopia eletronica de transmissdo. Os perfis de RE aparecem préximos aos nucleos.
Gupta e colaboradores (1994) encontraram um gene cuja seqiiéncia previa uma por¢ao
C-terminal tipica de retencdo do RE, e o gene foi identificado com sendo de uma
Hsp70; demonstrando que G. lamblia possui um reticulo endoplasmatico com
caracteristicas semelhantes aos outros eucariotos. McCaffery e Gillin (1994)
confirmaram a existéncia do resticulo endoplasmatico em G. lamblia por microscopia
eletronica de transmissdo. Lanfredi-Rangel e colaboradores (2003) observaram perfis
de RE marcados com glicose-6-fosfatase associados as vesiculas de encistamento

(VEEs), que transportam o material formador da parede cistica. Mais tarde, Stefanic e
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colaboradores (2006), ulizando a técnica de protedmica, verificaram a existéncia de
proteassomos — estruturas de controle de qualidade de proteina tipicos de RE — em

VEEs.

1.6 O CISTO

Os cistos de G. lamblia medem de sete a dez micrometros de comprimento ¢
podem ser redondos ou ovais (Adam, 2001). Seu revestimento ¢ formado por duas
camadas glicoprotéicas, cuja permeabilidade relativa ndo é conhecida (Chaves-Munguia
et al, 2004). Entre a parede cistica e a membrana do parasita ha um intervalo chamado
de espacgo peritrofico. A camada externa ¢ composta de uma rede de filamentos de sete a
20nm (Erlandsen et al., 1989;1990;1996) e¢ mede aproximadamente 0,25um de
espessura (Chavez-Munguia et al., 2004). Sua composi¢do inclui carboidratos e
proteinas. Anteriormente acreditava-se que o agUcar majoritario era a N-acetil-
glicosamina, monomero da quitina (Ward et al., 1985). Contudo, novas técnicas como a
espectroscopia de massa e ressonancia magnética nuclear possibilitaram uma analise
mais precisa, revelando que a parede cistica de G. lamblia ¢ formada por um polimero
de B(1-3)-N-acetil-D-galactosamina (Gerwig et al., 2002). Trés proteinas da parede
cistica foram identificadas — CWP1, CWP2 e CWP3 de, respectivamente, 26, 39 e 27,3
kDa (Mowatt et al., 1995; Lujan et al., 1995b; Sun et al., 2003) — ¢ também fazem parte
da composicao da parede na propor¢ao de 2:3 em relagdo aos carboidratos (Gerwig et

al., 2002).

1.7 O ENCISTAMENTO

O processo de encistamento de G. lamblia é um ponto crucial para a
permanéncia do parasita no ambiente. Este processo, apesar de continuo, pode ser
dividido em 3 etapas: (i) estimulo para o encistamento e regulagdo da expressdo de
genes especificos, (ii) sintese e transporte intracelular dos componentes da parede
cistica (iii) montagem da parede cistica (Lujan et al., 1997).

Existem muitos métodos usados para estimular o encistamento. O primeiro deles
foi idealizado por Gillin e colaboradores (1988). O pH mais alcalino (7,8) associado a
glicocolato — um 4cido biliar — e 4cido miristico produziu um grande niimero de cistos.
A partir de entdo a bile foi considerada o estimulo majoritario para o encistamento. Em

1996, Lujan e colaboradores usaram diversos componentes lipidicos e concluiram que
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nao a bile, mas a deple¢do de colesterol causada por ela induzia o encistamento. Maia e
colaboradores (2007) observaram que o tratamento com azasterol, (um inibidor de
A**P_esterol metil-transferase - uma enzima da via biossintética de esterois) levava ao
encistamento, com a formagdo de VEEs anormalmente grandes. Contudo, esta via
biossintética ndo foi encontrada em G. lamblia, sugerindo outro alvo.

Em 1997, Lujan sumarizou os métodos até entdo usados para induzir o
encistamento que podem ser divididos de forma mais geral da seguinte maneira:

e Adicdo de bile bovina, humana ou suina, adicdo de 4cido latico e pré-
incubagdo em meio sem bile (Gillin et al., 1987; 1988; 1989; Schupp et
al., 1988, Reiner et al, 1993;);

e Privacdo de bile numa atmosfera rica em nitrogénio (revisto por Lujan et
al, 1997);

e Privacdo de colesterol pela adi¢do de um soro sem lipoproteinas (Lujan
etal., 1996).

Embora o estimulo organico para o encistamento ndo seja bem conhecido, ¢
sugerido que a auséncia de nutrientes na por¢ao terminal do intestino delgado possa agir
como um ambiente desfavoravel, induzindo a diferenciagdo (Lujan et al, 1997).

O método mais utilizado foi aquele desenvolvido por Gillin e colaboradores, em
1989. Apesar de se basearem na privacao de lipidios e lipoproteinas, os métodos
produzem cistos em tempos distintos. O idealizado por Gillin e colaboradores, ha cistos
completos apos 24 horas de indugdo, e no método de Lujan e colaboradores, em sete
horas.

ApOs sua sintese no reticulo endoplasmatico as proteinas de parede cistica sao
secretadas pelas vesiculas especificas de encistamento (VEE), inicialmente descritas por
Gillin e colaboradores (1990) como grandes vesiculas osmiofilicas que eram formadas
durante a diferenciagdo. Em momentos iniciais do encistamento, fendas eram
observadas no citoplasma, que se tornavam repletas de material eletrondenso. Lanfredi-
Rangel e colaboradores (2003) em um trabalho sobre os aspectos morfologicos do
encistamento, demonstraram o aparecimento de fendas citoplasmaticas no trofozoita,
apds 6 horas de indugdo ao encistamento. Estas eram posteriormente semipreenchidas
de material eletrondenso, tipico daquele formador da parede cistica. Além das fendas,
vesiculas triangulares foram vistas, sugerindo uma forma intermedidria entre as fendas e

VEEs. Uma marcagao de glicose-6-fosfatase demonstrou que as fendas se originavam
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do reticulo. O grupo sugere entdo uma nova via secretoria, em que o RE tenha
caracteristicas de Golgi.

Ap0s sintese e transporte, ocorre a montagem da parede cistica fora da célula.
Lanfredi-Rangel (2002) sugere que apds 18 horas de encistamento, ESVs estejam se
fundindo a membrana citoplasmatica. O momento de fusdo das VEEs com a membrana
da célula para exocitose do material formador nao foi flagrado ainda, mas sabe-se que a
montagem ¢ feita fora da célula e que o material fibrilar ¢ depositado de forma
sequiencial (Erlandsen et al., 1996).

1.8 INIBIDORES DO ENCISTAMENTO

Muitas drogas ja foram utilizadas para inibir o encistamento de G. lamblia e de
outros protozoarios anaerobicos como Entamoeba invadens, um parasita de lagartos
capaz de encistar in vitro. Orizalina, uma ninitroanilina, ¢ capaz de despolimerizar
microtubulos e ja foi usada com sucesso na inibicdo do crescimento e encistamento de
E. invadens (Makioka et al., 2000a; 2002). O mesmo grupo testou ainda jasplakinolida,
um estabilizador do esqueleto de actina (Makioka et al., 2001a); citocalasina D, um
despolimerizador do esqueleto de actina, além das citocalasinas B, E e
dihidrocitocalasina B. Eles também se mostraram inibidores do encistamento de E.
invadens (Makioka et al., 2000b; 2004). Afidicolina, um inibidor da DNA polimerase
de eucariotos também foi usado com sucesso na inibicdo do encistamento do mesmo
protozoario (Kumagai et al., 1998). Poliaminas como putrescina, espermidina e
espermina foram usadas por Calvo-Mendéz e colaboradores, em 1993, e diminuiram as
taxas de encistamento de E. invadens. Todos estes resultados indicam que diversas vias
intracelulares levam ao encistamento e que um desequilibrio em apenas uma delas pode
levar ao estimulo para encistar, no caso da E. invadens. Ainda no caso deste parasito, as
vias de sinalizagdo que levam a este processo foram estudadas usando inibidores.
Diversos inibidores de proteina cinase C (cloreto de cheleritrina, calfostina C, D-eritro-
esfingosna e Staurosporina) foram usados com sucesso para bloquear o encistamento de
E. invadens (Makioka et al., 2000c; 2000d). Makioka e colaboradores (2001b)
mostraram a grande importancia da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) para a via de
sinalizagdao que leva ao encistamento, por meio do uso da wortmanina.

O envolvimento de proteinas cinase como transdutores de sinal na diferenciagao
de protozodrios e células de mamiferos ¢ conhecido, porém pouco compreendido no
caso de protozoarios primitivos, como G. lamblia. Trabalhos recentes de investigagao

molecular apontaram a existéncia de PI3K no parasita e sua possivel importancia na
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regulagdo do crescimento e encistamento (Cox et al., 2006; Hernandez et al., 2007).
Ainda mais recentemente Bazan-Tejeda e colaboradores (2007) confirmaram mudancas
na expressdo de proteina cinase C (PKC) durante o processo de encistamento,

ressaltando a sua participagdo na regulagdo durante este processo.

1.9 SINALIZACAO
1.9.1 Proteinas cinases e fosfatatases

As vias de sinaliza¢do levam a plasticidade das fungdes celulares funcionando
como interruptores moleculares. Diversos genes regulam diferentes respostas celulares
possiveis. Para que determinada resposta ocorra ou cesse, moléculas mudam suas
conformacdes, passando a interagir com outras, diferentes das primeiras. As proteinas
cinases modificam a estrutura de outras moléculas, transferindo um fosfato do ATP a
estas. Essa mudanga de conformagdo leva a ativagdo de ligagdo a outras proteinas,
fazendo a transducao do sinal e sua amplificagdo. As proteinas fosfatases retiram um
fosfato de uma molécula, também ocasionando mudan¢a conformacional ¢
desligamento de determinada fungdo e ativagdo de outra.

Em G. lamblia as vias de sinalizagdo ndo sdo muito conhecidas e apenas
recentemente foram identificadas proteinas cinases e fosfatases. Em 2001, Abel e
colaboradores identificaram uma PKA (cinase de adenosina mono fosfato ciclica —
cAMP) em G. lamblia, chamada de gPKA, e sugeriram uma importante participacao
desta enzima na mobilidade do trofozoita durante o crescimento vegetativo e no
desencistamento. Gibson e colaboradores (2006) demonstraram a presenga de uma
subunidade catalitica (gPKAc) e regulatoria (gPKAr) nesta proteina. Neste trabalho foi
verificado um reducdo da concentracdo de gPKAr e aumento da atividade de gPKAc
(embora sem diferenca na concentracdo desta ultima) durante o encistamento, além de
uma diferenca na localizacdo de gPKAc entre trofozoitas e cistos, sugerindo que a
gPKA também tenha grande importancia nas fases finais do encistamento.

