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Resumo

As doencas parasitarias, sobretudo as causadas por protozoarios,
constituem um dos principais problemas de Saude Publica nos paises em
desenvolvimento, inclusive no Brasil. Dentre elas, podemos destacar a giardiase,
uma infecgdo do trato digestorio que é causada pelo protozoario Giardia
intestinalis. A giardiase é uma das parasitoses mais comuns em todo o mundo e
esta incluida na Iniciativa de Medicamentos para Doencgas Negligenciadas da
Organizagcdo Mundial da Saude (DNDi/OMS) desde 2004. O tratamento da
giardiase baseia-se em farmacos da classe dos 5-nitroimidazéis e
benzimidazois, que apresentam uma série de efeitos adversos. Além disso,
cresce a cada ano o relato de resisténcia parasitaria aos compostos de uso
clinico. Desta forma, a busca por novos farmacos mais eficientes e seguros
para o paciente é de extrema importancia. Os inibidores de topoisomerase
tornam-se alternativas interessantes uma vez que essas moléculas mostram
atividade antiparasitaria. Frente a isto, no presente estudo estamos avaliarmos
os efeitos de trés inibidores de topoisomerase |l, o acido nalidixico, a enoxacina
e a norfloxacina, em trofozoitos de G. intestinalis. Dentre os compostos
avaliados, o sal sédico do acido nalidixico demonstrou a maior eficiéncia,
reduzindo tanto a proliferacdo quanto a atividade metabdlica do parasito,
obtendo um valor de ICsp de 4,3 uM e um indice de seletividade de 62,97. As
analises por microscopia eletronica de varredura (MEV) revelaram a retragao da
regido caudal da célula, bem como a diminuicdo do numero de flagelos
externalizados apdés o tratamento. Complementarmente, a microscopia
eletrénica de transmissao (MET) evidenciou a formacao de vacuolos contendo
figuras mielinicas, bem como a presenga de flagelos em vacuolos, apos a
incubagdo com o composto sal sédico do acido nalidixico. Os ensaios do ciclo
celular indicaram um aumento na porcentagem de células na fase G2/M apds a
exposi¢cao ao farmaco. Os dados apresentados reforcam que os inibidores de
topoisomerase |l exercem efeitos significativos sobre a proliferacdo e a
organizagao estrutural dos trofozoitos de G. intestinalis, indicando seu potencial
como alternativas promissoras no desenvolvimento de farmacos para o

tratamento da giardiase.

Palavras-chave: Reposicionamento de farmacos; tratamento giardiase.



Abstract

Parasitic diseases, especially those caused by protozoa, are one of the
main public health problems in developing countries, including Brazil. Among
them, we can highlight giardiasis, an infection of the digestive tract caused by
the protozoan G. intestinalis. Giardiasis is one of the most common parasitic
diseases worldwide and has been included in the World Health Organization's
Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi/WHO) since 2004. Treatment of
giardiasis is based on drugs from the 5-nitroimidazole and benzimidazole
classes, which have a series of side effects. Additionally, reports of parasitic
resistance to compounds in clinical use are increasing annually. Therefore, the
search for new, more efficient and safer drugs for patients is extremely important.
Topoisomerase inhibitors are an interesting alternative, as these molecules
exhibit antiparasitic activity. Given this, in the present study we are evaluating
the effects of three topoisomerase Il inhibitors, nalidixic acid, enoxacin and
norfloxacin, on G. intestinalis trophozoites. Among the compounds evaluated,
the sodium salt of nalidixic acid demonstrated the greatest efficiency, reducing
both the proliferation and the metabolic activity of the parasite, obtaining an 1Cso
value of 4.3 yM and a selectivity index of 62.97. Scanning electron microscopy
(SEM) analyses revealed retraction of the caudal region of the cell, as well as a
decrease in the number of externalized flagella after treatment. In addition,
transmission electron microscopy (TEM) revealed the formation of vacuoles
containing myelin figures, as well as the presence of flagella within these
vacuoles, following incubation with the sodium salt of nalidixic acid. Cell cycle
assays indicated an increase in the percentage of cells in the G2/M phase after
drug exposure. The data presented reinforce that topoisomerase Il inhibitors
exert a significant effect on the proliferation and structural organization of G.
intestinalis trophozoites, indicating their potential as promising alternatives in the

development of drugs for the treatment of giardiasis.

Keywords: Drug repositioning; giardiasis treatment.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Giardia intestinalis

O protozoario Giardia intestinalis, também denominada Giardia
lamblia ou Giardia duodenalis (Fig. 1), € um enteroparasito zoonético
extracelular e ndo invasivo, que se adere ao intestino delgado de
hospedeiros vertebrados, ocasionando a patologia diarreica denominada
giardiase (CERNIKOVA et al., 2018). A Giardia intestinalis foi descrita pela

primeira vez em 1681 por Antonie van Leeuwenhoek, ao examinar suas

préprias fezes diarreicas usando um microscopio rudimentar de lente Unica.

Em 1859, o médico checo Vilém DuSan Lambl forneceu uma descrigao
mais detalhada, classificando erroneamente o microrganismo no género
Cercomonas e denominando-o Cercomonas intestinalis. Posteriormente,
alguns pesquisadores batizaram o género em sua homenagem, enquanto
outros associaram seu nome as espécies que acometem humanos. Desde
a década de 1980, o uso da denominagao G. duodenalis foi incentivado
por alguns estudiosos, enquanto, na década de 1990, outros
pesquisadores promoveram a adogdo do nome G. intestinalis (ADAM,
2001).

Trata-se de um protozoario flagelado pertencente a Classe
Zoomastigofora e a Ordem Diplomonadida, integrando a Familia
Hexamitidae (ADAM, 2001). Seu ciclo de vida compreende duas formas
principais: a trofozoitica, responsavel pela manifestagao clinica da doenca,
e a cistica, envolvida na transmissdo do parasito (GUTIERREZ, 2017). G.
intestinalis compreende oito grupos ou genotipos distintos, geneticamente
heterogéneos, os quais s&o organizados em categorias designadas de A
a H, cotados de acordo com o hospedeiro dominante como mostrado no
Quadro 1: (1) G. intestinalis comumente infecta humanos e demais
mamiferos; (2) Giardia muris identificada em roedores; (3) Giardia agilis
em anfibios; (4) Giardia ardeae em gargas, (5) Giardia psittaci em aves; (6)
Giardia microti em ratazanas; (7) Giardia peramelis em quenda; (8) Giardia
cricetidarum em hamster (GRUTTNER J et al., 2023; LYU et al., 2018).
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Figura 1. G. intestinalis visualizadas usando diferentes técnicas de
microscopia. (a) Trofozoitos corados com Giemsa, observados por microscopia
de luz. (b) Superficie ventral do trofozoito, observada por microscopia eletrénica
de varredura. (c) Corte transversal do trofozoito observado por microscopia
eletrénica de transmissao, evidenciando suas principais estruturas. N- Nucleos; D
- Disco ventral; PVs - Vesiculas periféricas; AXs - Axonemas; F - Flagelos; ER-
perfis do reticulo endoplasmatico; FL- Flange. (Imagem 1a: Lipoldova, 2014;
Imagem 1b-c: Benchimol et al., 2023).
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13

G. intestinalis

Mamiferos, incluindo
seres humanos e caes

Forma de pera com corpos
medianos em forma de garra

Mais longo e delgado que G.

G. agilis Anfibios intestinalis
G. ardeae Gargas Semelhante a G. intestinalis
Os trofozoitos sdo geralmente
G. cricetidarum Hamster maiores e mais robustos do que a

maioria dos outros

Ratos-do-campo e ratos-

G. microti . Semelhante a G. intestinalis
almiscarados
Mais curto e mais redondo
G. muris Roedores que G. intestinalis, corpo mediano
pequeno e arredondado
G. psittaci Passaros psitacideos Semelhante a G. intestinalis

G. peramelis

Quenda

Semelhante a G. intestinalis

Quadro 1: Espécies de Giardia e seus hospedeiros. Diferentes espécies,
hospedeiros e morfologia séo indicados. Fonte: GUTIERREZ, 2017.

Apesar de ser uma célula eucaridtica, o parasito exibe varias

propriedades procariéticas, tais como SSU rRNA (Small subunit ribosomal
ribonucleic acid, 1453 bases) de tamanho procariético e enzimas
metabolicas similares as enzimas de bactérias. Em razdo disso, possui
grande importancia nos estudos de evolugdo de organismos, uma vez que
se identificaram semelhangas entre o gene cpn60 de Giardia e um gene da
a-proteobactéria, considerada evolutivamente mais préximo dos

procariontes que originaram as mitocéndrias (ROGER et al., 1998). Nesse
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contexto, foi proposto que, em algum estagio evolutivo, G. intestinalis pode
ter possuido mitocdndrias, mas as perdeu ao longo do tempo como parte
de seu processo de adaptacdo. Dessa forma, G. intestinalis € um eucarioto
altamente diverso, o que proporciona oportunidades uUnicas para a
obtencédo de informacdes fundamentais sobre os principais atributos das
células eucaridticas, além de possibilitar a identificagdo de novos

mecanismos moleculares (SVARD et al., 2003).

1.2. Giardiase

Por muito tempo a giardiase estabeleceu-se como uma doenga
subestimada e negligenciada, apesar de seu elevado numero de casos em
nivel global. Isso se deve, em grande parte, ao fato de a maioria dos
individuos ser assintomatica ou manifestar apenas diarreia como sintoma
mais evidente (FUSARO et al., 2022). Em maior parte, a prevaléncia da
giardiase € um dos melhores indicadores do status socioecondmico de
uma regiao e pode estar associada a diversos determinantes, como
contaminagao da agua e de alimentos, instalagdes sanitarias inadequadas,
deficiéncia no saneamento basico e pobreza (BELO et al., 2012). Embora
seja prevalente em locais onde ha condi¢des precarias de vida, a giardiase
pode acometer individuos em qualquer classe social e econdmica. No
Brasil, apesar dos avangos na infraestrutura e nos niveis educacionais nos
ultimos anos, persistem disparidades regionais significativas. Na regiao
Sudeste, 82,3% das residéncias possuem sistemas de saneamento
adequados, enquanto na regido Norte essa cobertura é de apenas 22,4%.
Grande parte dessa desigualdade resulta das diferengcas nos servigos de

saneamento entre as distintas regides do pais (COELHO et al., 2017).

Além de fazer parte do grupo das Doengas Diarreicas Agudas
(DDAs) no Brasil, em 2004, a giardiase foi incorporada a Iniciativa sobre
Doencgas Negligenciadas da Organizagdao Mundial da Saude (NDI/OMS)
(SAVIOLI et al., 2006). As doengas negligenciadas englobam um grupo de
doencas  parasitarias, bacterianas ou virais que  ocorrem

predominantemente em regides de clima tropical e subtropical. Essas
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doencgas desenvolvem-se, sobretudo, em paises subdesenvolvidos, onde a
pobreza € amplamente disseminada e o acesso ao saneamento basico é
limitado. De acordo com Savioli et al. (2006), as doengas negligenciadas
causadas por protozoarios intestinais sdo comuns em todo o mundo. A

Organizagdo Mundial da Saude estima que essas doengas resultem em

mais de 500 mil casos e gerem custos superiores a 100 milhdes de ddlares.

Segundo dados epidemiologicos, a giardiase afeta cerca de 33% da
populagdo em paises emergentes, enquanto nos paises de alta renda, sua
prevaléncia é de aproximadamente 2% entre os adultos e de 6 a 8% entre

as criangas.

A giardiase pode se manifestar de diversas formas no individuo,
apresentando uma ampla variedade de sintomas, que variam desde casos
assintomaticos até quadros de diarreia grave, tanto agudos quanto
cronicos (HALLIEZ & BURET, 2013). Os sintomas geralmente surgem
dentro de 2 semanas apo6s a ingestdo dos cistos, embora a infecgao
assintomatica ou subclinica seja comum. A fase aguda é frequentemente
caracterizada por diarreia, colicas, nauseas e vOmitos, geralmente
acompanhados de fadiga e perda de peso (LALLE & HANEVIK, 2018). O
parasito pode causar disturbios tanto durante a fase aguda da infecgao
quanto apdés a recuperagao, manifestando-se como sindrome do intestino
irritavel poés-infecciosa e fadiga cronica. Além disso, a giardiase pode
resultar em uma variedade de complicacbes extraintestinais, como
reducdo da fungéo cognitiva, patologias oculares, artrite, alergias, miopatia
hipocalémica e até mesmo foi associada ao cancer (HALLIEZ & BURET,
2013). Deficiéncias de proteinas, vitamina A e zinco, comuns em criangas
desnutridas, podem aumentar a predisposi¢cao a infecgao por G. intestinalis
(ALLAIN & BURET, 2020). A medida que o parasit o é eliminado, os
sintomas desaparecem. No entanto, em alguns pacientes, a infecgdo pode
evoluir para uma forma crénica, perdurando por meses ou anos, com ou

sem sintomas.

Embora exista tratamento disponivel, a giardiase é especialmente

preocupante quando afeta criangas e individuos imunocomprometidos
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(BURET, 2008). O emagrecimento e o comprometimento cognitivo foram
associados a giardiase em criancas, e a infecgao precoce persistente por
G. intestinalis foi relacionada ao nanismo aos 2 anos de idade, conforme
evidenciado no estudo MAL-ED (Etiologia, Fatores de Risco e Interagdes
de Infecgcbes Entéricas e Desnutricdo e Consequéncias para a Saude e
Desenvolvimento Infantil) (ROGAWSKI et al., 2017).

1.2.1. Diagnéstico da giardiase

A identificacdo de G. intestinalis por microscopia em amostras fecais
€ considerada o método padrao-ouro para o diagnostico da giardiase,
sendo capaz de detectar cistos e, com menor frequéncia, trofozoitos, uma
vez que estes ndo sdo frequentemente eliminados nas fezes. Nesse
sentido, a sedimentacdo em agua, a centrifugo-flotagcdo em sulfato de
zinco e a centrifugo-sedimentacao sdao os métodos coproparasitologicos
mais utilizados na rotina laboratorial (BEZAGIO et al., 2021).

O uso de anticorpos fluorescentes (ou ensaio de
imunofluorescéncia, IFA) aprimorou a sensibilidade e a especificidade da
microscopia, mas ainda é um processo demorado e exige um
microscopista experiente. Para superar algumas das limitacbes associadas
a microscopia, testes rapidos de deteccdo de antigeno fecal, incluindo
imunocromatografico e ensaio imunoenzimatico (ELISA), foram
desenvolvidos e s&o utilizados (DIXON, 2021). Atualmente, o ensaio
imunoenzimatico ELISA é o mais utilizado entre os ensaios imunoldgicos,
devido a sua alta sensibilidade, que varia de 85% a 100%. Além disso,
esse metodo é util no diagnostico, pois elimina os resultados falso-
negativos que podem ocorrer com 0 exame parasitologico por microscopia
ou outras técnicas (HOOSHYAR et al., 2019).

Os métodos moleculares sdo amplamente empregados em paises
desenvolvidos para a deteccéo de G. intestinalis em humanos e animais, e
tém contribuido significativamente para a compreensdo dos padrées de
transmissao. Os métodos baseados em PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), em particular, sdo rapidos e objetivos em comparagao com a

microscopia, permitindo a identificacdo de espécies por meio de
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sequenciamento de DNA, deteccdo de multiplos alvos por multiplexagcao e
quantificacdo dos resultados (DIXON, 2021). A sequéncia do gene alvo
utilizada em diversos estudos moleculares de espécies de Giardia inclui
genes que codificam RNA ribossémico da subunidade pequena, glutamato
desidrogenase, triosefosfato isomerase e genes de [-giardina (uma
proteina presente no disco ventral de G. intestinalis) (HOOSHYAR et al.,
2019).