Em 2005, Kim e colaboradores usaram uma combinagdo de técnicas de PCR
para isolar a PKB de G. lamblia (GiPKB), ¢ demonstraram a regulagao positiva desta
cinase durante o encistamento e grande freqiiéncia da histona H1 como substrato.

Dois membros da familia das proteinas cinases ativadas por mitoquimicos
(MAPK), Erkl e Erk2, foram descritos em G. lamblia, cujas concentragdes diminuem
durante o encistamento. A distribuicio de ERK2 muda de associada aos ntcleos e

flagelos caudais para mais difusa e citoplasmatica durante o encistamento, enquanto a
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de ERK1 permanece associada ao corpo mediano e bordas do disco ventral (Ellis et al.,
2003).

A proteina fosfatase 2A (PP2A) ¢ uma fosfatase de residuos de serina/treonina.
Sua importancia para o desencistamento de G. lamblia foi demonstrada por Lauwaet e
colaboradores (2007). O uso da técnica de RNA de interferéncia (iIRNA) para inibi¢ao
de PP2A resultou em diminui¢do de VEEs e de cistos viadveis. Além disto, a expressao
de PP2A ¢ positivamente regulada durante o encistamento, sugerindo participacdo
nestes dois eventos. Esta fosfatase também foi localizada em estruturas do citoesqueleto

tipicas de G. lamblia.

1.9.2 A via da proteina cinase C

A PKC ¢ uma enzima que retira um fosfato do ATP e o transfere para um
residuo de serina/treonina de uma proteina alvo. Possui uma subunidade catalitica e
outra regulatéria. O dominio regulatorio possui uma regido rica em cisteina, com
variagdes dentro das isoformas. O dominio catalitico possui um sitio de ligacdo ao ATP
(Hug & Sarre, 1993).

As 12 isoformas desta enzima estdo subdivididas em 3 classes. As PKCs
convencionais (cPKC), a, BI, BII e vy sio dependentes de Ca’" e sdo ativadas por
fosfatidilserina e diacilglicerol (DAG), um produto da quebra de fosfadidilinositol-4,5
bisfosfato pela fosfolipase C. As PKCs novas sdo independentes de Ca®*" e ativadas
pelas mesmas moléculas que as cPKCs. Fazem parte deste grupo as 3, &, m, v, pu e 0
PKCs. As PKCs atipicas ({ e A) sdo independentes de Ca** e ndo sdo ativadas por
DAG, embora a fosfatidilserina regule sua atividade (Mellor e Parker, 1998).

Em mamiferos, a PKC pode regular, por exemplo, o crescimento ¢
diferenciagdo, além do citoesqueleto de actina (Hug e Sarre, 1993; Larsson, 2006). Em
Entamoeba histolytica o uso de inibidores de PKC diminuiu drasticamente as taxas de
encistamento, sugerindo fortemente que a PKC tenha um papel importante na
diferencia¢do deste parasita (Makioka et al., 2000c). Recentemente, Bazan-Tejeda ¢
colaboradores (2007) demonstraram a presenga de diversas formas da PKC em G.
lamblia e aumento de sua expressdo e mudanga de localizagdo durante o encistamento.
Além disto, o uso de inibidores especificos mostrou drastica reducdo nas taxas de

encistamento, sugerindo importante participacao da PKC.
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1.9.3 A via da tirosina cinase

Tirosina-cinase ¢ uma proteina capaz de transferir o fosfato y de um ATP para o
grupo hidroxila do residuo de tirosina de uma proteina alvo. Ela ¢, portanto, uma cinase
de proteinas, diferente da PI3K, que fosforila lipideos. A fosforilagdo dos residuos de
tirosina modula a atividade enzimadtica e cria sitios de ligacdo com outras proteinas
sinalizadoras downstream da cascata de sinalizacdo (Hubbart e Till, 2000). Essas
enzimas sdo dividas em dois grandes grupos: receptores e ndo-receptores.

Os receptores tirosina-cinase (RTK), sdo glicoproteinas transmembrana ativadas
pela interagdo com seu ligante ¢ fazem a transdugdo do sinal para o citoplasma
fosforilando residuos de tirosina no proprio receptor ou em outras proteinas
sinalizadoras. Entre os RTK estdo os receptores para insulina e outros para diversos
fatores de crescimento em eucariotos superiores, como fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fator de
crescimento nervoso (NGF). Diversas sdo as atividades disparadas pelos RTK:
Crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e mudangas metabolicas (revisado
por Hubbart e Till, 2000). Além disso, os RTK interagem com outras cinases como a
PI3K e, em tultima andlise, por meio da cascata de sinalizacdo, interagem virtualmente
com milhares de moléculas sinalizadoras, levando a diversas respostas celulares
(Sebolt-Leopold e English, 2006).

Os ndo-receptores tirosina-cinase (NRTK) sdo proteinas citoplasmaticas que
fazem parte da cascata de sinalizacdo disparada por RTK, proteinas G e outros
receptores do sistema imune (Hubbard e Till, 2000). Existe uma enorme variedade de
NRTK, como as familias Abl, JaK (Janus Kinases), FeS, FAK (Focal Adesion Kinases)
e Src — um dos primeiros proto-oncogenes descobertos (revisado por Chang et al.,
2007). Os NRTK estdo associados também ao citoesqueleto. Recentemente, Ma e
Sayeski (2007) demostraram que a tubulina pode ser fosforilada por JaK e interagir com
transdudores de sinal e ativadores de transcri¢do 1 (STATI1). FaK podem modular a
polimerizagdo de actina e controlar a adesdo focal (Schober et al., 2007). Src pode
interagir com outras cinases, inclusive NRTK, para induzir diversas respostas celulares.
Westhoff e colaboradores (2004) observaram a fosforilagdio de FAK por Src e sua

influéncia na adesdo focal, sobrevivéncia e modificacdo do citoesqueleto de actina.
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1.9.4 AviadaPI3K

Fosfatidilinositol ¢ um fosfolipidio que possui um anel inositol em sua cabeca
polar, ligado pelo grupo 1°-OH. Nas células, todos os grupos OH livres do anel inositol
podem ser fosforilados (exceto o 2’ ¢ o 6’), em diferentes combinagdes. Um
fosfatidilinositol fosforilado ¢ chamado de fosfoinositidio (PtdIns). As diversas fungdes
desempenhadas pelos fosfoinositidios sdo determinadas pela combinagdo de
grupamentos fosfato ligados aos grupamentos OH.

A fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) ¢ uma enzima capaz de retirar um fosfato da
adenosina trifosfato (ATP) e transferi-lo para o grupamento 3’-OH de fosfatidilinosit6is
e alguns PtdIns. Ela ¢, portanto uma cinase de lipidios. Contudo, seu produto ndo pode
ser degradado pela fosfolipase C, como acontece com outros PTDINSs que podem ser
clivados em diacilglicerol e fosfoinositdis soltiveis. Isso separa a transducdo de sinal
decorrente da cascata de sinalizagdo iniciada pela PI3K daquela resultante da acdo da
fosfolipase C (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999).

A funcdo primaria do produto da PI3K ¢ servir de sitio de ancoragem na
membrana, mediando o recrutamento de outras proteinas (Deane e Fruman, 2004). A
PI3K possui trés distintas classes, cujas estruturas e substratos diferem bastante.

Os membros da Classe I sao heterodimeros e possuem uma subunidade catalitica
de 110kD e outra regulatoria (Carpenter et al., 1990; Kapeller e Cantley, 1994) e
fosforilam in vitro tanto PtdIns, PtdIns(4)P e PtdIns(4,5)P,, embora in vivo haja maior
fosforilacdo de PtdIns(4,5)P, (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999). Este substrato ¢
exclusivo da isoforma I da PI3K (Deane e Fruman, 2004).

Entre as PI3Ks, as da classe I sdo reguladas pelo estimulo de receptores de
membrana. O tipo I5 ¢ estimulado por receptores tirosina-cinase e proteina-tirosina
cinases intracelulares, enquanto o tipo Iz é ativado por receptores acoplados a proteina
G. Ambos os tipos também podem ser ativados por Ras (Welch et al., 2003). O
subgrupo I, existe como diversas isoformas, e pode apresentar diversas subunidades
regulatdrias, com diferentes dominios. O tipo Iz existe como apenas uma isoforma e
possui subunidade catalitica (p110y) e regulatoria (p101), nomeadas de acordo com seu
peso molecular em kDa. Esta classe estd presente em células do sistema imune de
mamiferos (Vanhaesebroeck et al., 2001).

As PI3Ks da classe II possuem trés diferentes isoformas da subunidade catalitica
e ndo sdo constitutivamente associadas a subunidade regulatoria (Fruman et al., 1998;

Vanhaesebroeck et al., 2001). Seu substrato ¢ comumente Ptdlns, embora
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eventualmente possa fosforilar PtdIns(4)P em PtdIns(4,5)P,. Sugere-se que a atividade
de PI3Ks classe II possam ser reguladas por sinais extracelulares, pouco se sabe sobre
sua fun¢do (Deane e Fruman, 2004).

As cinases da classe III sdo conservadas dos humanos as leveduras e possuem
apenas uma isoforma. Como substrato esta enzima utiliza apenas o PtdIns,
transformando-o em PtdIns(3)P. Esta PI3K tem como localizagdo as vesiculas
endociticas, onde sua maior fung¢do parece ser no controle do trafego de proteinas e
vesiculas (Deane e Fruman, 2004).

Em G. lamblia, Cox e colaboradores (2006) identificaram e expressaram dois
genes putativos codificantes de PI3Ks (Gipi3kl e Gipi3k2) que corresponderiam as
enzimas das classes I e III. Isto indica que as func¢des controladas pelas cinases da classe
I (transducdo de um sinal extracelular) e da classe III (trafico intracelular de vesiculas)

possam ser controladas pela PI3K neste parasita.