1.3. Epidemiologia

A condicdo socioeconbmica mais baixa esta frequentemente
associada a uma maior incidéncia da doenga, devido ao maior risco de
exposigao a agua contaminada em comunidades vulneraveis. Embora a
epidemiologia da transmissao seja altamente variavel e permanecga objeto
de debate, a giardiase € considerada uma antropozoonose, uma zoonose
que pode ser transmitida de animais para humanos (COELHO et al., 2017).
Em paises industrializados, padrbes sanitarios mais elevados restringem a
disseminagao do parasita, fazendo com que a giardiase seja considerada
uma infeccdo reemergente, principalmente associada a surtos
relacionados a viagens e transmissao por agua. No entanto, foram
relatados casos esporadicos de giardiase, aparentemente adquiridos
localmente e ndo associados a histérico de viagens, os quais
provavelmente sao subdiagnosticados (LALLE & HANEVIK, 2018). Por
outro lado, paises subdesenvolvidos, onde ha muitos locais com alto nivel
de pobreza e onde o0 acesso a saneamento basico é escasso,
principalmente em areas onde ndo ha tratamento e distribuicdo de agua
potavel, a giardiase se torna mais frequente. Em uma pesquisa conduzida
por Simsek et al., em 2009, na Turquia, a prevaléncia de infecgao
parasitaria intestinal foi analisada em 299 manipuladores de alimentos de
Sanliurfa, localizada no sudeste da Anatdlia. Os resultados revelaram que
52,20% dos individuos estavam contaminados por parasitos intestinais,
sendo que a maioria deles (26,80%) estava infectada por G. intestinalis.

No 1Ird, a prevaléncia de infeccbes parasitarias intestinais em

manipuladores de alimentos foi avaliada durante 19 anos (de 2000 a 2019).

A analise de subgrupo indicou que G. intestinalis, com uma prevaléncia de
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41,0% [IC 95%: 25,0-59,0%], apresentou a maior taxa de infecgéo entre
todos os parasitos intestinais (SHARIFI-SARASIABI et al., 2021).

Nos Estados Unidos, estima-se que a giardiase afete 1,2 milhdo de
individuos, resultando em 3.584 hospitalizagbes por ano. A condigdo, no
entanto, geralmente ndo é reconhecida e é subnotificada porque 50 a 75%
das infec¢des por Giardia s&o assintomaticas (LEUNG et al.,, 2019). A
maioria dos casos ocorre durante os meses de veréo e no inicio do outono,
devido ao aumento do contato com agua contaminada em atividades ao ar
livre, como banhos em rios e lagos, camping e viagens para areas com
saneamento precario, tendo maior exposicao a fontes de agua nao tratada,
facilitando a transmissdo fecal-oral do parasito (CDC, 2024). A
apresentacao clinica da giardiase exibe uma distribuicdo etaria bimodal,
com picos nas faixas etarias de 1 a 9 anos e 45 a 49 anos. A condicao é
ligeiramente mais comum em homens (YODER et al.,, 2010). Embora a
giardiase seja geralmente uma doenga esporadica, surtos em creches,
bem como surtos transmitidos por agua e alimentos, sdo frequentes. Por
outro lado, em paises desenvolvidos como Alemanha e Reino Unido, a
giardiase €& geralmente considerada uma doenga rara, afetando
principalmente viajantes que estiveram em regides endémicas
(GUTIERREZ, 2017).

Infelizmente, ndo existe uma vacina humana disponivel contra a
giardiase, e as opgdes de tratamento medicamentoso apresentam eficacia
variavel. H4 uma vacina veterinaria, chamada GiardiaVax, composta por
lisados celulares totais de uma mistura de isolados de ovelhas, cées e
humanos, que reduz os sintomas e a duragao da producéo de cistos em
caes e gatos (DAVIDS et al.,2019). De maneira surpreendente, a vacina foi
utilizada como agente imunoterapéutico em cé&es com giardiase cronica
gue nao responderam ao tratamento medicamentoso padrio, levantando a
possibilidade de que uma vacina contra G. intestinalis poderia ser eficaz
apos a exposicdo (DAVIDS et al.,2019). No entanto, preparagdes de
antigenos mal definidos ndo s&o recomendadas para vacinas humanas,
pois s&o dificeis de padronizar e apresentam um risco maior de efeitos

adversos. Nunca foi relatada a utilizagdo de G. intestinalis atenuada; tais

18



216
217

218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

236

237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247

formas provavelmente ndo causariam infecgcdo no hospedeiro e, portanto,

nao ativariam a imunidade da mucosa (DAVIDS et al.,2019).

No Brasil, um levantamento da presenca de G. intestinalis em
aguas superficiais utilizadas como fontes de abastecimento por sistemas
publicos de agua em quatro regides densamente urbanizadas do estado
de Sao Paulo foi realizado. Com base nas concentragcdes de protozoarios
detectadas, foi conduzida uma avaliacdo quantitativa de risco
microbiolégico com o objetivo de estimar a probabilidade de infecgéo
associada a ingestdao de agua potavel. No total, foram analisadas 206
amostras de agua bruta ao longo de um periodo de 24 meses, a presencga
de G. intestinalis foi positiva em 102 dessas amostras (SATO et al., 2013).
Também foram identificadas diversas espécies de Giardia em animais
domésticos, evidenciando a relevancia epidemiolégica dos animais
domésticos na manutencdo e disseminagdo de cistos no ambiente
(FANTINATTI et al., 2021). O mais recente relatorio do Sistema de
Informagdes Hospitalares do SUS (SAUDE, 2023) registra 349 internagées
por giardiase no periodo de 2017 a 2023. No entanto, observa-se a
escassez de dados epidemiolégicos no pais que contemplem casos
assintomaticos ou quadros clinicos com sintomas leves, o que pode levar a

subnotificagdo da doenga.
1.4. Ciclo Biolégico

O protozoario Giardia possui um ciclo de vida monoxénico,

completando seu desenvolvimento em um unico hospedeiro por meio de

dois estagios distintos: o cisto infeccioso e o trofozoito proliferativo (FIG. 2).

A transmissdo em humanos pode ocorrede forma direta, quando a
contaminagdo acontece de pessoa para pessoa por meio de maos
contaminadas, contendo cistos, ou de forma indireta, através da ingestao
de agua, verduras ou frutas cruas ndo devidamente higienizadas . A via
indireta, especialmente pela ingestdo de cistos presentes na agua, é o
principal modo de transmissao (DIXON, 2021). Segundo o CDC (Centro de
Controle e Prevencao de Doencgas, EUA), uma pessoa infectada pode

eliminar de 1 a 10 milhdes de cistos por dia nas fezes, o que permite que a
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cadeia de transmissdo da doencga persista por varios meses. Estudos
destacam que a ingestdo de apenas 10 cistos é suficiente para causar a
infeccdo (EMERY-CORBIN et al., 2019).

O ciclo comega com a ingestdo de cistos pelo hospedeiro (FIG. 2 -
etapa 2), no estdmago, inicia-se o processo de desencistamento (FIG. 2 -
etapa 2), onde a parede do cisto é sensibilizada pelo contato com o pH
acido e as enzimas gastricas. Esse processo se completa no duodeno,
devido a acdo das enzimas pancreaticas e ao pH mais alcalino. O
processo de desencistamento culmina na liberagdo de dois trofozoitos a
partir de um unico cisto. No intestino delgado, os trofozoitos (FIG. 2 —
etapa 3) dao inicio a fissao binaria (FIG. 2 — etapa 4), promovendo sua
replicacédo (BURET, 2008). Por meio de seus quatro pares de flagelos, os
trofozoitos deslocam-se no fluido luminal, penetram na camada de muco e
aderem as células do epitélio intestinal utilizando o disco ventral (GILLIN &
REINER, 1996), formando, assim, uma monocamada (FIG. 2 — etapa 5). A
interagdo com o epitélio intestinal desencadeia uma inflamagéao local,
caracterizando o quadro clinico da giardiase. Estudos anteriores
demonstraram que essa interagcdo entre o parasito e a célula hospedeira
pode causar alteragbes no complexo juncional do epitélio intestinal, induzir
apoptose nas células intestinais, degradar fatores imunolégicos do
hospedeiro (como quimosinas e imunoglobulinas), promover a depleg¢ao do
muco e desencadear disbiose intestinal (ALLAIN et al., 2019; DI GENOVA
& TONELLI, 2016).

Durante o processo de divisdo, os trofozoitos desprendem-se do
epitélio intestinal. Ao cairem na luz intestinal, sdo conduzidos pelo fluxo de
fluidos e pela motilidade do intestino. Ao atingirem o ileo, em contato com
os sais biliares presentes no lumen e o pH levemente mais alcalino, os
trofozoitos diferenciam-se em cistos por meio de um processo denominado
encistamento (FIG. 2 - etapa 6). Uma vez formados, os cistos sao
eliminados nas fezes (FIG. 2 — etapa 7), onde permanecem no ambiente
até serem ingeridos por outro hospedeiro, reiniciando o ciclo (ALLAIN et al.,
2019).
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.. Desencistamento _,  Trofozoito

Encistamento
no intestino

Figura 2. Esquema do ciclo de vida de G. intestinalis. O ciclo de vida de G.
intestinalis ocorre em sete etapas principais: (1) Ingestao de cistos presentes em
agua ou alimentos contaminados; (2) Desencistamento, no qual o cisto se
diferencia em trofozoito; (3) Trofozoito, forma vegetativa que se adere as células
epiteliais do intestino delgado; (4) Divisdo binaria dos trofozoitos. (5) Formacgao
de uma monocamada de trofozitos sobre as células intestinais; (6) Encistamento,
onde os trofozoitos se diferenciam novamente em cistos.; (7) Eliminacdo dos
cistos nas fezes. Fonte: Benchimol ef al., 2022.

1.5. Morfologia do Cisto

Os cistos de G. intestinalis possuem formato oval, com comprimento
variando entre 6 e 10 um (FIG. 3). Apresentam de dois a quatro nucleos, sendo
que os flagelos estdo interiorizados e localizados em uma regido chamada
espaco peritréfico, enquanto o disco ventral encontra-se fragmentado. A parede
cistica € composta por uma camada externa filamentosa e uma camada interna,
gue consiste em duas membranas, localizadas entre a membrana plasmatica do
parasito e a parede. Estudos indicam que as camadas filamentosas da parede
cistica sdo formadas por 57% de proteinas e 43% de carboidratos. As principais
proteinas da parede do cisto foram identificadas como Cyst Wall Protein (CWP)
1, 2 e 3. O carboidrato predominante na parede cistica € o homopolimero de
B(1-3)-N-acetil-D-galactosamina (DE SOUZA et al., 2004). A parede do cisto
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possui uma relativa permeabilidade seletiva a componentes como agua, ions e
pequenas moléculas (MIDLEJ et al., 2017; ALLAIN et al., 2019; KIM & PARK,

2019).

Parede
do cisto

Axonemas

Fragmentos do
Disco

Vesicula
Periférica

Espaco peritrofico

Flagelos
Internalizados

Figura 3 - Esquema do cisto de Giardia intestinalis. Principais estruturas do cisto.
Nota-se neste esquema a parede cistica, quatro nucleos e flagelos internalizados.

Fonte: Midlej, 2016, adaptado.

1.6. Morfologia do Trofozoito

O trofozoito de G. ntestinalis €& binucleado, medindo
aproximadamente 12 a 15 ym de comprimento entre as extremidades
anterior e posterior (FIG. 4). Apresenta uma porg¢ao anterior mais larga e
uma porgao caudal conica, conferindo-lhe um formato que se assemelha a
uma pera cortada ou a uma gota . Além dos dois nucleos, possui quatro
pares de flagelos (anteriores, caudais, podstero-laterais e ventrais), um
disco ventral, corpo mediano, funis e uma flange ventro-lateral. Seu
citoesqueleto é composto principalmente por microtubulos e outras

proteinas como a giardina, conferindo suporte estrutural e mobilidade ao

parasito (NOSALA et al., 2018; GADELHA et al., 2019; KIM & PARK, 2019).

O parasito apresenta um conjunto de vesiculas conhecidas como

vesiculas periféricas, além de uma rede de reticulo endoplasmatico
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altamente desenvolvida. Ambos os nucleos possuem um complexo de
membranas nucleares semelhante ao observado em células eucarioticas
superiores. Durante o processo de diferenciacao de trofozoitos em cistos,
surgem dois tipos adicionais de vesiculas: vesiculas especificas de
encistamento (ESVs — Specific Encystment Vesicles) e vesiculas positivas
para carboidratos (ECVs — Encystment Carbohydrate Vesicles), que
desempenham papel fundamental na formacdo da parede do cisto
(MIDLEJ et al., 2017). Apresenta também ribossomos e gréanulos de
glicogénio dispersos no citoplasma. Embora G. intestinalis ndo possua
mitocondrias tipicas, possui uma organela denominada mitossomo, que
corresponde as mitocéndrias vestigiais, formas altamente reduzidas que
ndo contém nenhum genoma e perderam a capacidade de gerar energia.
(TOVAR et al., 2003; DE SOUZA et al., 2004). No entanto, essas
organelas preservaram algumas caracteristicas tipicas das mitocondrias,
como a presenga de uma membrana dupla, a sintese de aglomerados de
ferro-enxofre (FeS) e a necessidade de sinais de translocacdo para a
importacdo de proteinas mitossomais (EINARSSON et al., 2016). Ainda
persiste um consideravel debate sobre a presenga do complexo de Golgi
em G. intestinalis, uma vez que alguns pesquisadores sugerem que as
ESVs desempenhariam uma funcéo bioldgica analoga a do complexo de
Golgi, enquanto outros defendem que este parasito ndao possui tal
organela (MIDLEJ et al., 2017; KIM & PARK, 2019).
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Disco

Ventral | Mucléolos

Vesiculas
Periféricas

[ Reticulo Endoplasmatico |

Axonemas

Flagelo :
Anterior / Flagelo Anterior
Flagelos |
Ventrais
Flagelo Lateral |

| Flagelos Caudais |

Figura 4- Esquema do trofozoito de Giardia intestinalis. As principais estruturas do
trofozoito sdo mostradas. Neste diagrama, destacam-se os flagelos, o corpo mediano,
os dois nucleos e as vesiculas periféricas do trofozoito. Fonte: M. Benchimol, 2022,
adaptado.

1.6.1. Nucleos e nucléolos

O parasito é binucleado (Fig. 4), com seus nucleos apresentando uma
aparéncia quase idéntica. Estes nucleos estado simetricamente posicionados na
porcao anterior da célula, possuindo formatos esférico ou oval e sendo envoltos
por uma membrana nuclear. Ambos os nucleos contém a mesma quantidade de
cromossomos e apresentam homologia nas sequéncias de nucleotideos,
embora ndo sejam completamente idénticos, podendo variar quanto a fase do
ciclo celular em que se encontram e numero e distribuicdo de poros nucleares
(BENCHIMOL, 2005).

Os trofozoitos de G. intestinalis possuem cinco Cromossomos, Cujos
tamanhos variam de 1,6 a 3,8 Mb. Cada nucleo apresenta uma organizagao
genbmica diploide, o que confere ao parasito um conteudo tetraploide (LE
BLANCQ & ADAM, 1998; BERNANDER et al., 2001). Os nucleos de G.
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intestinalis sao envoltos por duas membranas, que constituem o envelope
nuclear. A membrana externa, continua com a membrana do reticulo
endoplasmatico, contém poros nucleares e apresenta ribossomos, os quais
estdo envolvidos na sintese de proteinas. A membrana nuclear interna é
composta por proteinas filamentosas, que formam a lamina nuclear
(BENCHIMOL, 2005; NOHYNKOVA, 2000; JIRAKOVA et al., 2012).

A hipotese inicial de que G. intestinalis ndo possuia nucléolo foi refutada
por varios estudos de biologia celular, que forneceram evidéncias crescentes da
existéncia de um pequeno nucléolo localizado na regiao anterior de cada um
dos nuicleos deste parasito (GAONA-LOPEZ et al., 2023). Com um diametro
aproximado de 0,2-0,5 uym, os nucléolos de G. intestinalis podem apresentar
aumento de tamanho durante o crescimento celular e a sintese de proteinas, o
que dificulta seu isolamento em alta qualidade e quantidade (JIMENEZ-GARCIA
et al., 2008; TIAN et al., 2010; FENG et al., 2020). Em G. intestinalis , foram
observados elementos nucleolares persistindo na periferia nuclear durante
todas as fases da diviséo, incluindo a tel6fase. Esse fenbmeno sugere que a
montagem e desmontagem do nucléolo ndo ocorrem de forma tipica nesse
organismo ou, ao menos, ndo sao tao evidentes quanto em outros eucariotos
(LARA-MARTINEZ et al., 2016). O papel dos nucléolos esta associado a sintese
de ribossomos e a formagao do RNA ribossomal, variando conforme a fase do
ciclo celular em que o parasito se encontra. O nucléolo se origina no
nucleoplasma como uma estrutura redonda ou oval e é deslocado para a
margem do envoltério nuclear, onde os componentes ribossomais sao liberados
no citoplasma (JIMENEZ-GARCIA et al., 2008; TIAN et al., 2010).
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1.6.2. Mitossomos

G. ntestinalis nao possui mitocondrias tipicas, conhecidas pela
producao de ATP utilizando o oxigénio como aceptor de elétrons. Em ambientes
com baixos niveis de oxigénio, a mitocéndria pode apresentar adaptagdes
significativas em sua estrutura e dindmica para compensar essa deficiéncia,
originando organelas denominadas genericamente de MROs (Mitochondrion-
Related Organelles), ou organelas relacionadas a mitocondria, cujo nome varia
de acordo com o organismo em questdo. No caso de G. intestinalis, a MRO &
chamada de mitossomo. Esta organela ndo esta diretamente envolvida no
metabolismo energético, embora alguns estudos sugiram a ocorréncia de
transporte de elétrons no mitossomo de G. intestinalis (MAKIUCHI & NOZAKI,
2014).