1.10 PROTEASSOMAS E DEGRADACAO DE PROTEINAS

A degradagdo de proteinas em eucariotos possui dois caminhos: via lisossomos e
via proteassomas (Goldberg et al., 1995). A primeira esta envolvida na degradacdo de
proteinas associadas a membrana e/ou proteinas endocitadas. Ja a segunda via esta
associada a degradacdo de proteinas mal enoveladas ou montadas erradamente e ao
controle do ciclo celular pela degradacdo seletiva de proteinas regulatérias, como os
fatores de transcrigdo e as ciclinas (Paugam et al., 2003). A proteina é marcada para
degradacao com ubiquitina e degradada no complexo 26S, com gasto de ATP (Lee e
Goldberg, 1998). Um inibidor de proteassoma conhecido ¢ a lactacistina, isolada
originalmente de actinomicetos. Esta droga inativa os proteassomas ligando-se
covalentemente a eles, resultando na inativagdo das atividades quimiotripsina e tripsina-
like do proteassoma. Em solugdo aquosa, a lactacistina é convertida em clasto-
lactacistina B-lactona, que ¢ a forma ativa do inibidor. As duas formas também inibem
catepsina A (Lee e Goldberg, 1998). O aldeido peptidico MG-132 ¢ um analogo do
estado de transicdo' e afeta a atividade quimiotripsina-like dos proteassomas, embora
também tenha efeito inibitdrio em catepsinas e calpainas (Lee e Goldberg, 1998).

Scholze e colaboradores (1996) descreveram a presenga de proteassomas em E.

' Analogo do estado de transicdo ¢ um substrato desenhado para mimetizar as
propriedades ou a geometria do estado de transicdo de uma reagdo. (IUPAC
Compendium of Chemical Terminology 2nd Edition, 1997)
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histolytica. O bloqueio do encistamento de E. invadens pela a¢do da lactacistina foi
demonstrado por Gonzalez e colaboradores (1997; 1999) e por Makioka e colaboradores
(2002). A inibigdo do crescimento de E. histolytica por lactacistina ¢ MG-132 foi
significativa para concentragdes de até 1uM e 50uM, respectivamente (Makioka et al.,
2002). Para E. invadens apenas concentragdes de 10mM de lactacistina e clasto-
lactacistina  (-lactona inibiram o crescimento significativamente, enquanto
concentragdes de SuM de lactacistina, 1uM clasto-lactacistina B-lactona e 50uM de
MG-132 inibiram o encistamento significativamente (Makioka et al., 2002). Além
destes resultados, Makioka e colaboradores observaram multinucleagdo e aumento do
numero de granulos de glicogénio no citoplasma com o uso dos trés inibidores de
proteassomas.

Em 1999, Emmerlich e colaboradores isolaram a subunidade 20S de G. lamblia,
correspondente ao centro protéico catalitico. Posteriormente, a subunidade alfa foi
caracterizada (Emmerlich et al., 2001). O protecassoma de G. lamblia ¢ tipicamente
eucarioto, mas o efeito da inibigdo ndo foi ainda demonstrado (Paugam et al., 2003).
Sviérd e colaboradores (2003) propdem um ponto de restricdo em G2 ou M, em que os

parasitas podem se diferenciar em cistos.
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2.RACIONAL

O processo de encistamento de G. lamblia ¢ crucial para sua manuten¢do no
ambiente e posterior infeccdo de outro hospedeiro. Devido a localizagdo extremamente
basal deste protozodrio na arvore filogenética, podemos observar nele diversas
caracteristicas comuns aos primeiros eucariotos. As adaptacdes que resultaram na
sincronia da biologia deste protozoario com a de seu hospedeiro sdo provavelmente
muito antigas e, exatamente por isso, importantes de serem estudadas, ja que
representam importantes passos evolutivos em rela¢do ao parasitismo. Por outro lado, a
grande diferenga deste protozoario em relagdo aos modernos eucariotos demonstra que
eles estdo eficazmente adaptados ao ambiente. Os estimulos que levam a indugdo do
encistamento in Vvitro foram bastante estudados, enquanto os estimulos in Vivo
continuam desconhecidos. Sabemos, contudo, que os estimulos externos sO se
transformam em mudanga de comportamento de um organismo ou célula quando ha
transducdo de sinal. Para isso as proteinas cinases e fosfatases sdo de extrema
importancia, pois controlam as cascatas de sinalizagcdo que levam a diversas mudangas
celulares. Desta forma, para conhecer melhor o processo de encistamento da G. lamblia
¢ fundamental comecar a entender a sinalizacdo envolvida neste processo. Nossa
hipdtese de trabalho ¢ que a transformacao do trofozoita em cisto envolva moléculas
sinalizadoras ja descritas como participantes de processos de diferenciagdo em outros
organismos como fosfatases, proteinas da familia das proteina cinases C, das tirosinas

cinase e da fosfatidilinositol-3-cinase, além da participagao de proteassomos.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Neste contexto, o objetivo geral desta dissertagdo ¢ investigar quais moléculas
sinalizadoras podem estar envolvidas no encistamento de Giardia lamblia e como elas

atuam.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Analisar a ultraestrutura do processo de encistamento.

3.2.2 Observar a distribui¢do de proteinas de parede cistica no cisto pré-formado e no
cisto completo

3.2.3 Verificar, com a utilizacdo de inibidores especificos, a possivel participacdo de
cinases na proliferacdo de G. lamblia

3.2.4 Verificar, com a utilizagao de inibidores especificos, a possivel participacao de
fosfatases no encistamento

3.2.5 Verificar, com a utilizacdo de um inibidor especifico, a possivel participacao dos
proteassomas no encistamento

3.2.6 Verificar em que etapas do encistamento agem os inibidores de cinases e
fosfatases capazes de afetar o encistamento

3.2.7 Estudar quantitativamente a produ¢@o de proteina da parede cistica 2 (CWP2), na
presenca dos inibidores efetivos do encistamento.

3.2.8 Estudar as mudangas ultraestruturais ocorridas ao longo do processo de
diferenciag¢dao em células controle em células tratadas com inibidores de cinases e
fosfatases

3.2.9 Estudar por microscopia de fluorescéncia, a distribuicdo de CWP2 nos parasitas
controle e em parasitas tratados com inibidores de cinases e fosfatases

3.2.10 Verificar a capacidade endocitica dos parasitas apos 48h de estimulo ao

encistamento na situagdo controle e no encistamento na presenga do inibidor da PI3K
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4. METODOLOGIA

4.1 CULTIVO

Os parasitos sdo cultivados em meio TYI-S-33 modificado (Keister, 1983) com
10% de soro bovino adulto inativado em tubos de vidro de 15mL. Repiques sao feitos a
cada 72 ou 96h colocando-se o tubo original no gelo por 15 minutos, retirando-se uma

aliquota e inoculando-a em um novo tubo contendo meio de cultura.

4.2 ESTIMULO AO ENCISTAMENTO

Trofozoitos foram cultivados em meio de cultura sem adi¢ao de bile (meio de
pré-encistamento) por 48 horas, centrifugados a 500g por 10 minutos e o sobrenadante
descartado, substituido pelo meio de encistamento (cuja composi¢do tem como base o
meio de pré-encistamento, além de 12mg/mL de bile bovina, 0,9uL/mL de acido latico

e pH: 7,8).

4.3 TESTE DE INIBICAO DO ENCISTAMENTO
As drogas testadas sdo inbidores de cinases, fosfatases ou proteassomos, de acordo com

a tabela:

Droga acao

Wortmanina (Sigma) Inibidor da PI3K
LY294002 (Sigma) Inibidor da PI3K
Staurosporina (Sigma) Inibidor da PKC

Genisteina (Sigma) Inibidor da tirosina cinase
Acido okadaico (Sigma) Inibidor de ser/tre fosfatases
Clastolactacistina-B-lactona | Inibidor de proteassomos

O encistamento foi induzido seguindo o protocolo descrito por Gillin e
colaboradores (1989). 5x10* trofozoitas/mL foram incubados em meio de pré-
encistamento a 37°C por 48h. Apos este periodo, os parasitas foram incubados em meio
de encistamento a 37°C. As drogas eram adicionadas no momento da indugdo ao

encistamento. Apds 48h, as amostras foram recolhidas colocando os tubos em banho de
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gelo por 15 minutos e centrifugando-os por 2 minutos e 12000g em centrifuga Sorvall
RMC14. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 300uL de liquido
de contagem (formaldeido 10% em PBS v/v). Para contagem diferencial de trofozoitas e
cistos, foram contadas 400 células em campos aleatdrios, em microscopia de contraste
de fase. A partir dai a porcentagem de cistos do controle foi considerada 100% e os

outros valores foram normalizados.

4.4 TESTE DE INIBICAO DO CRESCIMENTO

5x10* trofozoitas/mL foram incubados em meio TYI-S-33 modificado (Keister,
1983). Apos 24h as drogas foram adicionadas ao meio de cultura e os pontos da curva
recolhidos 24, 48, 72 e 96h apo6s o inicio da curva como descrito acima. Os trofozoitas

foram contados em camara de Neubauer.

4.5 MICROSCOPIA OTICA

Os parasitos tratados e controle foram fixados em liquido de contagem,
montados entre lamina e laminula e observados em microscopia de contraste
interferencial diferencial em microscopio Zeiss Axioplan equipado com camera digital
3CCD Hamamatsu (Hamamatsu — EUA) e a aquisicdo de imagens foi feita com o

software da propria camera.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para analisar os efeitos ultraestruturais dos parasitas na presenga ou auséncia das
drogas, os parasitos foram colocados em banho de gelo por 15 minutos e centrifigados a
500g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet fixado em solugdo de
Karnowsky modificado (glutaraldeido 2.5%, formaldeido 4% em tampao cacodilato de
sodio 0.1M) por 1 hora. O material foi entdo lavado em cacodilato de sédio 0.1M, pos-
fixado em tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potéssio 1,25% e cloreto de calcio
SmM no mesmo tampao por 50 minutos. As células foram lavadas novamente no
mesmo tampao e desidratadas em série crescente de acetona (30 a 100%). Apos esta
etapa, a amostra foi infiltrada em resina epoxi, na propor¢do de 2 partes de acetona para
1 de resina por 12 horas; 1:1 acetona/resina por 24 horas, 1:2 acetona/resina por 24
horas, resina pura por 24 horas e, apods este periodo o material foi colocado em formas
para polimerizagao por 72 horas. Os blocos obtidos foram trimados e cortados em faca

de diamante Diatome no ultramicrétomo Reichert Ultracut (Alemanha). Os cortes de 50

32



a 70 nm foram recolhidos em grades de cobre de 300 mesh, contrastados com 5% de
acetato de uranila em dgua por 40 minutos e citrato de chumbo (Reynolds, 1963), por 5
minutos. Apds secarem, as grades foram observadas em microscopio Zeiss 900 ou Jeol
1200 operando a 80kV.
4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os parasitos foram fixados com o mesmo método descrito para microscopia
eletronica de varredura, aderidas em laminulas cobertas com poli-L-lisina 0,1% em
PBS(no caso de trofozoitas) ou gelatina 1% em agua (no caso de parasitos induzidos ao
encistamento), pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 1,25% e
cloreto de célcio SmM no mesmo tampao por 50 minutos. As células foram lavadas
novamente no mesmo tampao e desidratadas em série crescente de etanol (30 a 100%).
A amostra foi seca pelo método do ponto critico do CO, no aparelho Balzer’s. O

material entdo foi coberto com ouro e observado no microscépio JEOL JSM 5310.

4.8 DOSAGEM DE PROTEINAS
Amostras foram quantificadas pelo método de Bradford, 1976, utilizando

albumina do soro bovino — BSA (fragdo V) como padrio.

4.9 SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

5x10* trofozoitas/mL foram incubados em meio de pré-encistamento a 37°C por
48h. Apos este periodo, os parasitas foram incubados em meio de encistamento a 37°C,
na presenca ou ndo das drogas testadas. Apos 48h, as amostras foram recolhidas e
ressuspensas em coquetel de inibidores de protease (sigma), e congeladas. Apos
dosagem de proteinas a concentracdo protéica foi ajustada em tampdo de amostra
(Laemmli, 1970). Cada material foi aplicado em um lane de um gel de acrilamida 10%
para analise do perfil protéico.

Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. O sistema foi incubado com tampao de bloqueio TBS-Tween-leite
desnatado por 1h e, em seguida, incubado com anticorpo anti CWP2 (gentilmente
cedido por Francias Gillin) por 1h em temperatura ambiente. A membrana foi lavada em
tampdo de bloqueio e incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(Amershan) por mais 1h. Ao término, o sistema foi revelado pelo Kit ECL GE

Healthcare.
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4.10 ENSAIO DE ENDOCITOSE

Parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas ou tratados com 10uM de
LY294002 no momento do encistamento e recolhidos apds 48 horas foram
centrifugados a 1000g por 10 minutos, lavados com PBS e aderidos vivos em laminulas
cobertas com 1% de gelatina por 30 minutos a 37°C. Apds esta etapa os parasitas foram
lavados com PBS e incubados com Lucifer Yellow (Fluka) 2pg/mL por 25 minutos a
37°C. Os parasitos foram entdo lavados com PBS e observados em microscopio Zeiss
Axioplan equipado com camera digital 3CCD Hamamatsu (Hamamatsu — EUA) e a

aquisicdo de imagens feita com o software da propria camera.

4.11 IMUNOFLUORESCENCIA

Os parasitos coletados foram fixados em formaldeido 4% em PBS, lavados e
aderidos em laminulas previamente cobertas com gelatina 1%. A permeabilizacdo foi
feita usando-se PBS com 0,5% de Tritton X-100. As ligacdes inespecificas foram
bloqueadas com BSA 3%, gelatina de peixe 0.5% e Tween 20 0.02% (pH 8.0) por 30
minutos. A amostra foi incubada com o anticorpo primario (gentilmente cedido pela
Profa. Francis Gillin) contra CWP2 em camara umida por uma hora, lavados em tampao
de bloqueio, incubados com anticorpo secundario por uma hora (Goat anti-mouse I1gG
acoplado a Alexa 488; Molecular Probes). As amostras foram lavadas em PBS,
montadas em N-Propil-Galato (Sigma) 0,2N em solucdo de glicerol:PBS na propor¢ao
de 9:1 e observados no microscopio Axioplan Upright Microscope (Zeiss — Germany).
As imagens foram capturadas em uma camera 3CCD Hamamatsu (Hamamatsu — EUA)
e a aquisicdo de imagens feita com o software da propria camera, utilizando o jogo de

filtros para observagao de FITC
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5. RESULTADOS

5.1 INIBICAO DO ENCISTAMENTO DE G. lamblia
5.1.1 Inibidores de cinases

Para avaliar a participagao da PI3K no encistamento, os parasitas foram tratados
com 1, 2 e 3uM de Wortmanina, um inibidor da PI3K que se liga ao sitio catalitico
desta cinase, no momento do estimulo ao encistamento. Como pode ser observado na
figura 2a, ndo ha diferenca significativa entre a quantidades de cistos obtidos na
preparacdo controle e as amostras tratadas (p> 0,05). Um outro inibidor da PI3K
também foi utilizado. Embora ele também se ligue ao sitio catalitico da enzima, a
ligagdo ndo ¢ idéntica. Os parasitos foram tratados com 1, 5 e 10uM de LY294002 no
momento do estimulo ao encistamento. Como pode ser observado na figura 2b, houve
uma significativa redug¢@o no encistamento apos o tratamento com droga. Com o uso de
1uM foi observada uma reducdo de 55%, o tratamento com 5uM reduziu as taxas de
encistamento em 64% e 10uM resultaram em uma redugdo de 86%, denotando um
efeito dose-dependente. Apos o teste estatistico One Way Anova, foi observada que a

reducdo em relagdo ao controle ¢ significativa para todas as concentragdes da droga.
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Figura 2- Efeito de inibidores de PI3K no encistamento de G. lamblia. Parasitos
crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas foram transferidos para o meio de
encistamento na presenca de concentragdes variadas de Wortmanina (A) ou LY294002
(B) e recolhidos ap6s 48 horas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. O
teste One Way Anova mostrou que a diferenca em relagdo ao controle ndo ¢
significativa (p>0,05) .
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Para avaliar o papel da PKC no encistamento, os parasitas foram tratados com 1,
2,3,4 e 5 pM de Staurosporina no momento do estimulo ao encistamento. Como pode

ser observado na figura 3, ndo hé diferenga significativa entre o controle e as amostras
tratadas (p> 0,05).
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Figura 3- Efeito da inibi¢do da atividade de PKC no encistamento de G. lamblia.
Parasitas crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas, transferidos para o meio
de encistamento na presenca de concentracdes variadas de Staurosporina e recolhidos
ap6s 48 horas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. O teste One Way
Anova mostrou que a diferenca em relagdo ao controle ndo € significativa (p>0,05).

Para avaliar a importancia da tirosina cinase no encistamento os parasitas foram
tratados com 10, 20 e 50 uM de Genisteina no momento do estimulo ao encistamento.
Como pode ser observado na figura 4, houve uma significativa redugao no encistamento
apo6s o tratamento com Genisteina. Com o uso de 10 uM foi observada uma reducao de
46%, o tratamento com 20 uM reduziu as taxas de encistamento em 54% e 50 uM
resultaram em uma redugdo de 83%, denotando um efeito dose-dependente da droga.
Apos o teste estatistico One Way Anova, foi observada que a reducdo em relacdo ao

controle ¢ significativa para todas as concentracdes da droga (p<0,05).
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Figura 4- Efeito da inibi¢do da atividade tirosina-cinase no encistamento de G. lamblia.
Parasitos crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas, transferidos para o meio
de encistamento na presenca de concentragdes variadas de Genisteina e recolhidos apos
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48 horas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. O teste One Way Anova
mostrou que a diferenca em relacdo ao controle e entre as concentragdes utilizadas ¢
significativa (p<0,05).

Para que somente os efeitos da droga fossem avaliados, uma curva de
encistamento foi feita apenas na presenca do diluente das drogas: DMSO. Em
concentragdes de até 0,3% ndo foi detectada diferenca significativa nas taxas de
encistamento. Contudo, a concentragdo padrao de DMSO em todos os experimentos foi

de 0,1% (figura 5).
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Figura 5- Efeito do DMSO sobre o encistamento de G. lamblia. Parasitos crescidos em
meio de pré-encistamento por 48 horas, transferidos para o meio de encistamento na
presenca de concentragdes variadas de DMSO e recolhidos apos 48 horas. As
concentragdes de DMSO refletem aquelas alcancadas na diluicdo dos diferentes
inibidores de cinases e fosfatases utilizados neste estudo. Todos os experimentos foram
feitos em triplicata. O teste One Way Anova mostrou que a diferenca em relagdo ao
controle nao ¢ significativa (p>0,05).

5.1.2 Inibidor de fosfatases

Para avaliar a participacdo de fosfatases no encistamento, os parasitas foram
tratados com 1; 2,5; 5; 10 e 50nM de acido okadaico no momento do estimulo ao
encistamento. Como pode ser observado na figura 6, ndo ha diferenca significativa entre

o controle e as amostras tratadas (p> 0,05).
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Figura 6- Efeito da inibi¢ao de fosfatases sobre o encistamento de G. lamblia. Parasitos
crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas, transferidos para o meio de
encistamento na presenca de concentracdes variadas de acido okadaico e recolhidos
apods 48 horas. O teste One Way Anova mostrou que a diferenga em relagdo ao controle
nao ¢ significativa (p>0,05)

5.1.3 Inibidor de proteassoma

Para avaliar a importancia dos proteassomas no encistamento, os parasitas foram
tratados com 1, 5, 10 uM de clastolactacistina-B-lactona no momento do estimulo ao
encistamento. Como pode ser observado na figura 7, ndo ha diferenca significativa entre

o controle e as amostras tratadas (p> 0,05).
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Figura 7- Efeito da inibigdo de proteassomas sobre o encistamento de G. lamblia.
Parasitos crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas, transferidos para o meio
de encistamento na presenca de concentracdes variadas de clastolactacistina-f-lactona e
recolhidos apds 48 horas. O teste One Way Anova mostrou que a diferenca em relagao
ao controle nao ¢ significativa (p>0,05)

5.2 ADICAO DE INIBIDORES DE CINASES EM DIFERENTES TEMPOS APOS O
ESTIMULO AO ENCISTAMENTO

Para avaliar em quais pontos do encistamento estdo atuando os inibidores de
cinases o processo de encistamento foi disparado e as drogas adicionadas em momentos
chaves do processo de encistamento. Em 6 horas, quando héa a formagao de fendas que
mais tarde serdo preenchidas pelo material que forma a parede cistica e em 18 horas,
quando hé a liberagdo do contetido das vesiculas de encistamento (Lanfredi-Rangel et
al, 2003). Com isso houve uma inibigdo maior quando a Genisteina ¢ adicionada no
momento do estimulo ao encistamento (83%). J4 no caso do LY294002 a maior
porcentagem de inibicao (97%) foi obtida quando a droga era adicionada 6 horas apds o

estimulo ao encistamento (Figura 8).