Os mitossomos de G. intestinalis estéo localizados entre os dois nucleos
e os axonemas dos flagelos (designados como mitossomos centrais) e também
se distribuem por todo o citoplasma (mitossomos periféricos) (TOVAR et al.,
2003; JEDELSKY et al., 2011). Essas organelas ndo desempenham funcdes
tipicas das mitocdndrias, como a participacdo no ciclo do acido citrico ou na
sintese de ATP. A presenca de DNA nos mitossomos também n&o foi detectada
(TOVAR et al., 2003). A principal fungcdo observada nos mitossomos de G.
intestinalis envolve a biossintese de complexos ferro-enxofre e o sistema de
importagdo de proteinas TIM e TOM. Além disso, essas organelas contém
proteinas como Cpn60, HSP70 e ferredoxina, associadas com a manutencéao da
integridade estrutural e na facilitacdo de reacbes metabdlicas (TOVAR et al.,
2003; REGOES et al., 2005; JEDELSKY et al., 2011; ROUT et al., 2016).

1.6.3. Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (FIG. 4) da G. intestinalis € evidenciado por
microscopia eletrbnica de transmissdo, associada a imunolocalizagdo de
proteinas caracteristicas dessa organela (SOLTYS et al., 1996). Embora
apresente um trafego secretério convencional, alguns mecanismos, como as
modificagdes pods-traducionais e o controle das proteinas secretadas por
glicosilacao do tipo N, ndo foram completamente identificados. Estes processos

requerem diversos transportadores de agucares e nucleotideos, sendo que a
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glicosilacao € limitada (WAMPFLER et al., 2014; ZAMPONI et al., 2017). Em
estudo utilizando tomografia eletrénica, Abodeely et al. (2009) sugeriram que o
reticulo endoplasmatico de G. intestinalis forma uma rede tubovesicular de
endomembranas, desempenhando fungdes associadas a endossomos e
lisossomos. Dessa forma, o reticulo endoplasmatico do parasito se configura
como uma organela multifuncional, atuando na sintese de proteinas, endocitose
e degradacgédo de material proveniente do meio extracelular (ABODEELY et al.,
2009).

1.6.4. Vesiculas Periféricas (VPs)

As vesiculas periféricas (FIG. 4) consistem em um conjunto de vacuolos
de aproximadamente 150 nm, localizadas sob a membrana plasmatica. Essas
vesiculas fazem parte do sistema endossomal-lisossomal de G. intestinalis ,
devido a varias caracteristicas, como sua natureza acida, a presenga de
atividade hidrolitica e a capacidade de absorver particulas ou moléculas
exdgenas. A localizacdo da glicose-6-fosfatase e de proteinas contendo
ligacoes dissulfeto (SH) nessas organelas, juntamente com a observacao, por
microscopia eletrbnica, de uma conexao entre as vesiculas periféricas e o
reticulo endoplasmatico, sugerem uma interagdo entre esses componentes
(LANFREDI-RANGEL et al., 1998).

Além disso, as vesiculas periféricas estdo envolvidas no sistema
exocitico do parasito (MOYANO et al., 2019). Vesiculas intraluminais
observadas dentro das vesiculas periféricas apresentam caracteristicas
morfolégicas de corpos multivesiculares e seriam secretadas durante o

processo de diferenciagcdo (MIDLEJ et al., 2019).

1.6.5. Microtubulos

Comparados as estruturas do citoesqueleto evolutivamente conservadas
e amplamente estudadas, como o fuso mitético ou o flagelo, algumas estruturas
microtubulares exclusivas de G. intestinalis apresentam a capacidade de formar
polimeros simples, gerando arranjos com diversas formas e fun¢gdes (CHAABAN

& BROUHARD, 2017). Os trofozoitos de G. intestinalis apresentam organelas
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microtubulares de notavel dinamicidade e estabilidade, entre as quais se
destacam o disco ventral, os oito flagelos, o corpo mediano e os funis (HAGEN
et al., 2020)

1.6.5.1. Flagelos

A capacidade do trofozoito de interagir com as células intestinais esta
estreitamente relacionada a uma regulagcdo de seu citoesqueleto, tanto pela
adesao ao epitélio quanto pelo controle de seu movimento impulsionado pelos
flagelos. O parasito possui oito flagelos (FIG. 4), dispostos em pares e
nomeados conforme sua localizagdo: flagelos anteriores, laterais posteriores,
ventrais e caudais (MCNALLY & DAWSON, 2016). A estrutura dos axonemas
de G. intestinalis segue o arranjo tipico observado na maioria dos flagelos
eucarioticos (9:2+2), sendo esses axonemas responsaveis pelos diferentes
tipos de movimento do trofozoito. Os axonemas se originam da regido dos
corpusculos basais (FIG. 4), localizados internamente na célula entre os dois
nucleos. Os flagelos desempenham um papel crucial na motilidade, no processo
de encistamento/desencistamento, na adesdo as células do hospedeiro e na
divisdo celular (NOSALA & DAWSON, 2015). Durante a mitose, acredita-se que
a associagao dos microtubulos dos corpusculos basais aos polos do fuso seja
responsavel por determinar a polaridade de cada célula filha (KIM & PARK,
2019; GADELHA et al., 2019).

Uma caracteristica peculiar dos flagelos de G. intestinalis é o fato de que
0s axonemas percorrem longas distancias no citoplasma antes de emergirem
como flagelos ativos. Estruturas acessoérias estdo ligadas a todas as porgdes
intracelulares dos axonemas. Essas estruturas incluem, por exemplo, placas
marginais, bastdes densos, bastdes paraxiais e funis (MAIA-BRIGAGAO,
GADELHA & DE SOUZA, 2013). A regidao de externalizacdo dos flagelos,
denominada poro flagelar, foi caracterizada por nosso grupo recentemente,
sendo descrita a presenga uma nova estrutura extra-axonemal (VERDAN et al.,
2024).

Além da tubulina, outros tipos de proteinas estdo presentes nos flagelos
de G. intestinalis. Destacam-se as a-giardinas, que apresentam homologia com

as anexinas humanas e possuem a capacidade de se ligar a fosfolipidios de
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maneira dependente de calcio (VAHRMANN et al., 2008). O papel funcional
dessas proteinas ainda nao esta totalmente esclarecido. Pathuri et al. (2009)
sugeriram que a a-14 giardina poderia estar envolvida na desmontagem e
montagem dos flagelos durante a diferenciacdo do parasito. A y-tubulina e a
centrina, encontradas nos corpusculos basais dos flagelos, indicam que essa
regiao pode atuar como um centro organizador de microtubulos (GADELHA et
al., 2019).

1.6.5.2. Disco ventral

O disco ventral € uma estrutura caracteristica do trofozoito, cobrindo
praticamente toda a face ventral da célula. Apresenta uma rigidez aparente e
uma forma de ferradura, com uma extremidade contendo uma densa estrutura
fibrosa conhecida como crista lateral (CARVALHO & MONTEIRO, 2004). O
disco ventral  é considerado, ao menos em parte, responsavel pela adesao do
parasito as células do hospedeiro (HOLBERTON, 1973; HOUSE et al., 2011). O
citoesqueleto do disco ventral € composto por uma camada espiralada de
microtubulos dispostos no sentido horario (FIG. 5). As microfitas, que sao
estruturas fibrosas com arranjo trilaminar compostas por giardinas, interagem
perpendicularmente com os microtubulos ao longo de toda a sua extensdo. As
pontes proteicas, denominadas crossbridges, conectam as microfitas entre si
(GADELHA et al., 2019; KIM & PARK, 2019).

As tubulinas s&o as principais proteinas identificadas nas analises
protedmicas do citoesqueleto do disco (LOURENCO et al., 2012; HAGEN et al.,
2011). Estas proteinas podem sofrer modificagdes pds-traducionais, como
acetilagao e poliglicilacédo (SOLTYS & GUPTA, 1994; CAMPANATI et al., 1999;
GADELHA et al., 2022). Outra proteina abundante no disco é a giardina, um dos

principais componentes das microfitas, exclusiva de G. intestinalis.

As funcbes desempenhadas pelo disco ventral e sua interacdo com
outras estruturas ainda ndo é bem descrito. Uma das hipoteses levantadas
sugere que a flange ventro-lateral, uma projegdo da membrana plasmatica
localizada na periferia do corpo do parasito, desempenha um papel crucial na
adesdao de G. intestinalis ao epitélio intestinal, funcionando como um

mecanismo de vedagao que consolida a interagédo parasito-hospedeiro (HAGEN
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et al., 2011). Essa hipotese propée um menor protagonismo do disco ventral na
adesao, divergindo de estudos anteriores que atribuiam a ele um papel central
nesse processo (HOLBERTON, 1973). Outra possivel fungéo atribuida ao disco
ventral esta relacionada a cariocinese, onde sua estrutura poderia atuar
comprimindo o envelope nuclear, contribuindo para a divisdo celular
(BENCHIMOL, 2004b).

Durante o encistamento, o disco ventral passa por alteracdes estruturais
significativas (TUMOVA et al., 2007). No estagio inicial desse processo, o disco
mantém sua conformacao caracteristica em forma de ferradura (BENCHIMOL,
2004b). Contudo, estudos demonstraram que, a medida que o encistamento
progride, a maioria das células perde gradativamente sua capacidade de
adesdo. Com o avancgo desse processo, foi observado que o disco ventral se
fragmenta, resultando em quatro partes distintas que podem ser identificadas no
interior do cisto (ERLANDSEN et al., 1989; SHEFFIELD & BJORVAT, 1977). Na
fase final da mitose, o disco ventral da célula-m&e perde sua organizagéo
estrutural, resultando no desarranjo de seus microtubulos e pontes, o que

contribui para o desprendimento da célula do substrato. Importa destacar que,

durante esse processo, nao foi observada a despolimerizagao dos microtubulos
(TUMOVA et al., 2007).

s S e it ‘_H:
Figura 5: Microscopia eletronica do citoesqueleto de G. intestinalis. (a)
Microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo onde se observa a espiral de
microtubulos que forma o disco ventral (D). A zona de sobreposi¢cao ventral (VOZ:
“ventral overlap zone”) e a area nua (BA: “bare area”) podem ser observadas. (b) Maior
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aumento demonstrando o complexo microtibulos/microfitas e as crossbridges (cabecas
de seta). (¢) Microscopia eletronica de transmissao demonstrando um corte transversal
do disco ventral evidenciando as microfitas (Gadelha et al., 2017).

1.6.5.3. Funis

Os funis (FIG. 4) sao estruturas compostas por duas camadas
longitudinais de microtubulos que envolvem parcialmente os flagelos caudais.
Essas estruturas tém origem em fibras densas localizadas proximas aos
corpusculos basais. Na porcdo caudal da célula, microtubulos individuais se
projetam de cada camada e se espalham lateralmente, dirigindo-se aos
axonemas dos flagelos posterior-laterais ou a membrana plasmatica. Nos funis,
os microtubulos sdo conectados por pontes e recobertos por um material
indefinido. Embora ainda seja um ponto de debate, acredita-se que os funis
desempenhem um papel na movimentacdo da regido caudal de G. intestinalis
(BENCHIMOL et al., 2004).

1.6.5.4. Corpo Mediano

O corpo mediano (FIG. 4) localiza-se no citoplasma, posterior aos
nucleos (ELMENDORF et al., 2003), e € disposto paralelamente ao axonema
dos flagelos caudais (DAWSON, 2010). Sua forma assemelha-se a uma virgula
e € constituido por um conjunto de microtubulos organizados em camadas
(PIVA & BENCHIMOL, 2004). O corpo mediano apresenta espessura entre 0,2
e 1,8 um e comprimento de 0,8 a 8,0 um, com sua posi¢cao podendo variar
dentro da célula (PIVA & BENCHIMOL, 2004). Embora seu papel ainda nao
tenha sido completamente esclarecido, supbe-se que ele funcione como uma
reserva de tubulina pré-polimerizada para a formacédo do disco ou como um
centro organizador de microtubulos (DAWSON, 2010).

1.7. Tratamento

O tratamento da giardiase baseia-se na administracdo de farmacos

classificados em diversas categorias, destacando-se os benzimidazois e os 5-
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nitroimidazdis como as classes mais relevantes, uma vez que originaram o0s
compostos comumente empregados no tratamento da doenga. Nesse contexto,
a nitazoxanida, um composto de nitrotiazolil benzamida, destaca-se como um
medicamento antiparasitario relativamente recente e de amplo espectro, com
eficacia comprovada no tratamento de infecgbes causadas por protozoarios e
helmintos. Mais recentemente, esse antibiético nitrotiazélico foi indicado como
uma opg¢ao terapéutica para o tratamento da giardiase (ESCOBEDO et al.,
2008).

O metronidazol (MTZ), pertencente a classe dos 5-nitroimidazéis, € o
tratamento de primeira linha para diversas infecgdes causadas por patégenos
anaerobicos, incluindo G. intestinalis. Este medicamento é administrado duas a
trés vezes ao dia, por um periodo de até sete dias. Apesar de apresentar uma
eficacia que varia entre 73% e 100%, o aumento da resisténcia clinica e os
multiplos efeitos colaterais comprometem sua efetividade, resultando em falhas
no tratamento (EMERY et al., 2018; MULLER et al., 2018; SAGHAUG et al.,
2019). O mecanismo de agdao do metronidazol ocorre apds sua ativagdao nas
vias metabdlicas anaerdbicas da G. intestinalis. O composto penetra no parasito
por difusdo passiva e é ativado por meio de uma redugao enzimatica, mediada
pelas enzimas piruvato-ferredoxina oxidoredutase, nitroredutase 1 e tioredoxina
redutase (SAGHAUG et al., 2019). Apos essa redugdo, o grupo 5-nitro do
metronidazol gera radicais anions nitro e outros compostos, como derivados
nitroso e hidroxilamina, que interagem com o DNA, danificando-o e interferindo
na sua duplicagdo (SAGHAUG et al., 2019). Como consequéncia, ocorrem
alteragdes no ciclo celular do parasito, com o acumulo de células na fase S
(SAGHAUG et al., 2019). Além disso, os trofozoitos tratados com metronidazol
apresentam um aumento nas vesiculas periféricas e formas semelhantes a
mielina (SAGHAUG et al., 2019).

Embora o metronidazol seja um composto eficaz e amplamente utilizado
no tratamento da giardiase, ja foram relatadas algumas consequéncias
adversas decorrentes de seu uso prolongado. O primeiro efeito negativo
associado ao metronidazol refere-se aos seus efeitos colaterais, que incluem
dor de cabecga, vertigem, nauseas e gosto metalico na boca. Entre os efeitos

mais raros, destacam-se a pancreatite e a toxicidade no sistema nervoso central
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(KIM et al., 2004). De acordo com o Food and Drug Administration (FDA),
agéncia reguladora de medicamentos dos Estados Unidos, o metronidazol
demonstra atividade carcinogénica em ratos e camundongos. Além disso, a
utilizacdo prolongada de nitrocompostos, que ja s&do empregados na pratica

clinica ha mais de 50 anos, tem favorecido a selecédo de parasitos resistentes.