38



125+

z - T 1 0h
100+ = 6h
=3 18h

75+ *

50+

*
*** *
*
25+ *
a4
0 ==

DMSO 0,1% Genisteina 50uM  LY294002 10uM

Cistos (%)

Figura 8- Efeito de inibidores de cinases em diferentes tempos do encistamento de G.
lamblia. Parasitos foram crescidos em meio de pré-encistamento por 48 horas, e
separados em trés grupos. O primeiro foi transferido para o meio de encistamento na
presenca de 5S0uM de Genisteina ou 10uM de LY294002 e recolhidos apds 48 horas. O
segundo foi transferido para o meio de encistamento, no qual, 6 horas depois foi
acrescentado 50pM de Genisteina ou 10uM de LY294002 e recolhido apds 42 horas,
totalizando 48 horas de encistamento. O terceiro foi transferido para o meio de
encistamento, no qual, 18 horas depois foi acrescentado 50pM de Genisteina ou 10uM
de LY294002 e recolhido ap6s 30 horas, totalizando 48 horas de encistamento. O teste
mostrou que a adi¢do de 10uM de LY294002 apos 6 horas de estimulo ao encistamento
resultou em uma maior inibi¢do do encistamento de G. lamblia. J4 no caso da
Genisteina, a adicdo de 50uM apods 6 ou 18 horas resultou em uma inibigdo menos
eficiente do encistamento do parasita. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
(*) indica diferenga significativa em relacdo ao controle. (**) indica diferenca
significativa em relagdo aos outros tempos de adi¢do da mesma droga. Para os casos (*)
e (**) p<0,05, apos o teste One Way Anova.

5.3 INIBICAO DO CRESCIMENTO DE G. lamblia

Para avaliar a influéncia das drogas inibidoras do encistamento no crescimento,
o parasita foi crescido em meio TYI-S-33 modificado e apds 48 horas foram
adicionadas as drogas que provocaram inibi¢cdo do encistamento: LY294002 (inibidor
de PI3K) e Genisteina (inibidor de tirosina cinase). Neste experimento podemos
observar que o tratamento com Genisteina ndo resultou em significativa reducdo do
crescimento (p>0,05). Contudo, o crescimento de G. lamblia ¢ bastante suscetivel ao
LY?294002, que chega a inibir 85% da proliferagdo em 48 horas, na concentracdo de
10uM (Figura 9).
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Figura 9- Efeito de inibidores de PI3K e Tirosina cinases no crescimento de G. lamblia.
Parasitos foram crescidos em meio TYI-S-33 por 48 horas, quando diversas
concentragdes de Genisteina ou LY294002 foram acrescentadas. Os parasitas foram
recolhidos apds 48 horas. O teste One Way Anova mostrou que a inibi¢do do
crescimento foi significativa em relagdo ao controle no caso de 5 e 10uM de LY294002.

54 MUDANCA DE EXPRESSAO DE CWP-2 APOS TRATAMENTO COM
LY294002 E GENISTEINA

Dentre as atividades celulares disparadas com o encistamento esta a produgdo
das proteinas de parede cistica. A inibigdo do encistamento de G. lamblia pelas drogas
utilizadas pode estar alterando diversos processos que levam a diferenciagcdo. Para
avaliar se a produ¢do da CWP2 era alterada foi feito SDS-page de amostras controle
estimuladas ao encistamento por 48 horas e tratadas com Genisteina 50uM, LY294002
10uM e DMSO 0,01% no momento da indug¢do do encistamento e recolhidas apos 48
horas. A detec¢ao de CWP2 da amostra tratada com DMSO nao ¢ muito diferente do
controle, mostrando que ndo hd uma grande mudanga da expressdo de CWP2 apos o
tratamento. J4 com o tratamento com Genisteina, a marcagdo se apresenta bastante
diminuida, mostrando reducdo da expressao da proteina. Isso indica uma influéncia da
tirosina cinase na regulagdo da produgdao de CWP2. O tratamento com o inibidor de

PI3K, LY294002, ndo resultou em significante diminui¢do da deteccdo, mostrando que

40



apesar de influenciar na regulagdo da expressao das proteinas de parede cistica, a PI3K

ndo parece ter um papel tdo fundamental quanto a tirosina cinase(figura 10).
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Figura 10 — Efeito de inibidores de PI3K (LY294002) e tirosina cinase (Genisteina) na
expressdo de CWP2 em G. lamblia. Parasitos estimulados ao encistamento por 48 horas
na situagdo controle (1), na presenga de 0,1% de DMSO (2), na presenca de 50uM de
Genisteina (3), e na presenca de 10uM de LY294002 foram processados para detec¢ao
de CWP2 por western blotting. 30ug de proteina foram aplicados em cada pogo do gel.
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5.5 DISTRIBUICAO DA PROTEINA DE PAREDE CISTICA 2 NO
ENCISTAMENTO

Usando microscopia de fluorescéncia e um anticorpo contra CWP2, foi possivel
observar a distribuigdo desta proteina em volta do parasita, apos inducdo ao
encistamento por 48 horas. Também ¢ possivel observar uma distribuicao da proteina no
flagelo remanescente e na bolsa membranosa em sua base (figura 11). Assim como foi
observado por microscopia de varredura de alta resolucdo, a bolsa membranosa e o
flagelo parecem estar cobertos pelo material fibrilar que forma a parede cistica. Apos a
verificagdo de que a Genisteina inibia a producdo de CWP2, foi feita uma
imunofluorescéncia, para avaliar se o tratamento com LY294002 e Genisteina era capaz
de mudar o padrio de distribuicdo de CWP2. Na figura 12 podemos obervar a
imunofluorescéncia de parasitas tratados com 10uM de LY294002 no momento do
encistamento e recolhidos apos 48 de estimulo. As vesiculas de encistamento parecem
estar cobertas de CWP2 e ndo ha diferenca da distribuicdo do antigeno na célula. O
mesmo acontece durante o tratamento com 50uM de Genisteina. Nao € possivel obervar

uma diferenca em relag@o ao controle (figura 13).
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Figura 11 — Localizacgdo de CWP2 por microscopia de fluorescéncia de parasitas
induzidos ao encistamento em situagdo controle. Em (A) ¢ possivel observar a
distribuicdo desta proteina em volta do parasito, apos inducdo ao encistamento por 48
horas. Também ¢& possivel observar uma distribuicdo da proteina no flagelo
remanescente(seta rosa). Podemos observar a distribuicio de CWP2 nas vesiculas de
encistamento (cabeca de seta azul) e mais fracamente em um cisto com a parede cistica
ainda em formacao(cabega de seta lilds). Em (B) cabecas de seta pretas apontam
flagelos, setas pretas apontam parede cistica, (*) apontam vesiculas de encistamento.
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Figura 12 — Localizacdo de CWP2 por microscopia de fluorescéncia em parasitos
estimulados ao encistamento por 48 horas na presenga de 10uM de LY294002. Embora
ndo seja comum observarmos cistos, ja que ha uma grande inibicdo do encistamento,
podemos observar parasitos em encistamento em que a marcagdo das VEEs ¢ muito
semelhante aquela encontrada no controle (figura 11). Em (A) cabecas de seta azuis
indicam vesiculas de encistamento. Em (B) cabegas de seta pretas indicam flagelos e
DV indica disco ventral.
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Figura 13 — Localizagdo de CWP2 por microscopia de fluorescéncia em parasitas
estimulados ao encistamento por 48 horas na presenca de 50uM de Genisteina. (A) Nao
¢ possivel observar uma diferenca na distribuicdo da proteina entre o parasita tratado e o
controle (figura 11). Cabecas de seta azuis indicam vesiculas de encistamento. Cabecas

de seta pretas indicam flagelo.

46



5.6 CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA DO ENCISTAMENTO DE G. lamblia

Para avaliar o padrao de mudancas morfoldgicas observadas durante o processo
de encistamento de G. lamblia nos induzimos o encistamento do parasito como descrito
anteriormente ¢ recolhemos as células apos 12, 18, 24, 48 horas de estimulo ao
encistamento. As observacdes por microscopia eletronica de varredura de alta resolucao
revelaram profundas mudangas morfoldgicas. A figura 14a mostra o parasito em um
estagio inicial de encistamento, 12 horas apds o estimulo. Neste ponto pequenas
protrusdes na membrana podem ser observadas distribuidas por toda a superficie dorsal
do parasito. Apdés 18 horas de encistamento, as protrusdes na membrana, que
provavelmente correspondem as vesiculas de encistamento (VEEs), sdo mais
proeminentes. A por¢do caudal do corpo celular se apresenta reduzida, enquanto a
anterior estd arredondada (figura 14b). 24 horas apds o estimulo ao encistamento
grandes protrusdes de membrana podem ser vistas na superficie do parasito, que
provavelmente também correspondem a VEEs (figura 14c¢). Também apos 24 horas de
estimulo ao encistamento, a por¢do caudal do corpo celular estd quase completamente
retraida, a porcdo anterior estd ainda mais arredondada e os flagelos sdo vistos
emergindo da superficie dorsal da célula. (figura 14d). Em parasitos induzidos ao
encistamento por 48 horas, o material filamentoso que forma a parede pode ser
observado cobrindo completamente a superficie celular. E possivel observar também
um flagelo remanescente com uma bolsa fibrilar em sua base. Este flagelo também se
apresenta coberto por material fibrilar (figura 14e¢). 48 horas apds o estimulo ao
encistamento também ¢ possivel observar cistos completos, em que o material fibrilar
formador da parede cistica pode ser vista cobrindo toda a superficie do parasito (figura
14f). A microscopia eletronica de transmissdo de cistos e trofozoitas em encistamento
mostrou as estruturas tipicas (figura 15). Vesiculas de encistamento podem ser
observadas em parasitos que ainda estao no inicio do processo de diferenciagdo (figura
15a). A parede cistica pode ser bem observada, bem como a membrana do cisto (figuras
15b, 15c). Na figura 20D ¢ possivel observar o disco ventral fragmentado no interior do
cisto em formagao. Elementos da parede cistica podem ser vistos no exterior da célula,
no que parece ser o comeco da montagem da parede cistica (figura 15d). Os parasitas
tratados com DMSO se apresentaram com a mesma morfologia daquela encontrada no

controle (figura 16a ,16b)
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Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura de parasitos induzidos ao
encistamento por 12, 18, 24 e 48 horas. A — Parasito 12 horas apos indugdao do
encistamento. Superficie apresenta discretas protrusdes. B — Parasito 18 horas apds
inducdo do encistamento. Protrusdes de membrana, provavelmente VEEs (setas pretas),
e arredondamento da parte anterior e podem ser observados. C — trofozoita 18 horas
ap6s inducdo do encistamento. Protrusdes maiores de membrana, que provavelmente
correspondem a VEEs estdo presentes (cabegas de seta verdes). D — 48 horas apos o
estimulo ao encistamento o parasito se apresenta arredondado e parece haver uma
gradual diminui¢do do comprimento dos flagelos (cabeca de setas pretas), um processo
que parece ocorrer da extremidade distal em direcao ao corpo celular. E — pré-cisto
presente em amostra que foi induzida ao encistamento por 48 horas. E possivel observar
um flagelo remanescente coberto por material fibrilar € com uma bolsa membranosa em
sua base (cabega de seta lilas). F — cisto completamente formado em que o material
fibrilar formador da parede cistica pode ser observado.