O segundo farmaco mais utilizado no tratamento da giardiase é o
albendazol, um benzimidazol que pode ser administrado em dose Unica por até
sete dias. Entre seus efeitos colaterais, estdo nauseas, vomitos, diarreia e dor
abdominal (BENCHIMOL et al., 2022). Sua eficacia varia entre 35% e 96%,
sendo mais alta quando combinado com outros farmacos. O FDA recomenda
precaucao no uso deste medicamento em mulheres em idade fértil, devido ao
seu potencial teratogénico. Os compostos da classe benzimidazélica agem no
citoesqueleto de B-tubulina do parasito, inibindo sua polimerizacdo e
prejudicando a captagdo de glicose. O albendazol se liga a B-tubulina,
impedindo sua polimerizagdo nos microtubulos. Isso resulta no rompimento do
disco ventral, fazendo com que o trofozoito se descole do substrato. Além disso,
o albendazol induz o acumulo de células na fase G2, provavelmente ao interferir
na formacao do fuso mitético do parasito. No entanto, apesar de afetar os
microtubulos do disco ventral, esse composto nao prejudica os microtubulos do
axonema ou do corpo mediano (BENCHIMOL et al., 2022).

A nitazoxanida, por sua vez, € administrada trés vezes ao dia e esta
associada a efeitos adversos, como cefaleia e disturbios gastrointestinais.
Contudo, apresenta taxas de cura entre 70% e 80%. Dois mecanismos de
acao tém sido propostos para este composto: (1) a inibicdo de enzimas do
parasita, como a ferredoxina oxidorredutase e a nitroredutase G1NR1, ou (2)
a geragao de anions radicais nitro pela redugao do grupo 5-nitro presente na
molécula (MULLER et al., 2007). Ensaios in vitro demonstraram que, apds
exposicao a nitazoxanida ou ao hibrido N-metil-1H-benzimidazol CMC-20,
ocorreram ruptura da membrana plasmatica do parasita e danos ao disco
ventral (MATADAMASMARTINEZ et al, 2016). Adicionalmente, estudos
recentes revelaram que a nitazoxanida e o metronidazol promoveram

alteragdes na microbiota intestinal em modelos experimentais de ratos e
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camundongos. Essas alteragdes podem estar associadas tanto a eficacia do

tratamento quanto ao prolongamento da infecgcdo (BENCHIMOL et al., 2022).

1.8. Alvos quimioterapicos dos inibidores das topoisomerases

As topoisomerases de DNA s&o enzimas vitais que atuam resolvendo
problemas topoldgicos do DNA que resultam da separacdo de fitas durante a
replicagéo e transcricdo (POMMIER et al., 2016). S&do amplamente distribuidas
e essenciais, desempenhando papéis cruciais em processos bioldgicos
fundamentais, como replicagdo, transcricdo, recombinagdo, reparo e
remodelagao da cromatina (CHEN et al., 2013). As topoisomerases de DNA sao
classificadas em duas categorias principais: tipo | e tipo Il. As enzimas do tipo |
quebram transitoriamente uma unica fita de DNA de cada vez, enquanto as
enzimas do tipo Il, por sua vez, quebram temporariamente ambos os pares de
fitas em uma dupla hélice de DNA, atuando como moléculas de enzimas
diméricas (FIG. 6). Assim, as topoisomerases do tipo | apresentam uma
capacidade de relaxamento da estrutura do DNA menos acentuada em
comparacgao as do tipo Il (SUN et al., 2020). Ambas as categorias podem ser
subdivididas em quatro subfamilias: IA, 1B, IIA e |IB. Os membros de uma
mesma subfamilia apresentam semelhancas estruturais e mecanicas, enquanto

as enzimas de subfamilias diferentes sao distintas entre si (WANG, 2002).

As topoisomerases do tipo Il sdo ativadas em regides cromossémicas
onde duas duplas-hélices de DNA se entrecruzam. Ao se ligar a um desses
pontos de intersecdo, a topoisomerase Il inicia um ciclo de reag¢des favorecido
pela hidrélise do ATP, incluindo: (1) clivagem reversivel de uma das duplas-
hélices, formando uma abertura na estrutura do DNA; (2) transposicao da
segunda dupla-hélice adjacente através dessa abertura; e (3) religagdo das
cadeias rompidas e subsequente liberacdo do DNA. Esse mecanismo permite
que as topoisomerases do tipo Il atuem de forma eficiente na separacdo de
moléculas de DNA topologicamente interligadas, como ocorre na resolugao de
circulos de DNA entrelagados (ALBERTS et al., 2010).
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Figura 6: Reagdes catalisadas por DNA topoisomerases. (a) Tanto as
topoisomerases do tipo | quanto as do tipo Il possuem a habilidade de relaxar o DNA
superenrolado. (b) As topoisomerases do tipo Il, em particular, sdo capazes de
catalisar o entrelagamento e o desenlace de DNA de fita dupla intacta (c) bem como a
catenacdo e a decatenagdo de moléculas de DNA também de fita dupla e
estruturalmente continuas. Fonte : NITISS et al., 2021.

Todos os organismos vivos possuem a capacidade de codificar ao menos
uma topoisomerase de cada tipo, | e Il. Enquanto organismos eucariotos
inferiores sintetizam uma unica enzima do tipo I, os vertebrados expressam
duas isoformas dessa enzima, denominadas topoisomerase lla e IlIB. No
genoma humano, essas isoformas s&o codificadas por genes distintos,
localizados nos cromossomos 17921-22 e 3p24, respectivamente, e
apresentam massas moleculares de 170 kDa e 180 kDa. Apesar de
compartilharem aproximadamente 70% de identidade em sua sequéncia e
possuirem propriedades enzimaticas analogas, essas isoformas diferem
significativamente em seus padrbes de expressao, sugerindo fungdes bioldgicas
especificas (VANN et al., 2021).
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A expressao da topoisomerase lla esta estreitamente associada ao
processo de crescimento celular, sendo essencial para a viabilidade de células
em proliferagdo, atingindo seu nivel maximo nas fases G. e M do ciclo celular.
Essa isoforma esta diretamente envolvida na dindmica das forquilhas de
replicacdo e mantém uma forte interagdo com os cromossomos ao longo da
mitose. Além disso, a enzima desempenha fungdes relevantes na transcrigao e
recombinacdo do DNA, contribuindo para a convergéncia das forquilhas e a
finalizagcdo da replicagdo. Dessa forma, sua atividade é indispensavel para a
correta organizacao e segregacdo dos cromossomos. Em contraste, a isoforma
B ndo se faz imprescindivel para a sobrevivéncia celular, apresentando niveis
elevados de expressao na maioria dos tipos celulares, independentemente do
estado proliferativo. Diferentemente da topoisomerase lla, a isoforma I3
dissocia-se dos cromossomos durante a mitose, porém desempenha um papel
fundamental na regulagcdo da transcricdo de genes sob controle hormonal
(VANN et al., 2021).

1.9. Inibidores de topoisomerase e reposicionamento de farmacos

As DNA topoisomerases representam alvos terapéuticos promissores
para o desenvolvimento de novos farmacos. Diversos inibidores dessas
enzimas foram concebidos com base em seus diferentes subtipos, uma vez que
desempenham um papel crucial na quimioterapia, especialmente no tratamento
de neoplasias. Os inibidores da topoisomerase |, como a camptotecina,
promovem a formagdo de um complexo ternario, aprisionando a enzima em
associagdo com o DNA. Por outro lado, os inibidores da topoisomerase I,
majoritariamente representados por compostos como a mitoxantrona e o
etoposideo, impedem a religacdo da dupla fita do DNA, interferindo na
progressao celular. Ademais, certos inibidores apresentam propriedades
hibridas, atuando simultaneamente sobre ambas as isoformas da enzima,
topoisomerase | e Il, sendo por isso denominados inibidores duplos (BUZUN et
al., 2020).

A DNA girase é essencial para a sobrevivéncia de bactérias, mas esta

amplamente ausente em eucariotos e, portanto, € um alvo ideal para
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medicamentos. As quinolonas representam a classe terapéutica mais relevante
de inibidores da DNA girase, sendo amplamente empregadas no tratamento de
diversas infecgbes. Tradicionalmente, essas substancias foram classificadas em
duas categorias principais: as quinolonas acidas de geragdes iniciais, como o
acido nalidixico, eficazes contra bactérias gram-negativas, e as fluoroquinolonas
anfotéricas, como a ciprofloxacina (BUSH et al., 2015). Estudos demonstraram
que as quinolonas interferem no superenrolamento e no relaxamento do DNA
ao se ligarem simultaneamente a girase e ao DNA, estabilizando a formagéo do
complexo de clivagem girase-DNA. A interrupgao da sintese de DNA promovida
por esses farmacos nao decorre diretamente da inibicao da atividade da girase,
mas sim da formacdo desse complexo ternario, que impede a progressao da
maquinaria replicativa, resultando na interrupgéo do crescimento celular. Esse
mecanismo sugere que a agao bacteriostatica das quinolonas decorre dessa
inibicdo da replicagdo. Ja a morte celular parece estar associada a quebras
irreparaveis no DNA, que ocorrem como uma segunda etapa do processo e
podem ser mediadas tanto por vias dependentes quanto independentes da
sintese proteica (BUSH et al., 2015).

O reposicionamento de farmacos, definido como a busca por novas
indicagdes terapéuticas para medicamentos ja aprovados ou em estagios
avangados de desenvolvimento, tem se revelado uma estratégia promissora na
identificacdo de tratamentos para diversas patologias. Uma vantagem
significativa desse método é que os desafios relacionados a produgdo e
formulacdo desses farmacos ja sdo amplamente conhecidos, tornando o
reposicionamento uma alternativa estratégica em relagédo ao desenvolvimento
de novas moléculas. A reutilizagdo de ativos farmacéuticos permite minimizar
riscos, reduzir custos e encurtar o tempo necessario para que os medicamentos
alcancem o mercado. Essa abordagem se mostra particularmente relevante
para Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), uma area frequentemente
impactada pela escassez de recursos e pela limitada disponibilidade de terapias
eficazes (FERREIRA & ANDRICOPULO, 2016).

O reposicionamento de farmacos € uma estratégia utilizada na
quimioterapia antiparasitaria, incluindo o tratamento para a giardiase. Estudos

recentes avaliaram os efeitos citotdxicos da terfenadina, um anti-histaminico da
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classe das piperidinas, como um farmaco reposicionado para o tratamento da
giardiase, demonstrando que o farmaco inibe o crescimento e a viabilidade
celular de forma dependente da dose e do tempo de exposi¢cdo; os achados
sugerem que a terfenadina € uma candidata promissora ao reposicionamento
para o tratamento da giardiase (SUAREZ-RICO et al., 2023). Um outro estudo
mostrou que o omeprazol, um inibidor da bomba de prétons, exerce efeito téxico
sobre G. intestinalis ao inibir a triosefosfato isomerase (GITIM), uma enzima
essencial para o metabolismo energético do parasito, sendo entdo um candidato
promissor para o reposicionamento no tratamento da giardiase, pois apresenta
eficacia comparavel a de farmacos tradicionais, além de possuir um perfil de
seguranca ja bem estabelecido (LOPEZ-VELAZQUEZ et al., 2019).

No que tange as topoisomerases Il, o reposicionamento de inibidores
também tem sido investigado no tratamento de doengas infecciosas
negligenciadas, como a tripanossomiase africana humana (DIAS, 2014). A
necessidade de novas opcdes terapéuticas eficazes contra essas doencas
impulsiona a exploracdo de farmacos existentes, visando ampliar o arsenal
terapéutico disponivel. Em sintese, o reposicionamento de farmacos constitui
uma estratégia eficaz e econémica na descoberta de novas terapias, sendo
especialmente relevante em contextos de emergéncia sanitaria e para doengas
que necessitam de tratamentos eficazes. A sua aplicagdo continua pode
acelerar a disponibilizacdo de medicamentos seguros e eficazes para diversas

condicdes clinicas.

1.10. Giardia intestinalis e as topoisomerases

Uma topoisomerase Il (GITop 2) foi identificada no genoma de G.
intestinalis. GITop 2 apresenta uma identidade de sequéncia de 31,7% e 32%
em relagdo as suas homdélogas humanas, Top 2a e Top 2[3, respectivamente.
Contudo, foram identificadas certas discrepancias estruturais, incluindo seis
insergbes localizadas no dominio ATPase e no dominio central, com
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos mais extenso, bem como um
dominio C-terminal cerca de 200 residuos mais curto, caracterizado pela

presengca de residuos carregados. Essas particularidades, evidenciadas pela
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comparagdo com a topoisomerase |l humana, podem contribuir para a
investigacdo da seletividade de farmacos com potencial aplicagdo na terapia

contra a giardiase (HE et al., 2005).

Durante o processo de encistamento, o trofozoito pode se diferenciar em
cisto por meio da divisdo de dois nucleos e da replicacdo do DNA, resultando
em um cisto com quatro nucleos. Os niveis de topoisomerase Il aumentam
durante esse processo (LIN et al., 2013). Além disso, a formagao de cistos e a
expressao dos genes CWP1-3 e myb2 sdao exacerbadas pela superexpressao
de topoisomerase |l, sugerindo que essa enzima desempenha um papel crucial
na ativagdo e expressdo desses genes, bem como no encistamento de G.
intestinalis (LIN et al., 2017).

Estudos recentes também identificaram e caracterizaram uma
topoisomerase do tipo IA (TOP3B) em G. intestinalis, a qual apresenta
semelhangas com a topoisomerase IlI de mamiferos. A TOP3[ exibe atividade
de ligacdo e clivagem de DNA, semelhante as outras topoisomerases
eucaridticas, sendo seus dominios e residuos cataliticos importantes
amplamente conservados. Esse achado sugere que as topoisomerases do tipo
IA podem ter se desenvolvido antes da divergéncia de Giardia da linhagem
eucariodtica principal. A presenga de pelo menos uma topoisomerase do tipo Il e
uma do tipo IA indica que essas enzimas desempenham papéis essenciais em
diferentes organismos. Da mesma forma, G. intestinalis possui uma

topoisomerase do tipo Il e duas do tipo IA (SUN et al., 2020).

2. Justificativa

A Giardiase é uma parasitose de carater universal causada pelo
protozoario G. intestinalis em humanos e animais domésticos como caes e
gatos . Sendo uma enfermidade de alta prevaléncia, pode afetar pessoas de
todas as idades e classes sociais, com impacto mais significativo nas
populagdes de baixa renda. Esse cenario € agravado pela falta de saneamento
basico e condi¢gdes higiénicas adequadas nas regides onde vivem as
comunidades economicamente desfavorecidas, reflexo da auséncia de politicas

publicas eficientes voltadas para essas areas. O tratamento contra essa
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parasitose tem mostrado falho em muitos casos, uma vez que ha na literatura
prescritos para tal; além de haver registro de efeitos adversos associados aos
farmacos utilizados atualmente. Neste contexto, faz-se necessario a busca e
obtencado de alternativas para o tratamento contra o parasito. Deste modo, no
presente estudo avaliamos os efeitos de inibidores de topoisomerase Il, em
especial norfloxacina, enoxacina e sal sédico do acido nalidixico, no parasito G.
intestinalis. Estes farmacos demonstraram eficacia contra bactérias e contra

outros protozoarios como Plasmodium falciparum.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Verificar se os inibidores de topoisomerase tipo |l apresentam atividade

antiparasitaria em G. intestinalis em ensaios in vitro.
3.2. Objetivos especificos

* Avaliar a agao dos inibidores da enzima topoisomerase tipo Il na proliferacéo e

viabilidade dos trofozoitos.

» Avaliar se os inibidores de topoisomerase interferem no ciclo celular do

parasito.

* Investigar se ocorre efeito citotoxico dos inibidores de topoisomerase em

células de linhagem epitelial de intestino humano.
* Investigar os efeitos desses inibidores na morfologia do parasito.

 Analisar possiveis alteracbes na ultraestrutura de superficie e organelas dos

trofozoitos  tratados com inibidores de topoisomerase Il.