49



Figura 15 - Microscopia eletronica de transmissdo de parasitos induzidos ao
encistamento por 48 horas. A — parasito em processo de encistamento. VEE indica
vesicula de encistamento. Cabecas de seta indicam vesiculas periféricas. Barra: 1um. B
— Parasito em processo de encistamento, com vesicula de encistamento (VEE) chegando
na superficie (barra 1,1um). Detalhe pode ser visto em C (barra 0,4um). Em ambas as
figuras VEE indica vesicula de encistamento e cabecas de seta indicam vesiculas
periféricas. D — Detalhe de um cisto. Membrana ¢ indicada por seta larga, vesicula
periférica ¢ indicada por cabega de seta e parede cistica, por PC. Barra 0,5um. E — cistos
completamente formados. PC indica parede cistica e seta larga indica membrana do
cisto. Barra: 2um. D — cisto em formacao, onde pode ser observada a fragmentacdo do
disco adesivo, caracteristica da formagao de cistos de Giardia lamblia. Setas finas
indicam material da parede cistica, que ainda ndo estd formada. DV indica disco ventral.
Em todos (!) indica granulos de glicogénio. Barra: 2pum.
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Figura 16 — Microscopia eletronica de transmissdo de parasitas induzidos ao
encistamento por 48 horas na presenga de 0,1% de DMSO. A e B — Cistos
completamente formados. PC indica a parede cistica e setas indicam membrana do cisto.
Em todos (!) indica granulos de glicogénio. Barras: 2pm
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5.7 AVALIACAO MORFOLOGICA DO EFEITO DOS INIBIDORES EFEIVOS DO
ENCISTAMENTO
5.7.1 Microscopia Gtica

Para uma avaliagdo geral dos efeitos dos inibidores das diferentes cinases e
fosfatases previamente citados sobre o encistamento, o mesmo material usado para
contagem da porcentagem de cistos foi observado em contraste interferencial diferencial
de Normarsky (DIC). O controle apresentou morfologia tipica (figura 17). Em relagdo
as amostras tratadas com 50uM de Genisteina, pudemos com bastante freqiiéncia
observar varias células no meio do processo de divisdo (figura 18), sugerindo que a
Genisteina possa estar tornando este processo mais lento, fazendo com que fosse mais
freqlientemente observado. As amostras tratadas com 50uM de LY294002 apresentaram
superficie repleta de pequenas protrusdes (figura 19), sugerindo aumento do niumero de

vesiculas periféricas.

5.7.2 Microscopia eletronica de transmissao
5.7.2.1 Genisteina

Para melhor compreensdo do efeito inibitorio da Genisteina, o material tratado
foi observado por microscopia eletronica de transmissao. Uma desorganizacao do
sistema endomembranar interno foi encontrada, formando estruturas membranosas
concéntricas (figura 20a, 20c e, em maior aumento, 20d). Contudo, o citoplasma das
células tratadas era aparentemente idéntico ao do controle. Na figura 20a também
observamos uma vesicula contendo material eletronlucido, além de um perfil de
membrana desorganizado.

E possivel também observar uma desorganizagdo do disco ventral, que no
trofozoita em processo de encistamento (contudo, ainda sem parede cistica) pode ser
visto fragmentado em todo o citoplasma (figuras 20b e 21a). Isto ndo acontece no
parasita ndo tratado, em que a desorganiza¢do do disco ventral ¢ observada apenas
quando o parasita j& estd na forma cistica.

Também ¢ possivel observar os efeitos em relagdo a divisdo celular. Na figura
21b este efeito fica claro, quando a por¢ao do corpo celular contendo dois ntcleos ¢
observada pronunciando-se a frente do disco adesivo voltado para direita. E o terceiro
nucleo esta localizado entre os dois discos adesivos, onde os dois nucleos antes

descritos seriam usualmente encontrados.
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Além destes efeitos, em menor grau, também ha desorganizagcdo das vesiculas
periféricas. Enquanto no controle as vesiculas periféricas aparecem em seu maior eixo,
paralelas a membrana em apenas uma linha, ap6s o tratamento com 50uM de Genisteina

as vesiculas aparecem perpendiculares a membrana e organizadas em mais de uma

fileira (figura 20c).

5.7.2.2 LY294002

Para conhecer os efeitos ultraestruturais causados pelo tratamento de G. lamblia
com 10 pM do inibidor de PI3K, LY294002, os parasitas tratados foram processados
para microscopia eletronica de transmissdo. O efeito mais evidente foi a intensa
desorganizagdo das vesiculas periférias. Além de perderem sua usual organizacdo
paralela a membrana plasmatica, estas vesiculas podem ser vistas espalhadas por todo o
citoplasma, inclusive proximas ao nucleo e as vesiculas de encistamento (figuras 22a e
23a). Algumas destas vesiculas possuem perfis de membrana em seu interior, sugerindo
uma desorganizacdo do sistema endo-lisossomal, além de uma desorganizagdo
membranar. Estruturas similares a figuras de mielina menos organizadas também foram
encontradas, similares aquelas vistas durante o tratamento com Genisteina, contudo,
estas membranas se apresentavam mais frouxas, formando uma grande vesicula

contendo diversos perfis de membrana (figura 23b).

5.8 EFEITO DO INIBIDOR DE PI3K NA CAPACIDADE ENDOCITICA DE Giardia
lamblia

Quando se observam as micrografias eletronicas de parasitas tratados com 10uM
de LY294002, nota-se claramente a desorganizagdo das vesiculas periféricas, o que
poderia significar uma desorganizacdo do sistema endo-lisossomal. Para testar esta
hipotese foi utilizado o Lucifer Yellow, uma substancia fluorescente que entra nas
células por endocitose. Parasitas induzidos ao encistamento por 48 horas na presenga ou
ndo do inibidor de cinase foram observadas por microscopia de fluorescéncia apos
ensaio de endocitose. Nas células controle uma marcagdo pontual foi observada,
consistente com as descri¢des de vesiculas periféricas (figuras 24a e 24b). Nas células
tratadas a marcagdo se apresenta similar ao controle (figuras 24¢ e 24d), mostrando que

ndo parece haver uma mudancga na capacidade endocitica.
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Figura 17- Microscopia Optica de contraste interferencial diferencial de Normarsky
(DIC) de parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas, utilizando-se o meio normal
de encistamento. Setas mostram parede cistica.
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Figura 18- Microscopia Optica de contraste interferencial diferencial de
Normarsky(DIC) de parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas na presenca de
50uM de Genisteina. Diversas células em processo de divisao foram observadas.
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Figura 19- Microscopia Optica de contraste interferencial diferencial de Normarsky
(DIC) de parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas na presenca de 10uM de
LY294002. Diversas células apresentaram superficie repleta de pequenas protrusdes

(setas).
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Figura 20 — Microscopia eletronica de transmissdo de parasitas induzidos ao
encistamento por 48 horas na presenca de 50uM de Genisteina. A — parasito com
desorganizacdo interna das membranas, formando figuras concéntricas. Barra 2um. B —
Parasita apresenta desorganizagdo interna das membranas e desorganizagdo do disco
ventral. Barra: S5um. C — Parasito apresenta diversas figuras de mielina menos
organizadas, além de leve desorganizagdo das vesiculas periféricas. Barra: 2um. D —
maior aumento mostrando desorganizacdo membranar. Em todos (!) indica granulos de
glicogénio. Barra: 2um.
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Figura 21 — Microscopia eletronica de transmissdo de parasitas induzidos ao
encistamento por 48 horas na presenga de 50uM de Genisteina. A — Parasito com
desorganizacdo do disco ventral, em que esta estrutura pode ser observada dentro de
grandes vesiculas (+). Barra 2um. B — parasito apresentando 3 nucleos e 2 discos
ventrais. Posi¢des ndo consistentes com divisdo celular normal. Barra: Suym. Em todas
as figuras: N indica nucelo, DV indica disco ventral, setas indicam vesiculas periféricas,
F indica flagelo, (*) indica figuras concéntricas de membrana, (+) indica vesicula
contendo fragmento de disco ventral, (!) indica granulos de glicogénio.
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Figura 22 — Microscopia eletronica de transmissdo de parasitas induzidos ao
encistamento por 48 horas na presenca de 10uM de LY294002. A — parasito maior do
que o normal, em que podem ser observadas figuras membranosas concéntricas. Ha
também intensa desorganizagdo das vesiculas periféricas. VP indica vesiculas
periféricas, F indica flagelos, RE indica reticulo endoplasmatico, DV indica disco
ventral, (*) indica figura concéntrica membranar, (!) indica granulos de glicogénio.
Barra: Spm.
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Figura 23 — Microscopia eletronica de transmissdo de parasitas induzidos ao
encistamento por 48 horas na presenca de 10uM de LY294002. A — dramatica
desorganizac¢do das vesiculas periféricas. Barra: 2um. B — desorganizacdo de vesiculas
periféricas, que aparecem perpendiculares a membrana. Barra: 2um. Em todas as
figuras: VP indica vesiculas periféricas, F indica flagelos, RE indica reticulo
endoplasmatico, DV indica disco ventral, (*) indica figura concéntrica membranar, (!)
indica granulos de glicogénio.