* Investigar se o tratamento com inibidores de topoisomerase |l induz a ativagao

de apoptose ou autofagia no parasito.
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4. Materiais e métodos
4.1. Compostos

Os inibidores de Topoiosomerase Il usados no estudo foram o sal sddico
do acido nalidixico, da classe das quinolonas e a enoxacina e a norfloxacina, da
classe das fluoroquinolonas e todos adquiridos comercialmente (Sigma Aldrich -
EUA) (Fig. 7). Os compostos foram pesados e diluidos em hidroxido de sédio -
NaOH (Sigma- Aldrich - EUA) 100 mM para uma concentragao estoque de 10
mM (ZUMA et al., 2011). Estes compostos foram mantidos a -20°C. As
concentragdes finais utilizadas nos ensaios abaixo descritos estdo apresentados
no Quadro 2. Em todos os ensaios, utilizamos como controle os farmacos

metronizadol ou albendazol ja consolidados no mercado para o tratamento da

giardiase.
a b ; Norfloxacina
Sal sédico do acido nalidixico Enoxacina
o o - i 0o o
F OH
= OH

N” N7 CH, (NN L

HN k HN CH
KCH CHs, 3

3

Figura 7. Inibidores de topoisomerase Il utilizados neste estudo. A estrutura
quimica dos compostos é mostrada.

Concentragdes testadas Empresal/ Pais

Sal sodicodo acido 1 uyM, 5 uM, 10 uM, 20 uM,  Sigma-Aldrich - USA

nalidixico] 25 uM, 50 uM e 100 uM
1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM,  Sigma-Aldrich - USA

Enoxacina 25 uM, 50 uM e 100 uM
Norfloxacina 1uM, 5 uM, 10 uM e 20 uM  Sigma-Aldrich - USA

Quadro 2. Compostos e concentragoes utilizadas. Os farmacos, as concentragdes e
empresas de onde foram adquiridos sao mostrados.
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4.2. Cultivo dos parasitos

Os trofozoitos de G. intestinalis, cepa WB (American Type Culture
Collection, ATCC 30957, EUA), foram cultivados em meio de cultura TYI-S-33
(Quadro 3) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco - América
do Sul). As culturas foram mantidas em estufa a 37°C. O subcultivo foi feito a
cada 72 h empregando tubos conicos plasticos de 15 mL. Para os experimentos,

os parasitos foram utilizados na fase logaritmica de crescimento.

Componentes do meio TYI- $-33

Reagente Concentragcdao Empresal/ Pais
Triptone 2% Sigma-Aldrich, USA
Extrato de levedura 1% BD, Franca
Glicose 1% Vetec, Brasil

Acido Ascérbico 0,02 % Sigma-Aldrich, USA
Fosfato de potassio )

- onchisieo 0,06 % Vetec, Brasil
Fosfato de potassio dibasico 0,12 % Vetec, Brasil
L-cisteina 0.2 % Sigma-Aldrich, USA
Bile Bovina 01% Sigma-Aldrich, USA
Cloreto de sodio 0,2 % Vetec, Brasil

Quadro 3: Componentes do meio TYI-S-33 para cultivo de G. intestinalis. Os
reagentes, as concentragées usadas e empresas onde de onde foram adquiridos séo
mostrados.

4.3. Cultivo das células intestinais humanas

As células epiteliais intestinais da linhagem Caco-2 (Caucasian Colon
Adenocarcinoma; ® HTB37; American Type Culture Collection) foram cultivadas
em meio DMEM High Glucose (Dulbbeco’s Modified Eagle Medium; Gibco, EUA)
(Quadro 4) acrescido de 10% de soro fetal bovino, a 37°C em uma atmosfera

de 5% de CO2. Essas culturas tiveram o meio suplementado com 1% de
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antibiético (Penicillin-Streptomycin 10000 U/mL, Gibco, ref.:15140122) e foram

mantidas em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO..

O subcultivo foi feito a cada cinco dias, utilizando garrafas plasticas de 25
cm2 (Eppendorf, Alemanha), trocando-se o meio a cada 72 h. Ao atingirem
confluéncia, as células foram ressuspensos pela agao da solugdo enzimatica
tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, ref.: 25300054) por 2 a 5 minutos a 37°C. Para a
realizacdo dos experimentos, as células em suspensdao foram contadas e
semeadas em placas de 96 pogos, a uma densidade celular de 1 x 105

células/poco.

Componentes do meio de cultivo das células CACO-2

Reagente Concentracao Empresal Pais

DMEM High Glucose XmL Gibco, USA
Soro Fetal Bovino 10 % Gibco, Ameérica do Sul
L-Glutamina 1% Sigma-Aldrich, Brasil

Quadro 4. Componentes do meio para cultivo das células de mamiferos Caco-2.
Reagentes, concentragbes e empresa de onde foram adquiridos sdo mostrados.

4.4. Curva de Crescimento

Os trofozoitos (10° céls/ml) foram cultivados em tubos de 1.5 mL
(Eppendorf, Alemanha) contendo meio TYI-S-33 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco - América do Sul). Os compostos foram adicionados as
culturas no tempo de 0 h nas concentracbes de 1, 5, 10 e 20 uyM. O NaOH
(Sigma, EUA) foi utilizado como controle negativo nas concentragbes de 0.02,
0.01, 0.005 e 0.001 mM. O metronidazol (Sigma-Aldrich, Brasil) foi utilizado
como farmaco padréao de escolha para comparacdo na concentracao de 10 yM
(controle positivo). As culturas tratadas e nao-tratadas foram mantidas a 37°C
por 24, 48 e 72 h. ApOs estes intervalos, os microtubos contendo os parasitos
controle e tratados foram vigorosamente agitados, centrifugados (Centrifuga
Eppendorf, Alemanha, rotor: 5427) por 5 min, 150 g, posteriormente diluidos
1:10 em formaldeido 4% nascente a partir do paraformaldeido (Merck,

Alemanha) em tampéao fosfato, pH 7.2. As células foram contadas usando um
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hemocitdbmetro (cdmara de Neubauer). As contagens foram realizadas no

microscopio optico Leica DM500 ou Zeiss AXIO Lab.A1 na objetiva de 20x.

As curvas de crescimento do parasito foram elaboradas a partir da
seguinte formula: (A + 4) x B x C onde A = N° de células contadas e somadas
nos quatro quadrantes da Camara de Neubauer; B = 104 (Fator da Camara de
Neubauer); C = Fator de diluigdo utilizada ou n&o. Os experimentos foram
realizados em triplicatas independentes e os resultados foram analisados
através da utilizagdo do programa analitico GraphPad Prism 8.00 (EUA). As
curvas de crescimento do parasito foram elaboradas para o calculo do valor da
ICso0.

4.4.1. Calculo de ICsg

Para determinar a concentracdo do composto que inibiu o crescimento do
parasita em 50% (ICso0), a porcentagem de inibicdo do crescimento foi plotada
em fungdo da concentragcdo do farmaco, e os valores foram ajustados em uma
curva nao linear. As analises de regressao foram realizadas e os dados foram
plotados usando o GraphPad Prism 8.00 (EUA).

C

| = Ipaxy X ————
max -~ IL_'_c[J-l—(

Onde | corresponde a porcentagem (%) de inibicdo, | maxx = 100% de
inibigdo, C a concentragéo de inibicdo e ICso & concentragéo responsavel por

inibir 50% do crescimento.
4.5. Atividade metabodlica dos trofozoitos

Para avaliar os efeitos dos inibidores de topoisomerase Il na viabilidade
celular de G. intestinalis, células foram cultivadas nas mesmas condicdes
descritas para o ensaio anterior (4.4). Para este experimento o albendazol
(Sigma-Aldrich, Brasil) foi o composto escolhido para ser utilizado como controle
positivo. Apos 24 h ou 48 h, os microtubos contendo os parasitos controles e

tratados foram vigorosamente agitados, em seguida, centrifugados (Centrifuga
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5427 R) por 5 min a 150 g, ressuspensos em 500 uL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), pH 7.2, suplementada com 10 mM de glicose.
Uma aliquota de 100 uL foi distribuida por poco em placa de 96 pocos em
triplicada, para cada condigdo. Como controle negativo, trés pogos de células
ndo tratadas foram fixados com 0,4% de formaldeido (Merck, Alemanha).
Depois, 20 uL de uma solugdo de PMS/MTS [50 uL da solugao estoque do PMS
(Promega) em 1 mL da solugéo estoque do MTS (Promega)] foi adicionada em
cada pogo [concentracdo final de MTS com 40 ug (333 ug/mL) e PMS com 0,92
Mg (25 uM) por poco. As amostras foram incubadas a 37°C por 2 horas na
auséncia de luz. As analises foram realizadas usando o comprimento de onda
de 490nm no leitor de placas Molecular Devices Microplate Reader ou
Spectramax® (Molecular Devices M2, EUA) que avalia o comprimento da onda
emitido do substrato formazam, resultado da reagao enzimatica nas células. Em
células viaveis, o reagente PMS é reduzido e seus elétrons sao transferidos
para o MTS, que € convertido por desidrogenases em formazan (um composto
soluvel em agua), modificando a cor do substrato de modo proporcional ao
numero de células viaveis (HENRIQUES et al., 2011).

4.6. Analise da toxicidade em células de mamiferos

As células Caco-2 (1x105 células/ml) foram cultivadas em placas de 96
pogos com meio DMEM acrescido de 10% SFB com um volume final de 200 pyL
por pogo em triplicata. Os inibidores de topoisomerase foram adicionados 24 h
apo6s o plagueamento das células Caco-2, nas concentragdes de 10 uM, 20 uM,
50 pM e 100 uM; o NaOH 0.2 M (Sigma, EUA) foi utilizado como controle
negativo. As culturas foram mantidas por mais 72 h a 37°C em uma atmosfera
de 5% de CO2, contabilizando 96 h totais de plaqueamento das células e 72 h
de incubagdo com os compostos. Apds este periodo todo o meio DMEM foi
retirado e a células foram lavadas em 300 pL de PBS com 10 mM de glicose,
pH 7.2. Depois os pogos foram preenchidos com 100 uL dessa mesma solugao
e o controle negativo foi realizado utilizando trés pogos de células (nao tratadas)

fixados com 4% de formaldeido. A andlise se seguiu de acordo como descrito
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no item 4.5. O indice de seletividade (IS) foi calculado da seguinte forma: IS=

ICs0 para o alvo ndo desejado / ICso para o alvo desejado.

4.7. Ensaio de reversibilidade

Trofozoitos (5105 células/ml) foram inoculados em microtubos de 1,5 ml
(Eppendorf, Alemanha) contendo meio TYI-S-33 suplementado com 10% de
SFB (Gibco, América do Sul). Os compostos foram adicionados as culturas nas
concentragdes de 5, 25, 50 e 100 uyM por 5 h a 37°C (ABRAHAM et al, 2019).
Depois, as células foram coletadas colocando os tubos no gelo por 20 min,
seguido de centrifugacédo a 900 g por 5 min. O sobrenadante foi removido e as
células foram ressuspensas em meio TYI-S-33 frescos suplementado com 10%
de SFB (Gibco, América do Sul). O numero de trofozoitos foi contado usando
um hemocitdmetro e as células foram incubadas por 48 h, com o numero de
células sendo determinado em 0 h (apds as 5 h de tratamento inicial), 24 h e 48
h. As células foram contadas usando um hemocitémetro (camara de Neubauer).
As contagens foram realizadas no microscopio 6ptico Leica DM500 ou Zeiss
AXIO Lab.A1 na objetiva de 20x.

4.8. Imunofluorescéncia
4.8.1. Analise do citoesqueleto

Os parasitos tratados e nao-tratados foram lavados duas vezes com PBS
e, em seguida, permitiu-se que aderissem a laminulas previamente revestidas
com 0,1% de poli-L-lisina (Sigma, EUA). Apos 10 minutos, as células foram
fixadas com metanol (Merck, Alemanha) gelado por 5 minutos em seguida
lavadas duas vezes com PBS. Apds essa etapa, realizou-se um bloqueio de 1
hora (PBS contendo 3% de albumina de soro bovino - BSA, pH 8,0). As células
foram entdo incubadas na presenca do anticorpo primario TAT-1 diluido 1:50,
gentilmente fornecido pelo Dr. K. Gull (KOHL et al., 1999). Posteriormente, as
amostras foram lavadas quatro vezes com PBS + BSA e incubadas por 1 hora
com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa 488,

diluido 1:400 (Thermo Fisher, EUA). As células foram lavadas trés vezes e
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incubadas com Hoechst (Thermo Fisher, EUA; 5 pg/ml) por 10 minutos. Como
controle, o anticorpo primario foi omitido. As amostras foram analisadas com o
modulo LSM 710 e SR-SIM (Microscopia de lluminagédo Estruturada de Super-

Resolucéo) utilizando o Zeiss Elyra PS.1 (Zeiss, Alemanha).

4.8.2. Avaliagao da fragmentagao nuclear

Os trofozoitos ndo-tratados e os tratados foram lavados duas vezes com
PBS e, em seguida, deixados para aderir a laminulas revestidas com poli-L-
lisina (Sigma, EUA) a 0,1% por 10 min. As células foram entdo lavadas com
PBS e fixadas com formaldeido (Merck, Alemanha) a 4% por 15 min. Em
seguida, os parasitos foram permeabilizados com Triton-X-100 a 0,25% em PBS
por 20 min e lavados trés vezes com PBS por 1 min. Finalmente, o ensaio foi
realizado usando o kit click-iT TUNEL Alexa Fluor Imaging Assay (Molecular
Probes, Inc), de acordo com as instrugdes do fabricante. A marcacao nuclear foi
realizada usando Hoechst 33342. As células foram visualizadas usando um
modulo LSM 710 e SR-SIM (Microscopia de lluminagao Estruturada de Super-

Resolugao) usando o Zeiss Elyra PS.1 (Zeiss, Alemanha).

4.8.3. Parede cistica

Os cistos foram adquiridos através do kit A100FLK Aqua-Glo™ G/C
Direct Comprehensive (Waterborne, inc- USA) e foram processados juntamente
com os parasitos tratados e n&o-tratados da seguinte forma: foram lavados duas
vezes com PBS e, em seguida, permitiu-se que aderissem a laminulas
previamente revestidas com 0,1% de poli-L-lisina (Sigma, EUA). Apos 10
minutos, as células foram fixadas com metanol (Merck, Alemanha) gelado por 5
minutos em seguida lavadas duas vezes com PBS. Apds essa etapa, realizou-
se um bloqueio de 1 hora (PBS contendo 3% de albumina de soro bovino - BSA,
pH 8,0). As células foram entdo incubadas na presenga do anticorpo primario
monoclonal 6H12- anti CWP1, uma proteina da parede cistica, diluido 1:100,
gentilmente fornecido pelo Dr. Hugo Lujan (Universidade de Codrdoba,

Argentina). Posteriormente, as amostras foram lavadas com PBS + BSA e
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incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario anti-IlgG de camundongo
conjugado com Alexa 546, diluido 1:400 (Thermo Fisher, EUA). As células
foram lavadas trés vezes e incubadas com Hoechst (Thermo Fisher, EUA; 5
pg/ml) por 10 minutos. Como controle, o anticorpo primario foi omitido. As
amostras foram analisadas com o médulo LSM 910 utilizando o microscépio

confocal Zeiss (Zeiss, Alemanha).

4.9. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram fixadas por 1 h em uma solugédo contendo 2,5% de
glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences, EUA) em tampao cacodilato 0,1
M (pH 7,2) e pos-fixadas por uma 1 h com 1% de tetroxido de 6smio (OsO4) em
tampao cacodilato 0,1 M. Apds esse procedimento, as amostras foram lavadas
em PBS pH 7.2 por 3 vezes e desidratadas em solug¢des progressivas de etanol
(Merck, Alemanha) (15%, 20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, absoluto e super-
seco por duas vezes) por 15 min cada série. Posteriormente, foram secas pelo
meétodo de ponto critico (Bal-Tec CPD 030, Alemanha) ou (Leica CPD 300,
Alemanha), em seguida, foram montadas em suportes metdlicos para MEV
(stubs) e recobertas com 8 nm de ouro utilizando metalizador FL-9496 (Balzers
Union) ou 10 nm de platina utilizando o metalizador Quorum Q150RS (“Sputter
Coater”). Para a remogédo da membrana, as células foram tratadas com 2% de
NP-40 mais 2% de Triton X-100 por 10 min antes da fixagdo. O detergente foi
diluido em tamp&ao PHEM (5 mM MgCI2, 70 mM KCI, 20 mM HEPES, 60 mM
Pipes e 10 mM EGTA), pH 7,2. As amostras foram observadas em um
microscopio ZEISS EVO MA10 (Zeiss, Alemanha) ou, alternativamente, no
microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo FEI Quanta FEG
450 (FEI Company, Holanda).