61



Figura 24 — A e B — Parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas e, posteriormente
incubados com Lucifer Yellow. A — Setas apontam aciimulo de material fluorescente,
correpondente ao tragador endocitado. B — (*) indicam vesiculas de encistamento. C e D
— Parasitos induzidos ao encistamento por 48 horas na presenga de LY294002 e,
posteriormente incubados com Lucifer Yellow. C — Setas apontam acimulo de material
fluorescente, correpondente ao tracador endocitado. D — (*) indicam vesiculas de
encistamento.
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6. DISCUSSAO

6.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO

A evidente inibi¢ao do crescimento de G. lamblia por 10uM de LY294002
mostra que a PI3K atua também sobre a proliferacdo deste parasito. Contudo nao
observamos parasitos no meio do processo de divisdo, sugerindo que a citocinese ndo ¢
regulada por esta cinase. Martinez-Gac e colaboradores (2004) apontam a PI3K como
uma molécula indispensavel para sinalizar a entrada no ciclo celular, o que corrobora os
dados de prejuizo a divisao celular com o uso de LY294002. Cox e colaboradores
(2006) trataram trofozoitas de G. lamblia com LY294002 por 48h ¢ também
observaram grande inibicdo do crescimento, contudo a curva de crescimento durava
apenas 48horas, e a droga era adicionada nas concentracdes de 25 a 200uM, no
momento do indéculo. Com isso sugere-se fortemente que a PI3K, além de estar presente
em G. lamblia, esteja participando da regulagdo da divisdo celular. A PI3K pode
disparar diversos sinais mitogénicos (Krasinilkov, 2000). Parece entdo claro que a
inibi¢ao da PI3K pode levar a diminui¢ao do crescimento.

O tratamento com 50uM de Genisteina ndo inibiu o crescimento de G. lamblia.
Ja em epimastigotas de Trypanosoma cruzi, apenas 5uM da droga resultaram em
significativa diminui¢do do crescimento (Braga e De Souza, 2006). A tirosina cinase
pode ndo ser uma molécula tdo fundamental para a regulacdo da divisdo celular em G.
lamblia, ou a quantidade de inibidor utilizada nao foi suficiente para impedir a acdo
desta cinase. Parece divergente que o efeito do inibidor de cinases de tirosina nao tenha
um efeito tdo claro, ja que a via da PI3K esta downstream da via da tirosina cinase
(Sebolt-Leopold e English, 2006). Contudo, pode ocorrer uma reorganiza¢do da cascata
de sinalizacdo e a atividade diminuida da tirosina cinase pode resultar em um aumento
da expressdo de outra molécula, compensando esta inibigdo. Além disto, a adi¢ao da

droga na fase Log poderia modificar o efeito da mesma.

6.2 ACAO DE INIBIDORES SOBRE O ENCISTAMENTO

Todas as drogas usadas, com exce¢do da clastolactacistina-f-lactona, foram
diluidas em DMSO. Para garantir que os efeitos observados provinham da acdo da
droga e nao do seu diluente, foi necessario fazer uma avaliacdo do efeito do DMSO
sobre as taxas de encistamento. O uso de até 0,3% de DMSO ndo alterou

significativamente as taxas de encistamento, demonstrando que os possiveis efeitos das
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drogas a serem testadas seriam realmente fruto de sua agdo. Em todos os experimentos
posteriores o DMSO foi usado em concentragdo que nao ultrapassou 0,1%. A
microscopia otica revelou uma morfologia dos cistos compativel com o controle.

O tratamento com Genisteina reduziu drasticamente as taxas de encistamento.
Como esta droga ¢ um inibidor amplo das cinases de tirosina, que ¢ uma familia grande
e variada de cinases, podemos afirmar que estas enzimas participam da sinalizagdo que
leva ao encistamento. Outros grupos ja haviam observado a importancia da familia das
cinases de tirosina na diferenciacdo. Kuhn e Wiese (2005) sugeriram que uma MAP
cinase (uma enzima que atua em conjunto a familia das cinases de tirosina) pudesse
estar regulando a diferenciagdo de Leishmania mexicana. Em trabalho recente, Daoud ¢
colaboradores (2006) demonstraram que a Genisteina inibia a diferenciagdo de
trofoblastos humanos em sincicio, mostrando que as cinases de tirosina possuiam um
importante papel na diferenciagdo dos tecidos. Isto indica que mudangas externas
podem ser traduzidas em mudancas de comportamento internas com a “traducao” de
cinases de tirosina. Em G. lamblia as cinases de tirosina parecem ter um papel
importante na diferencia¢do do parasito.

O tratamento com Wortmanina ndo resultou em reducdo significativa da taxa de
encistamento, inclusive utilizando doses micromolares do inibidor. Contudo, Makioka e
colaboradores (2001b) obtiveram notoria redugdo do encistamento de E. invadens apos
tratamento com wortmanina. Cox e colaboradores (2006) em seu artigo sobre a
descoberta de duas putativas PI3K em G. lamblia (Gipi3kl e Gipi3k2) comentaram
sobre a sua falta de sucesso na reducao das taxas de crescimento pela Wortmanina. Esse
composto se liga covalentemente ao sitio de ligacdo com o ATP da PI3K, tirando a
capacidade da enzima de transferir um grupamento fosfato para o fosfatidilinositol
(Walker et al, 2000). Contudo a analise do cDNA da PI3K de Giardia mostrou uma
grande inser¢ao de aminoacidos exatamente no sitio de ligagdo da proteina com o ATP
(Cox et al, 2006). Esta inser¢@o pode ter afetado o posicionamento dos aminoacidos em
que a Wortmanina se liga, o que poderia explicar a ineficiéncia desta droga em impedir
o crescimento ¢ diferenciacdo de G. lamblia.

Ja a utilizagdo de um outro inibidor de PI3K, o LY294002, mostrou ser bastante
eficaz na diminuicdo nos niveis de encistamento na concentragdo de 10uM. Este
resultado € corroborado pelos trabalhos de Cox e colaboradores (2006) e Hernandez e
colaboradores (2007), em que a existéncia de PI3K em G. lamblia ja foi apontada. Além

disto, parece haver um aumento da expressdo desta proteina durante o encistamento,
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sugerindo fortemente a participacdo desta cinase na transducao de sinal que leva a
diferenciacdo. A PI3K ¢ comumente ativada pela tirosina cinase (Sebolt-Leopold e
English, 2006) e ambas parecem estar envolvidas nas vias de sinaliza¢do que levam ao
encistamento de G. lamblia.

A adi¢do de Staurosporina no momento da inducao ao encistamento nao resultou
em significativa redugdo da taxa de encistamento de G. lamblia. Contudo Bazan-Tejeda
e colaboradores (2007) mostraram que o tratamento com outros inibidores de PKC
como bisindolilmaleimida-I, Cloreto de Queleritrina e Calfostina C resultou em
diminui¢do de até 40% da taxa de encistamento em relagao ao controle. Em E. invadens,
Makioka e colaboradores (2000c; 2000d) mostraram a importancia da PKC para a
diferencia¢do utilizando diversos inibidores da proteina cinase C (inclusive a
Staurosporina). Quando este resultado ¢ observado, ¢ possivel perceber que a PKC
parece participar da diferenciacdo ndo s6 de G. lamblia, mas também de outros
protozoarios. Contudo, ineficiéncia da inibicdo do encistamento pela Staurosporina e
pelo acido okadaico ndo pode ser considerada surpreendente. A divergéncia entre este
parasita e as células de mamiferos, onde este inibidor foi inicialmente utilizado
(Tamaoki et al, 1986) ¢ muito grande, o que pode significar que ela ndo atue na PKC de
G. lamblia.

O uso do acido okadaico ndo inibiu o encistamento de G. lamblia. Contudo,
recentemente, Lauwaet e colaboradores (2007) sequenciaram uma fosfatase do tipo 2A
em G. lamblia. Utilizando RNA, este grupo demonstrou que esta enzima era importante
para o encistamento do parasita, ja que a diminui¢do da expressao da fosfatase 2A inibiu
a formacao das vesiculas de encistamento.

O tratamento com clastolactcistina-f-lactona ndo causou uma diminui¢do
significativa da taxa de encistamento de G. lamblia. Gonzalez e colaboradores (1999)
observaram que a lactacistina (forma ndo aquosa da clastolactacistina-f-lactona) foi
capaz de inibir completamente o encistamento de Entamoeba invadens na concentrago
de 10uM. Makioka e colaboradores (2002) mostraram que a clastolactacistina-f3-lactona
foi o inibidor mais potente do encistamento de E. invadens. Entretanto, ndo foi
observado efeito inibitorio em G. lamblia. Stefanic e colaboradores (2006) ja
apontavam a ineficiéncia do bloqueio do encistamento pela lactacistina. Contudo, neste

mesmo trabalho, Stefanic e colaboradores apontam a migragdo de proteassomas para as
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ESVs, sugerindo que estes possam ter um papel importante na formagao da parede
cistica.

A grande divergéncia deste parasito em relacdo aos outros eucariotos (Keeling,
2007) pode explicar estes fenomenos. Assim como a actina (Drouin et al, 1995), a PKC,
as fosfatases de proteina e¢ os proteassomas de G. lamblia podem ser bastante
divergentes daqueles de outros seres eucarioticos. Isto modificaria a susceptibilidade
deste parasito as drogas usadas como inibidores destas moléculas e estruturas, o que

explicaria a ineficiéncia no uso de determinados inibidores em G. lamblia.