4.10. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras foram lavadas em PBS, pH 7.2 e, posteriormente, fixadas
por uma hora a temperatura ambiente em uma solugdo contendo 2,5% de

glutaraldeido e 4% de formaldeido em tamp&o cacodilato 0,1 M (pH 7,2). As
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amostras foram entdo lavadas duas vezes em PBS, pH 7,2, e pos-fixadas em
1% de OsO4 e 0,8% de ferrocianeto de potassio. Apds a pos-fixagédo, as
amostras foram lavadas 3 vezes com PBS pH 7.2, e desidratadas em solucdes
progressivas de acetona (Merck, Alemanha) (50%, 70%, 90%, absoluto e
realizado 3 trocas com acetona super-seca), deixando as amostras por 15 min
em cada etapa. A infiltragao foi feita gradualmente por misturas de acetona:
epon 2:1 por 6 h, 1:1 e 1:2 por 8 h e resina pura por 12 h, posteriormente o
material foi colocado em moldes e polimerizado na estufa a 60°C, por 72 h.
Depois de polimerizados, os blocos foram trimados, seccionados com uma faca
de diamante (Drukker, Reino Unido) no ultramicrétomo Leica (Alemanha)
ULTRACUT UCT 6 ou 7 e os cortes coletados em grades de cobre de 300 mesh.
Os cortes ultrafinos de 70 nm foram contrastados com acetato de uranila 5% em
agua por 40 minutos e em citrato de chumbo por 3 minutos e visualizados ao
microscopio eletrénico de transmissdao FEI Tecnai Spirit (FEI, Holanda),

operando a 80 kV.

4.11. Ciclo celular

Os trofozoitos, tanto controle quanto tratados, foram mantidos em gelo
por 15 a 20 minutos para facilitar a separacao celular. As células foram entao
centrifugadas a 800 x g (Centrifuga Eppendorf, Alemanha, rotor: 5427) durante
5 minutos, seguido pela retirada do sobrenadante. O pellet foi lavado duas
vezes com 2 ml de solugédo salina tamponada com HEPES (150 mM NaCl, 5
mM KCI, 1 mM MgSO., 10 mM HEPES, pH 7,4) (POXLEITNER et al., 2008).
Para o processo de fixagdo, as células foram ressuspensas em 300 pl da
solugéo salina tamponada com HEPES, e 700 ul de etanol 100% gelado foram
adicionados gradualmente, enquanto a suspensdo era submetida a vortice
suave. Neste estagio, as células puderam ser armazenadas a 4°C. As culturas
foram posteriormente centrifugadas, e o pellet foi lavado com 50 mM de citrato
de sddio (Sigma) e ressuspenso em 0,5 ml da mesma solugdo contendo RNase
A a 0,1 mg/ml. A suspensao foi incubada durante a noite a 4°C. Imediatamente
antes da analise por citometria de fluxo, 0,5 ml de solucéo de citrato de sédio 50
mM contendo 10 pM de SYTOX™ Green Nucleic Acid Stain (Sigma) foram
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adicionados, resultando em uma concentracéo final de SYTOX™ Green Nucleic
Acid Stain de 5 pM. As analises foram realizadas em um citdmetro de fluxo BD

FACSCalibur, e os dados foram adquiridos utilizando o software Accuri.

4.12. Andlise estatistica

Os valores sdo expressos como média + erro padrdao e comparados por
ANOVA bidirecional com teste de comparacdo multipla de Bonferroni ou
ANOVA unidirecional com teste de comparagcdo multipla de Dunnet (Prism 8
Software Inc.). Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS

5.1. Ensaio de proliferagao

Para avaliacdo do crescimento dos trofozoitos expostos ao sal sddico do
acido nalidixico (Fig. 8a), enoxacina (Fig. 8b) e norfloxacina (Fig. 8c), nas
concentracdes de 1, 5, 10 e 20 uM, realizamos uma curva de crescimento a fim
de obtermos a 1Csp. Como comparacgao, utilizamos controles sem tratamento
(controle negativo) e com o farmaco padrao, o metronidazol na concentragéo de
10 yM  (controle positivo). Observamos uma diminuicdo na proliferacédo do
parasit o a apds 24 hs de tratamento com esses trés compostos quando
comparado ao controle negativo (Fig. 8a-c). No entanto, essa redug¢do nao foi
estatisticamente significativa (p > 0.05). A inibigdo do crescimento do parasito
a se intensificou apds 48 h de tratamento, houve uma reducéo da proliferacéo
celular estatisticamente significativa (p < 0.01), nos farmacos 10 e 20 uM de sal
sédico do acido nalidixico, sendo a diminuigdo na concentracdo de 10 uM
similar a reducdo induzida pelo metronidazol, na concentracao testada (Fig. 8a).
Além disso, uma redugao na proliferagao do parasito também foi observada em
concentragbes acima de 10 uM de enoxacina (p < 0.05) (Fig. 8b). A
norfloxacina sugere uma reducgao na proliferagdo do parasito dentro de 48 h de
tratamento, mas essa néo foi estatisticamente significante (Fig. 8c).

Apos 72 h de exposi¢cao aos compostos, ficou evidente que o parasito
tratado com o composto sal sédico do acido nalidixico apresentou redugcdo em

sua proliferacdo quando comparado a cultura controle (Fig. 8a). Essa
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diminuicao foi estatisticamente significativa (p < 0.0001) em todas as
concentracdes testadas. Importante destacar que a concentracdo de 10 uM de
sal sodico do acido nalidixico teve um efeito similar ao metronidazol na mesma
concentragédo. O crescimento do trofozoito também foi inibido pela enoxacina
em 72 h (Fig. 8b). Diferentemente dos outros compostos, a norfloxacina
somente reduziu significativamente a proliferagao celular na concentragcao de 20
MM (p < 0.0001) (Fig. 8c). Os valores de ICso para os trés compostos foram

determinados em 48 e 72 h e sdo mostrados na Quadro 5.

Para averiguar se foram realmente os compostos que inibiram a
proliferagdo do parasito e ndo o solvente em que foram diluidos, realizamos
curvas de crescimento em que adicionamos diferentes concentracées de NaOH
as culturas de trofozoitos (Fig. 9). N&do houve alteragdo na proliferacdo do
parasito em nenhuma das concentragbes utilizadas do NaOH (p > 0.05),
sugerindo assim, que o efeito inibitério na proliferagcdo observado nas curvas
anteriores é proveniente da agdo dos compostos, ou seja, todas as alteragdes
que ocorreram na curva de crescimento das culturas de G. intestinalis tratadas
com sal sédico do acido nalidixico, enoxacina e norfloxacina, ndo tiveram

influéncia do solvente.
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Sal sodico do acido nalidixico

150 -
-o- Controle
- MZ 10 uM
1M
5uM
- 10 uM
- 20 uM

120

10° Células/mL

0 L] T
0 24 48 72

Tempo (h)

Enoxacina

150
-o- Controle

—— MZ 10 pM
- 1 pM
5 pM
-& 10 pM
- 20 uM

10° Células/mL

Tempo (h)

Norfloxacina

1504
-o- Controle

-+ MZ10 uM
- 1 UM
5 uM
& 10 pM
w- 20 pM

10° Células/mL

Tempo (h)

Figura 8. Curva de crescimento de trofozoitos em 24, 48 e 72 h cultivados na
auséncia (controle) ou presenca de inibidores de topoisomerase (1, 5, 10 e 20 uM).
(a). Trofozoitos incubados com sal sdédico de acido nalidixico. (b). Trofozoitos
incubados com enoxacina. (c). Trofozoitos incubados com norfloxacina. Os resultados
sdo expressos como média = SEM (N = 4).
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sal Sodico do Acido

Nalidixico Enoxacina Norfloxacina
Tempo |Concentragdgo | Tempo |Concentragédo Tempo | Concentracdo
48 h g8uMm  |48nh 203um  |*8N > 50 UM
72h 4,3 UM 72h 13,3 uM 72h > 50 UM

Quadro 5. Valores de ICso obtidos para os inibidores de topoisomerase em G.
intestinalis. Os valores sdo mostrados para cada composto nos tempos de 48 e 72 h.

150+

Células/mL (10°

NaOH

-o- Controle

- 0,001 mM

=+ 0,005 mM
0,01 mM
0,02 mM

Tempo (h)

Figura 9. Curva de crescimento dos trofozoitos em 24, 48 e 72 h cultivados na
auséncia (controle) ou na presenca do NaOH em diferentes concentragées. Os

resultados sao expressos como a média £ SEM (N = 3).
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5.2. Atividade metabdlica

A avaliagéo da atividade metabdlica do parasito  foi medida através do
ensaio MTS/PMS. O ensaio foi realizado com os compostos sal sédico do acido
nalidixico, enoxacina e norfloxacina nas concentragbes de 1 yM, 5 uyM, 10 uM,
20 M nos tempos de 24, 48 e 72h (Fig. 10a-c). O albendazol na concentragao
de 10 yM foi utilizado como farmaco-controle para comparagao. O NaOH (0,2M)
e o formaldeido 4% foram utilizados como controles negativo e positivo,
respectivamente, nos mesmos tempos. As células tratadas com o composto sal
sédico do acido nalidixico (Fig. 10a) apresentaram reducéo da viabilidade nas
primeiras 24 h, principalmente nas concentragdes de 10 uM e 20 uM, o que nao
foi observado com o 10 uM albendazol na concentracéo testada (p > 0.0001).
Apos 48 e 72 h de tratamento, a reducdo se manteve nas maiores
concentragdes (p > 0.0001) quando este composto foi utilizado. Ja as células
tratadas com o composto enoxacina (Fig. 10b) apresentaram reducédo na
viabilidade em 24 h quando tratadas com a concentragao de 20 uM, efeito que
se repetiu nos tempos seguintes. O composto norfloxacina (Fig. 10c) nao
alterou a viabilidade celular de forma significativa em nenhuma das
concentracbes e em nenhum dos tempos estabelecidos, tendo sua maior taxa

de inibigéo igual a 21%, sendo esta reducgéo néo significativa (FIG. 10c).

Dado que o composto norfloxacina ndo apresentou influéncia expressiva
sobre a proliferacédo (item 5.1) e a atividade metabdlica (item 5.2), os ensaios
subsequentes foram realizados exclusivamente com os compostos sal sodico

do acido nalidixico e a enoxacina.
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Figura 10. Viabilidade dos trofozoitos apés 24, 48 e 72 h de tratamento com
inibidores de topoisomerase Il. (a) Trofozoitos incubados com sal sédico de acido
nalidixico. (b). Trofozoitos incubados com enoxacina. (c¢). Trofozoitos incubados com
norfloxacina. Os resultados sdo expressos como média + SEM. Os controles foram
considerados como 100% (N = 3. * = p <0,0001).
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5.3. Ensaio de Reversibilidade

Com o objetivo de verificar a transitoriedade do efeito do composto,
verificando se os trofozoitos sdo capazes de recuperar sua capacidade de
proliferagdo apds a remocao do inibidor, nesse ensaio o intervalo de 5 horas foi
selecionado com o objetivo de assegurar que o farmaco exercesse seu efeito
inicial sobre os trofozoitos sem, no entanto, causar danos irreversiveis. Apos 24
horas, observou-se um aumento no numero de células em todas as culturas
previamente expostas ao composto sal sédico do &acido nalidixico e ao
metronidazol, em comparacgao ao tempo anterior (5 h) (Fig. 11a-b). No entanto,
esse crescimento foi significativamente menor quando comparado aos
controles, resultando em diferengas  significativas (p <0,0001) na proliferagcao
entre as culturas tratadas e nao tratadas neste intervalo (Fig.11a-b). O mesmo

ocorreu para enoxacina (Fig 12).

Sal sadico do acido nalidixico
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200 #- NaOH
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Figura 11. Ensaio de reversibilidade com o sal sédico do acido nalidixico. (a)
Curva de crescimento. (b) Proliferagdo em barra. (N= 2. * = p <0,0001).

a -
Enoxacina
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w
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(]
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o 1004 NaOH
=]
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A = MZ 10 uM
& 5 uM
S 501 25 uM
- = 50 uM
I 100 uM
0_
5 24
Tempo (h)

Figura 12. Ensaio de reversibilidade com enoxacina. (a) Curva de crescimento. (b)
Proliferacdo em barra. (N = 2. * = p <0,0001).

5.4. Ciclo celular

Para avaliar se alteracbes no ciclo celular estariam ocorrendo, os

trofozoitos foram expostos a 1 uyM, 5 yM, 10 yM e 20 uM do composto sal

sédico do acido nalidixico durante 24 h e 48 h de tratamento. Apds 24 h, a

cultura controle exibia 10,7% de células na fase G0/G1, 13,99% de células na
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1344 fase S e 77,18% de células na fase G2/M (Fig. 13a-b). Como pode ser
1345  observado na figura 13a, apos a administragdo do composto houve uma
1346 discreta diminuigdo de células na fase G2/M e um leve aumento nas fases S e
1347  GO/G1 apenas nas maiores concentragdes. Os parasitos tratados com 10 uM
1348 exibiram uma porcentagem de células na fase GO/G1 de 14,98%, S de 14,09%
1349 e G2/M de 69,03%. Ja os tratados com 20 uyM exibiram uma porcentagem de
1350  células na fase G0/G1 de 15,24%, S de 16,8% e G2/M de 66,08% (Fig. 13).
1351 Em 48 h, a cultura controle exibiu 12% de células na fase G0/G1, 13,55%
1352 nafase S, e 67,10% na fase G2/M (Fig. 14a-b). Em comparacéo, os trofozoitos
1353 tratados com o composto exibiram um aumento na fase G2/M, acompanhado de
1354 uma reducdo nas fases S e G0/G1 em todas as concentracbes testadas. A
1355  maior alteragao foi observada na concentragao de 20 uM que apresentou 5,46%
1356  de células nas fases GO/G1 e S, e 87,76% de células acumuladas em G2/M
1357  (Fig. 14b). Como controle positivo, o albendazol também induziu um acumulo
1358  significativo de células em G2/M.
1359
a 200 200 0,
1 uM AB 10 pM 20 uM
2,0M [} Symngr:aen 4,01 60M 2,0M o Symxz;r:een aom 6,00 20M o Sy;ﬂ;green aom
b 24 H
100~
mm Controle
80 . AB 10 M
H 1uM
= 60
3 5 uM
o 404 10 pM
20- 20 UM
U—'i T i T T
G0/G1 S G2/M
1360  Figura 13. Ciclo celular de trofozoitos de G. intestinalis em 24 h. (a) Histogramas
1361  representativos do ciclo celular em culturas controle (preto) e tratadas com 1 uM
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1362 (vermelho), AB 10 uM (verde) e 20 uM (azul) de sal sddico do acido nalidixico. (b) A
1363  porcentagem de células nas fases GO/G1, S e G2/M é observada para cada condigéao.
1364 (N =2).
1365
a 300 300 %0
1M : AB 10 M 20 uM
-ISWGX Qfele" - . ’ lm\i‘Sylox ;::;n - - ' " Sy‘t:)I:Mgreen " -
b 48 H
100 *
Hl Controle
80— i AB 10 M
o 1 UM
= bt 5 UM
o 40- 10 pM
20 20 pM
U'j T ' T T
G0/G1 S G2/M
1366 _ Figura 14. Ciclo celular de trofozoitos de G. intestinalis em 48 h. (a) Histogramas
1367  representativos do ciclo celular em culturas controle (preto) e tratadas com 1 uM
1368  (vermelho), AB 10 uM (verde) e 20 pM (azul) de sal sddico do acido nalidixico. (b) A
1369  porcentagem de células nas fases G0/G1, S e G2/M é observada para cada condicao.
1370  Note que o aumento em G2/M na concentracao de 20 pM é significativo. (N=3.*=p
1371 <0,0001).
1372
1373 5.5. Imunofluorescéncia
1374 Para investigar se o sal sodico do acido nalidixico influenciaria os
1375 componentes do citoesqueleto dos trofozoitos, foram conduzidos ensaios de
1376  imunofluorescéncia utilizando-se o anticorpo anti-alfa-tubulina TAT-1. Na
1377  Figura 15a, observam-se células controle apos 48 horas de cultivo, nas quais a
1378 marcagdo com o anticorpo anti-alfa-tubulina evidencia sua presenga nos
1379  flagelos, no disco ventral e no corpo mediano. A partir do tratamento com 1 uM
1380  do composto, os flagelos apresentaram-se mais curtos, (Fig. 15b, Fig. 16)
1381  condi¢cdo que se manteve nas concentragdes mais elevadas (Fig. 15c).
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1382