6.3 ADICAO DOS INIBIDORES EM DIFERENTES TEMPOS APOS O ESTIMULO
AO ENCISTAMENTO

Quando o LY294002 foi adicionado apds seis horas de encistamento pudemos
observar uma grande inibi¢do da diferenciagdo, que foi superior ao observado quanto a
droga foi adicionada no momento do estimulo ou 18 horas depois. Seis horas apos o
estimulo para diferenciagdo, Lanfredi-Rangel e colaboradores (2003) descreveram a
presenga abundante de fendas, que posteriormente seriam preenchidas por material
formador da parede cistica. Ou seja: nesta etapa ocorreria o comeco do transporte dos
agucares ¢ proteinas da parede. Isto sugere uma participagdo mais efetiva da PI3K
durante a fase inicial deste transporte, possivelmente durante a formacdo das fendas.
Apods 18 horas de encistamento, o material formador da parede cistica estd sendo
exocitado e ha fusdo das VEEs com a membrana externa (Lanfredi Rangel, 2002; Lujan
et al, 1997). Aparentemente este processo ndo tem uma regulagdo tdo dependente de
PI3K quanto a formacao das fendas, contudo, a alta taxa de inibi¢do, mesmo quando a
droga ¢ adicionada 18 horas ap6s o estimulo para o encistamento, sugere que 0s
fenomenos que ocorrem durante esta etapa também sejam, de certa forma regulados
pela PI3K, ou alguma molécula sinalizadora downstream desta via.

O tratamento com Genisteina em diferentes tempos apds o estimulo ao
encistamento produziu efeitos diferentes. Quando o inibidor era adicionado no momento
do estimulo ao encistamento, a taxa de encistamento diminuiu mais do que quando a
droga foi adicionada seis horas apos o estimulo a diferenciagdo. A adi¢do do inibidor
seis ou 18 horas ap6s o estimulo ao encistamento suscitou uma mudanca menor da taxa
de diferenciacdo. Contudo, ndo ha diferenga significativa entre adicionar a droga seis ou
18 horas apds o estimulo ao encistamento. Ao contrario do que aconteceu com o

tratamento com LY294002, a etapa do encistamento mais prejudicada pela acdo da
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Genisteina foi a inicial. E possivel que a propria ativagdo dos genes especificos do
encistamento esteja sendo prejudicada, contudo estudos mais detalhados sobre o
comportamento da maquinaria nuclear durante a acdo dos inibidores sdo necessarios

para melhor avaliar sua a¢do na diferenciagdo.

6.4 PRODUCAO E DISTRIBUICAO DE CWP2 EM PARASITAS TRATADOS COM
GENISTEINA E LY294002 NO MOMENTO DO ESTIMULO AO ENCISTAMENTO

O western blotting indicou a diminui¢do da produgdo de CWP2 quando o
parasita era tratado com Genisteina no momento do encistamento. Contudo, a producdo
de CWP2 ndo parece ser afetada por LY294002. Nuckolls e colaboradores (1996)
observaram que, em Dictyostelium discoideum, a perda da funcionalidade do gene SplA
(que codifica uma proteina tirosina cinase) promoveu a lise das spore cells antes de
completar a diferenciacdo. Também para este protozodario, a acdo da tirosina cinase
parece ser essencial para a diferenciacdo, assim como observado para G. lamblia.
Apesar do resultado mostrar uma producdo de CWP2 normal apos tratamento com
LY294002, Cox e colaboradores (2006) demonstraram um aumento da expressdo de
Gipi3k2 durante o encistamento, sugerindo a participagdo desta cinase na diferenciacdo.
O resultado da contagem de cistos também revelou que a PI3K parece ser essencial
durante o encistamento, embora, aparentemente, ela ndo regule a produ¢ao de CWP2.

A partir dai, foi necessario observar a distribui¢do desta proteina no parasito em
encistamento em comparagdo aqueles tratados com Genisteina ou LY294002. O
resultado obtido ndo sugere uma mudanca na distribuicdo desta proteina durante o
encistamento. As VEEs parecem ser do mesmo tamanho ¢ a distribuicdo ¢
aparentemente a mesma. Os cistos formados possuem a proteina distribuida em toda a
extensdo da parede. O uso de uma técnica mais precisa, como a imunocitoquimica, ¢
necessaria para avaliar se a distribuicdo desta proteina muda quando o parasita ¢

induzido ao encistamento na presenca de Genisteina e LY294002.

6.5 MORFOLOGIA DO ENCISTAMENTO
Durante o encistamento dramaticas mudangas ocorrem em relagdo ao
metabolismo e morfologia dos trofozoitas, que se transformam em cistos, internalizando

os flagelos e quebrando o disco adesivo e armazenando-o no citoplasma. A parede
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cistica ¢ formada por proteinas ¢ agucar (Mowatt et al., 1995; Lujan et al., 1995;
Gerwig et al., 2002; Sun et al., 2003). As imagens obtidas por meio de microscopia
eletronica de varredura mostraram a deposicdo de filamentos da parede cistica,
arredondamento do parasita e presenga de um flagelo remanescente (também observado
por Erlandsen et al, 1996). Foi também possivel observar a deposigdo de material
filamentoso neste flagelo, com a microscopia de fluorescéncia e marcacdo com
anticorpo contra CWP2, foi constatado que este material que cobre o flagelo possui esta
proteina de parede cistica em sua composi¢do. Lanfredi-Rangel e colaboradores (2003)
propuseram uma seqliéncia em que as etapas do encistamento acontecem. Suas
observagdes por meio de microscopia eletronica de transmissdo mostraram o
aparecimento de fendas preenchidas por material eletrondenso apds 12 horas de
encistamento. Esta observacdo ¢ consistente com nossos resultados, em que as primeiras
protrusdes de membrana podem ser observadas.

Elmendorf e colaboradores (2003) ja assinalavam a quebra dos flagelos e disco
ventral de G. lamblia durante a transformagdo de trofozoita para cisto. Talvez este
remodelamento possa levar ao deslocamento dos axonemas do flagelo, levando as
mudangas na posi¢do destes flagelos durante o encistamento, como foi observado em

microscopia eletronica de varredura.

6.6 LY294002 E GENISTEINA DESORGANIZAM ESTRUTURAS INTERNAS DE
PARASITAS EM ENCISTAMENTO

ApoOs o tratamento com Genisteina diversas “figuras de mielina” foram vistas.
Essa desorganizagdo das membranas internas também pdde ser observada por Braga e
De Souza (2006). Existem dois tipos de cinases que podem fosforilar residuos de
tirosina em diversas proteinas: os receptores tirosina cinase € as proteinas tirosina cinase
(Hubbard e Till, 2000). Estas moléculas sdo capazes de iniciar diversas vias de
sinalizagdo, chegando a ativar ndo s6 a PI3K, como outras cinases (Sebolt-Leopold e
English, 2006). Por isso, a inibicdo das cinases de tirosina pode resultar na inibi¢do de
diversas vias de sinalizagdo. Em neurdnios de camundongos, a utilizagdo de um inibidor
de src cinase (um membro da familia das cinases de tirosina) inibiu a exocitose das
vesiculas sinapticas (Baldwin et al, 2006). Analogamente, em G. lamblia, poderia estar
ocorrendo um impedimento da exocitose, diminuido o encistamento e levando a
desorganizagdo membranar observada por MET. Recentemente, Ma e Sayeski (2007)

identificaram a tubulina como um substrato para a Jak2 (uma proteina da familia das
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cinases de tirosina), indicando a interagdo das cinases de tirosina com o citoesqueleto de
microtibulos. Uma inibi¢do das cinases de tirosina poderia estar desestabilizando o
citoesqueleto de G. lamblia, levando a desorganizacdo do citoesqueleto observada por
MET.

Apos o tratamento com LY294002 diversas mudangas ultraestruturais foram
observadas nos parasitas tratados. A desorganizacdo das vesiculas periféricas foi
bastante marcante. Onishi e colaboradores (2007) assinalaram a importancia do sistema
de sinalizacdo PI3K/Akt para regulacdo da estabilidade dos microtubulos nos
fibroblastos. Em G. lamblia, a diminuicdo da atividade da PI3K poderia estar
comprometendo o citoesqueleto e, assim, a organizagdo interna das organelas. Uma
intensa desorganizagdo das membranas também foi observada, assim como aquela
encontrada em parasitas tratados com Genisteina, o que pode significar um papel
importante da PI3K em G. lamblia na manutengéo e fusdo de membranas, como ja foi
demonstrado por Davidson (1995) no caso do transporte retrégrado para os lisossomos.
Efeitos semelhantes aqueles vistos com tratamento por Genisteina ja eram esperados, ja
que a PI3K ¢ uma cinase downstream de alguns subtipos de tirosina cinases (Sebolt-

Leopold e English, 2006).

6.7 ENDOCITOSE EM PARASITAS TRATADOS COM LY294002

Micrografias eletronicas de transmissdo de parasitos tratados com LY294002
mostraram uma intensa desorganizagdo das vesiculas periféricas, que fazem parte do
sistema endo-lisossomal de G. lamblia (Lanfredi-Rangel et al., 1998). Ja que a PI3K
também regula o transporte para os lisossomos (Davidson, 1995), seria possivel que a
funcionalidade do sistema endocitico estivesse prejudicada. A fim de investigar esta
questdo, um ensaio de endocitose foi feito. O marcador escolhido foi o Lucifer Yellow,
que entra na célula por endocitose. O ensaio de endocitose nao mostrou consideravel
diferenga entre as células controle (induzidas ao encistamento por 48 horas) e aquelas
tratadas com 10uM de LY294002 no momento do encistamento (e que permaneceram
no meio de encistamento por 48h). Como para que seja feito o ensaio de endocitose €
necessario que a célula esteja aderida, pode ser que os parasitas verdadeiramente
prejudicados tenham uma menor capacidade de adesdo e tenham sido perdidos com a
lavagem. Por isso este resultado negativo ndo ¢ suficiente para mostrar que a capacidade

endocitica de G. lamblia permanece a mesma apds o tratamento com esta droga.
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7. CONCLUSOES

Com base nas observagdes feitas em microscopias Optica e eletronica de varredura e de

transmissao do processo de encistamento de G. lamblia, podemos concluir que:

O flagelo ¢ a tltima estrutura de microtibulos a ser internalizada

Ha deposi¢do de proteinas de parede cistica e material formador da parede no
flagelo remanescente do cisto de G. lamblia

As cinases de tirosina e a PI3K estdo envolvidas na regulagdo do encistamento
A cinase de tirosina parece atuar nas etapas iniciais do encistamento e PI3K
parece estar envolvida em etapas mais tardias.

As cinases de tirosina participam da regulagdo das proteinas de parede cistica

As cinases de tirosina e a PI3K ndo parecem atuar na distribuicdo de CWP2
Durante a fase Log a PI3K parece ser importante para a regulacao da
proliferagdo celular

As cinases de tirosina e a PI3K parecem atuar na organizacdo interna de
membranas e citoesqueleto

A PI3K pode néo estar envolvida na endocitose de G. lamblia
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