Controle 1M 10 uM

TAT-1

Hoechst

DIC + Sobreposigao

1383  Figura 15. Imunofluorescéncia de G. intestinalis usando anticorpo TAT-1 em 48 h.
1384  (a-d-g) Trofozoitos controle. (b-e-h) Trofozoitos tratados com 1 pM de sal sédico do
1385  &cido nalidixico. (c-f-i) Trofozoitos tratados com 10 uM de sal sédico do acido nalidixico.
1386 O Hoechst foi utilizado para marcacgéo do nucleo (azul). TAT-1: verde.
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Controle

N3

<
1394  Figura 16 - Imunofluorescéncia de G. intestinalis usando anticorpo TAT-1. Maior
1395 aumento das imagens 11a-b. Células da cultura controle, e células tratadas com 1 yM
1396  de sal sédico do acido nalidixico. Verde: TAT-1.
1397
1398  5.6. Efeitos na ultraestrutura de superficie
1399 A microscopia eletrdbnica de varredura foi utilizada para observar
1400 possiveis alteragdes na superficie do parasito apés o tratamento com os
1401  compostos. Em seguida, foram analisadas culturas tratadas com 1 uM, 5 uyM, 10
1402 UM e 20 uM por 48 horas. Esse tempo foi escolhido porque efeitos significativos
1403  na inibicdo da proliferacdo foram observados a partir desse periodo, permitindo
1404  monitorar as alteragdes iniciais induzidas pelos compostos.
1405 Conforme mostrado na Figura 17, os trofozoitos do grupo controle
1406  apresentaram morfologia caracteristica, com corpo em forma de pera, quatro
1407 pares de flagelos, membrana plasmatica preservada, disco ventral integro e
1408  flange ventro-lateral continua (Fig. 17a-b). Em comparagdo ao controle (Fig.
1409  17b), trofozoitos expostos a 1 pM do sal sédico do &acido nalidixico,
1410 apresentaram alteracbes discretas. A tendéncia ao encurtamento da porcao
1411  caudal, conferindo-lhes um aspecto levemente arredondado foi observado em
1412 28% dos parasitos tratados (Fig. 17c). Apdés a incubagdo com 5 yuM do
1413 composto, foram observadas rugosidades na superficie celular e a redugédo no
1414  tamanho dos flagelos em células com o aspecto levemente arredondado (Fig.
1415  17d). Essas alteragcbes tornaram-se progressivamente mais evidentes com o
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aumento da concentracao (10-20 uM), incluindo uma aparente reducgéao tanto no
tamanho quanto na quantidade de flagelos externalizados. (Figs. 17e—f). Esse
efeito foi observado em 50% dos parasitos tratados com 10 uM e em 70% dos
trofozoitos tratados com 20 pyM do sal de sédio do acido nalidixico (Fig. 18).
Areas de extracdo da membrana foram observadas apés tratamento com 20 pM
(Fig. 17f). A porcentagem de células em divisdo, identificadas pela morfologia
caracteristica em forma de “coragéo”, ndo diferiu entre os grupos controle e

tratados (Fig. 18), sendo em torno de 4% nas culturas.

As células tratadas com enoxacina nas concentragdes de 10 e 20 yM
(Fig. 19a-b) também exibiram uma tendéncia a reducdo no tamanho e na
quantidade de seus flagelos, além de apresentarem uma aparente retracado da
regiao caudal do parasito. Entretanto, a regido anterior foi ainda identificada

contendo o disco ventral integro (Fig. 19b).
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Figura 17. Microscopia eletronica de varredura do trofozoito de G.
intestinalis tratados e nao tratados, em 48 h. (a) Superficie dorsal do trofozoito
e posicdo ventral (b). (¢) Trofozoito tratado com 1 pM de acido nalidixico. (d)
Parasito tratado com 5 yM do composto apresenta aspecto irregular da superficie
dorsal (seta). (e) A diminuicdo do numero de flagelos é nitida apds o tratamento
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com 10 pM. Note a regido caudal modificada (seta). (f) A superficie
correspondente ao disco ventral apresenta areas com extracdo da membrana
apos tratamento com 20 uM. DV - Disco ventral; FC — Flagelo caudal.

Sal sodico do acido nalidixico
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El Controle
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© 5 uM
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Figura 18. Quantificacao de células arredondadas com alterag6es nos flagelos (A)
e de células em divisao (D) em imagens de microscopia eletrénica de varredura.
Foram contadas 100 células em cada condi¢gdo nos grupos controle e tratados com sal
sddico do acido nalidixico por 48 h. N = 2 experimentos independentes.

Figura 19. Microscopia eletrénica de varredura do trofozoito de G. intestinalis
tratados com enoxacina por 48 h. (a) Trofozoitos tratados com 10 uM, apresentando
retracdo da sua porcdo caudal, com reducdo dos flagelos externalizados. (b)
Trofozoitos tratados com 20 uM. O formato do disco ventral (DV) se encontra alterado,
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com enrugacgdes, e o corpo da célula nao é visivel. DV - Disco ventral; FC — Flagelo
caudal.

5.7. Caracterizacao do citoesqueleto

Para avaliar a integridade do citoesqueleto, mais precisamente dos
flagelos, utilizamos o protocolo para extragcdo de membrana. As Figuras 20a-b
mostram os elementos do citoesqueleto como os microtubulos que compdem o
disco ventral e o funis. Os axonemas dos flagelos sdo também observados.
Apos tratamento com 1-5 yM do composto sal sédico do acido nalidixico, nota-
se que os axonemas dos flagelos estdo mais préximos ao corpo da célula
estando coberto por filamentos citoplasmaticos (Figs. 20c-d). O
comprometimento do funis, localizado na regido caudal da célula, é também
observado. Os microtubulos que compdem esta estrutura sao vistos rompidos e
0 espacamento maior entre cada um deles é também notado (Figs. 20e-f)

quando comparado ao da célula controle (Fig. 20b).



1515

1516

1517

1518

1519

1520

1521

1522

1523

1524

1525

1526

1527

1528

1529

1530

1531

1532

1533

1534

1535

1536

1537

1538

1539

1540

1541

1542
1543
1544
1545

67

20. Microscopia eletronica de varredura de alta resolugao do citoesqueleto de G.
intestinalis em 48 h. (a-b) Controle: superficie ventral do trofozoito. Os microtibulos
do disco ventral (DV) e do funis (F) estao integros. Observe o flagelo anterior (FA). (c-d)
Trofozoitos tratados com 1uM. A ponta do flagelo anterior esta curvada e coberta por
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filamentos (seta). (e-f) Trofozoitos tratados com 5 yM mostram microtubulos do funis
rompidos (seta). DV- Disco ventral; FA- Flagelo anterior; FC- Flgelo caudal; F- Funis.

5.8. Avaliagao da ultraestrutura intracelular

A MET foi usada para observar possiveis alteragcdes nas organelas e outras
estruturas celulares do trofozoito apds o tratamento. Nestes ensaios, os parasito
s foram analisados apds exposicdo ao sal sédico do acido nalidixico nas
concentragcbes de 1 yM, 5 uM e 10 uM por 48 h. Este tempo foi novamente

escolhido para avaliar os efeitos primarios do farmaco no parasito.

A Figura 21 mostra cortes transversais da regido anterior das células
controle (sem tratamento). As principais estruturas do trofozoito sdo observadas
como: os nucleos com perfil arredondado; axonemas entre ambos os nucleos;
vesiculas periféricas logo abaixo da membrana plasmatica; disco ventral com
microtubulos e microfitas dispostos continuamente. O citoplasma mostra
granulos de glicogénio e ribossomos uniformemente distribuidos (Fig. 21a). As
mesmas caracteristicas foram vistas em células onde apenas o solvente (NaOH)
estava presente (dados ndo mostrados). Apds o tratamento com 1 uM de sal de
sédio do acido nalidixico, observamos ondulagdes na membrana da célula (Fig.
21a). A presenga de vacuolos no citoplasma foi frequente a partir da
concentragéo de 5 pyM (Fig. 21c-d). No tratamento com 10 yM do composto,
flagelos dentro de vacuolos foram observados, indicando a internalizagéo
flagelar (Fig. 21e-f). Danos na estrutura 9:2+2 dos axonemas nao foram
visualizados (Fig. 21e-f). Alteragdes no nucleo ndo foram observadas (Figs.
21c-d).
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Figura 21. Trofozoitos de G. intestinalis. (a) Controle. Corte transversal do parasito.
As principais estruturas da célula sdo mostradas. (b) Corte transversal do parasito
tratado com 1 yM mostrando ondulagbes na membrana (seta). (c-d) Presenca de
vacuolos com material citoplasmatico apds a exposicdo do composto na concentracao
de 5 e 10 pM. (e-f) Flagelos internalizados apds tratamento com 5 e 10 pM. AX -
Axonemas; DV - Disco ventral; N - Nucleos; F - Flagelos; V- Vacuolo.

5.9. Fragmentacao nuclear

Avaliamos o efeito do sal sddico do acido nalidixico na inducdo da

fragmentacdo nuclear em trofozoitos de G. intestinalis, considerando que estes
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compostos tem potencial para causar danos ao DNA em outros modelos
celulares. Conforme ilustrado na Figura 22, nenhuma marcacgao foi observada
no nucleo das células no controle negativo (Fig. 22 a,c,e). Ja no controle
positivo as células apresentaram intensa marcacéo nuclear (Fig. 22 b,d,f),
confirmando a eficacia do ensaio. Apos 48 horas de tratamento, células
positivas para TUNEL foram observadas apds exposi¢ao a concentragao de 10
MM (8%) e 20 uM (42%) (Fig. 23a-f, Fig. 24).

Controle Negativo Controle Positivo

Hoechst

TUNEL

DIC + Sobreposigﬁo
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1596  Figura 22. Avaliagdo da fragmentacdo nuclear. (a-c-e) Células sem tratamento
1597  (controle negativo), sem fragmentagéo. (b-d-f) Controle positivo do Kit Tunel, com
1598  marcagao no nucleo das células (verde). O Hoechst foi utilizado para marcagao do

1599  nucleo (azul).
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1602  Figura 23. Avaliagao da fragmentacao nuclear (TUNEL) em células tratadas com
1603  sal sédico do acido nalidixico em duas concentragdes. (a-c-e) Trofozoitos tratados
1604 com 10 uM e com 20 uM (b-d-e). Observe a marcacao de fragmentacao nuclear em
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1605  verde no nucleo das células (seta). O Hoechst foi utilizado para marcagdo do nucleo

1606  (azul).
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1613 Figura 24. Quantificagdo de células com fragmentagao nuclear em
1614 imunofluorescéncia. Foram contadas 100 células nos grupos controle e tratados
1615 com sal sdédico do acido nalidixico por 48 h. (N=2 experimentos independentes).
1616

1617  5.10. Imunufluorescéncia para identificacao do encistamento/cistos

1618 Para verificar se 0 composto poderia induzir o encistamento, realizamos a
1619  marcagao das células com anticorpos anti-CWP1, uma proteina especifica da
1620  parede cistica. A Figura 25a-b apresenta cistos de G. intestinalis marcados com
1621  anti-CWP1. No entanto, as células tratadas com o sal sédico do acido nalidixico
1622  nao apresentaram marcacao para essa proteina (FIG.25 c-d) em nenhuma das

1623  concentracdes testadas.
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Figura 25. Imunofluorescéncia de G. intestinalis usando anticorpo anti- CWP1.
(a-b). Cisto de G. intestinalis. (c-d) Trofozoitos tratados com 5 uyM de sal sddico do
acido nalidixico. Verde: CWP-1.

5.11. Avaliagao da toxicidade em células epiteliais intestinais humanas
(Caco-2)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para avaliar o efeito dos
compostos sal sodico do acido nalidixico e enoxacina em células epiteliais
intestinais humanas (Caco-2). Nesse contexto, a atividade metabdlica das
células nas culturas tratadas e ndo-tratadas foi avaliada apés 72 h de
tratamento utilizando-se as concentragdes de 10 uM, 20 uM, 50 uM e 100 uM
(FIG. 26a-b). O metronidazol na concentragdo de 10 uM foi utilizado como
farmaco de escolha para comparagdo. O NaOH (0,2M) e o formaldeido 4%
foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente, nos
mesmos tempos. Como pode ser observado na Figura 26a, o tratamento com
as concentracées de 10 yM e 20 uM de sal sédico do acido nalidixico nao

interferiu na viabilidade das células intestinais humanas (p <0,0001), enquanto
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nas concentragdes de 50 uM e 100 pM, essa reducdo se mostrou significativa (p
<0,0001). A CCso obtida foi de 270,8 pM. Devido a isso, calculamos o indice de
seletividade para determinar a eficacia do composto contra o parasito (IS=
270,8 / 4.3). O resultado obtido foi de aproximadamente 62,97, indicando que
esse composto € mais seletivo para G. intestinalis do que para as células Caco-
2. A enoxacina (Fig. 26b) nao interferiu na atividade metabdlica das células

intestinais de forma significativa em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 26. Citotoxicidade em células Caco-2 em 72 h. (a) Células tratadas com sal
sédico do acido nalidixico. (b) Células tratadas com enoxacina. (N = 3, * = p <0,0001).
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6. DISCUSSAO

Embora o tratamento da giardiase seja, em geral eficaz, os farmacos
disponiveis apresentam diversas limitagdes, incluindo a ocorréncia de efeitos
adversos e o aumento progressivo da resisténcia do parasito a essas
substancias (LEITSCH, 2015). O metronidazol, classificado pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) como um “medicamento essencial”, foi incluido no
13° relatério sobre carcindbgenos do National Institutes of Health (NIH, EUA)
devido a sua capacidade de induzir tumores em camundongos quando
administrado em doses elevadas (LEITSCH, 2015). Como alternativa
terapéutica de segunda linha, utiliza-se o albendazol, um carbamato de
benzimidazol, cuja efetividade torna-se variavel quando utilizado em dose
unica, regime frequentemente adotado na pratica clinica (AW et al., 2019).
Além disso, a Food and Drug Administration (FDA, EUA) recomenda
precaucdo no uso desse farmaco em mulheres em idade fértil, pois ha
evidéncias de seu potencial teratogénico. Considerando os efeitos adversos
mencionados e a crescente resisténcia do parasito aos farmacos atualmente
empregados — o0s quais vém sendo utilizados na pratica clinica ha mais de
cinco décadas —, torna-se imprescindivel a realizagdo de novos estudos
voltados a identificacao de potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da

giardiase.

Atualmente, diversos estudos investigam farmacos capazes de inibir
processos celulares essenciais, como a transcrigao e replicagao do DNA. Entre
as classes de compostos quimioterapicos que vém ganhando destaque,
encontram-se o0s inibidores de topoisomerases. As topoisomerases
desempenham um papel central na maioria dos processos celulares, pois a
maior parte das atividades que requerem acesso a informacao genética
armazenada no DNA exige a separacdo temporaria ou permanente das fitas
da dupla hélice. Essas enzimas desempenham um papel essencial na
preparagao dos cromossomos replicados para a segregacao e divisao celular.
(BUZUN et al., 2020). No contexto de G. intestinalis, organismo modelo deste
estudo, a relacdo entre a atividade das topoisomerases e o0 processo de

encistamento ja foi demonstrada. Estudos mostraram que a expressédo da
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topoisomerase |l aumenta durante esse processo, e sua superexpressao induz
a ativagao dos genes CWP1-3 e myb2 (Lin et al., 2013; 2017).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram conduzidos utilizando
inibidores de topoisomerases em protozoarios. No caso de G. intestinalis,
embora com concentragcbes maiores que as testadas aqui, a quinolona
ciprofloxacina demonstrou um efeito citotoxico que parece levar a morte celular
por necrose (SOUSA & SILVA, 2001). Em Leishmania donovani, esses
inibidores foram capazes de induzir a interrup¢ao do ciclo celular, culminando
no desencadeamento do processo apoptético (MITTRA et al., 2000). Ja em
Trypanosoma cruzi, os inibidores de topoisomerase comprometeram
significativamente a proliferagdo do parasito, provocando a interrupgéo do ciclo
celular, alteragdes ultraestruturais e danos no DNA nas formas epimastigotas
(ZUMA et al., 2014). Diante desse contexto, a utilizacdo de inibidores de
topoisomerases apresenta-se como uma estratégia promissora, ndo apenas
para elucidar o papel biolégico dessas enzimas nos protozoarios, mas também
como uma abordagem potencial terapéutica para o combate das infecgdes

causadas.

E importante dizer que o reposicionamento de farmacos, que busca
novas aplicagcbes para medicamentos ja aprovados, é uma estratégia
promissora na identificacdo de tratamentos para diversas doencas. Essa
abordagem é especialmente relevante para Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNSs), que carecem de recursos e opgoes terapéuticas eficazes (FERREIRA
& ANDRICOPULO, 2016). No contexto das topoisomerases I, o
reposicionamento de seus inibidores tem sido explorado como uma estratégia
promissora para o tratamento de doencgas infecciosas negligenciadas, como a
tripanossomiase africana humana (DIAS, 2014). Com base no exposto, o
presente estudo investigou os efeitos de inibidores de topoisomerase,
especificamente o sal sodico do acido nalidixico (inibidor da DNA girase
bacteriana e topoisomerase Il), a enoxacina (inibidor de topoisomerase Il) e a

norfloxacina (também inibidor de topoisomerase Il) em G. intestinalis.

A escassez de estudos sobre inibidores de topoisomerase em G.
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intestinalis torna este estudo estratégico. Em nossas analises mostramos
que, entre os trés compostos testados, o uso do sal sédico do acido nalidixico
demonstrou a maior eficacia na redugdo da proliferacdo dos trofozoitos,
apresentando valores de ICso de 8,8 uM (48 h) e 4,3 uM (72 h). Em outros
protozoarios, como Plasmodium falciparum, os inibidores de topoisomerase
apresentaram ICso variando entre 4,5 e 142,9 yg/mL (TAN et al., 2021). No
caso de T. cruzi, a enoxacina (mesma substancia utilizada neste estudo) foi
capaz de inibir em 50% a proliferagéo de epimastigotas quando comparada as
células controle apés tratamento com 163,64 uM do farmaco por 48 h (ZUMA
et al., 2011). Para a norfloxacina, em T. cruzi, a ICso foi de 974 yM em 48 h
(ZUMA et al., 2011). Esses resultados indicam que os inibidores de
topoisomerase testados no presente estudo apresentam maior eficacia contra
G. intestinalis quando comparados aos efeitos observados em outros
protozoarios. Assim como observado em T. cruzi (ZUMA et al., 2011), a
enoxacina demonstrou ser mais eficaz do que a norfloxacina. No entanto, no
presente estudo, o sal sodico do acido nalidixico, uma quinolona de primeira
geracao, revelou-se ainda mais eficaz que a enoxacina. Ao analisarmos o0s
resultados referentes a proliferagao celular apdés 24 horas de tratamento,
observamos que a redugdo na proliferacdo celular foi comparavel aquela
promovida pelo metronidazol, farmaco atualmente utilizado como referéncia
terapéutica. Esse padrdao de inibicdo manteve-se consistente também em
tempos posteriores de exposicdo, especialmente nas concentragdes mais
elevadas do composto avaliado. Esses achados sugerem que a substancia em
estudo apresenta um desempenho citotéxico semelhante ao do metronidazol,
indicando seu potencial como uma alternativa terapéutica promissora no

combate ao parasita.

O ensaio de viabilidade dos trofozoitos revelou que os compostos sal
sdédico do acido nalidixico e enoxacina reduziram a viabilidade do parasito a
partir de 24 h. O MTS, um sal de tetrazdlio analogo ao MTT, na presenga de
metossulfato de fenazina (PMS), sofre redugdo enzimatica direta em células
viaveis, utilizando cofatores como NADH+ e NADH, gerando um produto de
formazan cuja absorcdo maxima ocorre a 490 nm em solugdo salina

tamponada com fosfato (CORY et al., 1991). Como essa redugdo nao esta
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exclusivamente vinculada a fungdo mitocondrial, mas também as reagdes de
oxidorredugcao que ocorrem através da membrana plasmatica, permitindo a
reducdo extracelular dos sais de tetrazdlio, o método pode ser ampliado para
organismos microaerofilicos e anaerobicos, como G. intestinalis (HENRIQUES
et al., 2011). Ao compararmos os resultados da proliferacdo celular nas
concentracdes de 1-5 uyM do sal sédico do acido nalidixico e enoxacina com os
de viabilidade celular, os dados sugerem que os farmacos afetam mais
intensamente a multiplicagdo do parasito do que sua viabilidade, sendo a
funcionalidade das células alterada nas concentragdes de 10 uM e 20 uM. De
fato, observamos alteragao no ciclo celular de parasitos expostos ao sal sédico
do &cido nalidixico; com o acumulo de células na fase G2/M. E bem
estabelecido que inibidores da topoisomerase |l induzem a paralisagéao do ciclo
celular na fase G2/M (SOLIMAN et al., 2023). No entanto, estudos anteriores
indicaram que esses compostos geralmente induzem uma acentuada
paralisagdo do ciclo celular na fase G2 , consequéncia do extenso dano ao
DNA que ocasionam, ativando um rigoroso ponto de controle celular (D’ARCY
& GABRIELLI, 2017). No presente estudo, ndo observamos um aumento no
numero de células em divisdo, o que nos leva a sugerir que o efeito sobre o

ciclo celular esteja predominantemente associado a fase G2.

A etapa seguinte consistiu em avaliar se o efeito dos inibidores nos
trofozoitos de G. intestinalis seria reversivel apos a retirada dos compostos. Os
resultados indicaram que as células previamente expostas ao sal sddico do
acido nalidixico, 24 h apds a remogao do farmaco, ainda apresentaram uma
reducao na proliferacdo, quando comparadas as células controle. Estes dados
indicam que os parasitos previamente tratados nao restabeleceram a

replicacéo de forma eficiente no periodo analisado.

Na fase subsequente, tornou-se fundamental avaliar a citotoxicidade
dos compostos sal sddico do acido nalidixico e enoxacina, que demonstraram
maior eficacia, em linhagens celulares humanas. Optou-se por realizar esses
ensaios utilizando células da linhagem epitelial intestinal humana Caco-2, uma
vez que essas células preservam caracteristicas morfologicas e fenotipicas

das células epiteliais intestinais, tais como morfologia polarizada, presenca de
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microvilosidades na superficie apical, expressdao de enzimas de borda em
escova e a formacao de jungdes ocludentes tipicas (tight junctions) (SAMBUY
et al., 2005; URDICIAIN et al., 2019). Ademais, considerando que o0s
trofozoitos de G. intestinalis estabelecem o parasitismo em células epiteliais
intestinais, essa linhagem representa um modelo adequado para investigagdes

quimioterapéuticas relacionadas a esse protozoario.

Nesse contexto, os resultados obtidos por meio do ensaio MTS/PMS
indicaram que o tratamento das células Caco-2 com o sal sddico do acido
nalidixico, nas concentracdes de 10 e 20 puM por 72 h, ndo resultou em redugao
da viabilidade celular, mantendo-se inalterada a atividade mitocondrial.
Observou-se apenas 20% de células invidaveis quando expostas as
concentragbes mais elevadas do farmaco (50 e 100 uM). Com base nesses
achados, foi calculado o indice de seletividade, cujo valor aproximado de 62,97
sugere uma maior seletividade desse composto para G. intestinalis do que para
as células Caco-2. Esses achados indicam que o composto permanece mais
eficaz contra G. intestinalis, reforcando seu potencial como agente
antiparasitario seletivo. Embora os inibidores da topoisomerase |l sejam
amplamente empregados como agentes antineoplasicas, o sal sédico do acido
nalidixico testado neste estudo apresentou um valor de EC50 de 270,8 uM,
superior ao do etoposideo (58,96 pM), farmaco amplamente utilizado em
tratamentos contra o cancer. Por outro lado, uma série de analogos de
fluoroquinolonas tem demonstrado potencial promissor nesse contexto (ADLY et
al., 2025).

A analise realizada por microscopia eletrénica de varredura revelou que o
efeito primario do composto sal sédico do acido nalidixico foi o arredondamento
celular e o estreitamento da porgdo caudal do parasito, conjuntamente com a
internalizacao dos flagelos. Embora tais caracteristicas sejam tipicas de células
em estagios iniciais do processo de encistamento, essas mesmas modificagdes
também sao observadas quando os parasitos sdo expostos a diferentes classes
de compostos (MIDLEJ & BENCHIMOL, 2009, GADELHA et al, 2019,
OLIVEIRA et al., 2022). A literatura indica que, sob condigbes estressantes,
como escassez de nutrientes ou a presengca de substancias quimicas,

protozoarios formadores de cistos tendem a ser induzidos ao encistamento
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(VONLAUFEN et al., 2008). Dessa forma, é plausivel que , na presenca do
composto sal sédico do acido nalidixico, os trofozoitos estejam submetidos a
condi¢cbes de estresse, 0 que poderia desencadear o inicio do processo de
encistamento, onde os trofozoitos perdem sua capacidade de fixacédo, pois o
disco se fragmenta e os seus flagelos se internalizam (LAUWAET et al., 2007)
embora essa diferenciacdo ndo se completaria uma vez que nao foi possivel
observar vesiculas especificas de encistamento (Encystation-specific vesicles -
ESVs), nem a formagao da parede cistica ou a presencga de cistos maduros em
nenhum dos ensaios realizados. Adicionalmente, os trofozoitos tratados
incubados com anticorpo anti-Cwp1, uma proteina especifica da parede cistica,
nao exibiram marcagcdo dessa proteina. Também foi observado que o
citoesqueleto do disco ventral permaneceu integro, contrastando com células
em encistamento ou cistos, que apresentam o disco fragmentado (BENCHIMOL,
2004b, KIM et al., 2019). E importante ressaltar que as topoisomerases do tipo Il
apresentam aumento em sua expressao durante o processo de encistamento,
de modo que, ao serem inibidas, tal processo nao seria completamente
concluido (LIN et al., 2013).

Na literatura, diversos autores ja relataram a internalizagao dos flagelos
ao tratar trofozoitos de G. intestinalis com diferentes substancias. Busatti e
colaboradores (2013) observaram esse efeito ao tratar os trofozoitos com
metronidazol por 48 horas, enquanto Corréa e Benchimol (2006) também
registraram a mesma alteragéo ao tratar as células com citocalasina D. Vale
ressaltar que a internalizacao dos flagelos pode sugerir que o composto sal
sédico do acido nalidixico interfere na regulagdo da tubulina. De fato, as
analises por imunofluorescéncia revelaram que os flagelos se apresentaram
mais curtos e espiralados. Da mesma forma, ao observarmos células com a
membrana extraida, notamos que os axonemas dos flagelos estavam mais
préximos ao corpo celular e menos projetados. Além disso, os microtubulos que
formam os funis mostraram-se rompidos, com um espagcamento maior entre
cada um deles, em comparagdo as células controle. No entanto, sao
necessarios mais experimentos para confirmar se, de fato, houve a alteracéo da
tubulina nos trofozoitos tratados. Wang e colaboradores (2016) demonstraram

que os inibidores da topoisomerase | também exercem influéncia sobre os
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elementos do citoesqueleto, incluindo microtubulos e filamentos de actina, os
autores sugeriam que tubulina e actina seriam um alvo molecular para estes
inibidores.

A andlise por microscopia eletrbnica de transmissao revelou células
contendo vacuolos que apresentavam material citoplasmatico em seu interior,
como glicogénio, além de lamelas concéntricas membranosas (figuras
mielinicas), caracteristicas tipicas de processos autofagicos. A autofagia € uma
via de degradacédo celular essencial para a manutencdo da sobrevivéncia em
situagcdes de estresse, como privacdo de nutrientes, estresse oxidativo e
envelhecimento (SUZUKI & OHSUMI, 2010). Estudos indicam a presenga da via
autofagica em G. intestinalis e outros protozoarios parasitos, como Plasmodium,
Trypanosoma e Trichomonas, porém, poucos genes chave envolvidos na
autofagia foram identificados no banco de dados do genoma de G. intestinalis. A
auséncia de muitos genes relacionados a autofagia, como p62 e ATG5, sugere
que a via autofagica em G. intestinalis pode ser incompleta ou peculiar (WU et
al., 2021). Pesquisas demonstraram que diferentes tipos celulares apresentam
vacuolos autofagicos nas fases iniciais do processo de autofagia, os quais
aumentam em numero e volume nas etapas mais avancadas (GHARTEY-
KWANSAH et al., 202As caracteristicas ultraestruturais indicativas de um
processo autofagico observadas no parasito apés o tratamento com o sal sddico
do acido nalidixico sdo comuns em G. intestinalis apds a incubagao com outras
classes de farmacos. Por exemplo, vacuolos autofagicos com membranas
concéntricas foram identificados apdés o tratamento com analogos do
metronidazol em G. intestinalis (BUSATTI et al., 2013) e com novos inibidores
de histonas desacetilases (HDAC- Histone Deacetylases), denominados KH-
TFMDI, pertencente a familia das 3-arilidenoindolin-2-onas, e KV-46, uma 4-
[(10H-fenotiazin-10-il)metil]-N-hidroxibenzamida  (GADELHA et al.,2019,
OLIVEIRA et al., 2022). Como demonstrado, vacuolos com caracteristicas
autofagicas estavam presentes logo apds a administracdo de todas as
concentragdes dos compostos estudados. E possivel que a via autofagica seja

ativada inicialmente como uma resposta de defesa da célula.

O ensaio de fragmentagdo de DNA revelou que as células tratadas com

o sal sddico do acido nalidixico nas concentragdes de 10 uM (8%) e 20 yM



1904
1905
1906
1907
1908
1909
1910
1911
1912
1913
1914
1915
1916
1917
1918
1919
1920
1921
1922
1923
1924
1925
1926

1927
1928

82

(~42%), apos 48 h de tratamento, apresentaram fragmentagcédo no DNA, o que
poderia indicar morte celular por apoptose, uma caracteristica tipica de
inibidores da topoisomerase |l (NEGRI et al., 1995). No entanto, ndo foram
detectados corpos apoptdoticos nem alteracdes tipicas de apoptose no nucleo
das células tratadas com 10 uM, quando analisadas por microscopia eletrénica
de transmissao. Diante da auséncia dessas caracteristicas morfologicas e da
presengca de células com membranas rompidas, sugerimos que a
fragmentacdo do DNA possa estar relacionada a um processo de necrose
tardia. Ainda assim, sdo necessarios experimentos adicionais para confirmar
essa hipdtese e determinar com maior precisdo o tipo de morte celular
envolvido. Com base nos resultados obtidos, acreditamos que o composto sal
sédico do acido nalidixico pode ser considerado uma alternativa potencial para
o desenvolvimento de um farmaco no tratamento da giardiase, uma vez que é
capaz de modificar processos bioldgicos, como a proliferacdo do parasito,
induzir alteragbes ultraestruturais, afetando principalmente os flagelos e os
funis, componentes essenciais para a motilidade parasitaria e os flagelos
facilitares da divisao celular, além de gerar uma condicdo de estresse que
levaria a ativagdo de um mecanismo semelhante a autofagia. No entanto, séo
necessarios estudos adicionais para confirmar se este composto inibe as
topoisomerases do parasito ou se exerce efeito sobre outras vias metabdlicas.
Os inibidores da topoisomerase poderiam representar uma opcao de
tratamento alternativa ou complementar, podendo ser utilizados em

associacdo com metronidazol ou albendazol.
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7. CONCLUSOES

O composto sal soédico do acido nalidixico, um inibidor da topoisomerase I,

foi eficaz na inibicao da proliferagcao e viabilidade de G. intestinalis

O efeito do composto sal sddico do acido nalidixico na proliferacdo do
parasito foi reversivel, embora os parasitos tratados previamentenao

restabelecam a replicagao de forma eficiente

O ciclo celular do parasita foi alterado apdés o tratamento com xxx,

especificamente na fase G2/M.

O composto sal sédico do acido nalidixico néo foi citotdxico para as células

Caco-2 nas concentragdes usadas.

O sal sddico do acido nalidixico promoveu alteragbes nos componentes do

citoesqueleto do parasito induzindo a internalizagéo dos flagelos.

Os inibidores de topoisomerase sao candidatos a opgdes viaveis capazes
de atuar no desenvolvimento de farmacos alternativos para o tratamento da

giardiase.
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