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Caracterizacdo dos mecanismos de microvesiculacao de trofozoitos de Giardia
intestinalis e determinacdo do papel das microvesiculas na interagéo com células

hospedeiras.
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

ANDRES HERNAN MOJOLI LE QUESNE

Giardia intestinalis (G. intestinalis) é o parasita gastrointestinal mais comum que
coloniza o trato intestinal humano onde permanece extracelular e aderido as células
intestinais. O parasita tem uma distribuicdo mundial, causando um namero estimado de
2.8x10% casos por ano e recentemente a doenca foi incluida como parte da Iniciativa das
Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial de Saldde. As manifestacdes clinicas da
giardiase sdo variaveis, e vdo desde a auséncia de sintomas até diarreias agudas ou crénicas.
Adicionalmente, estudos recentes indicam que disturbios gastrintestinais funcionais, tais como
a sindrome do intestino irritavel, e o déficit de crescimento em criangcas podem ser associados
com a infecgdo por G. intestinalis. Apesar da alta prevaléncia e das consequéncias desta
doenca, os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes na giardiase ainda permanecem
incompreendidos. Os trofozoitos causam a doenca sem penetrar no epitélio intestinal, nem
entrar na corrente sanguinea e sem secretar nenhuma toxina conhecida. Nos Gltimos anos, tem
sido descrito que as vesiculas extracelulares podem participar na interacdo parasita-célula
hospedeira. As vesiculas extracelulares podem ser: microvesiculas (MVs) e derivadas da
membrana plasmatica; exosomos, pequenas vesiculas originadas a partir de membranas de
endossomos; e corpos apoptoticos contendo material do ndcleo celular. As MVs tém sido
mostradas como importantes fatores na interacdo parasita-célula hospedeira. No presente
trabalho, foi utilizada uma combinacdo de metodologias, incluindo citometria de fluxo,
microscopia de fluorescéncia, proliferagdo celular, anélises de proteoma e ensaios de
aderéncia celular para investigar o papel das microvesiculas liberadas por trofozoitos de G.
intestinalis nas propriedades patogénicas deste parasita. Demonstramos que G. intestinalis
produz e secreta microvesiculas com exposicdo superficial de fosfatidilserina. Além disso, o
processo de liberacdo de MVs é dependente do tempo e da concentragdo de célcio, envolve
microdominios de membrana e as microvesiculas conttm RNA de baixo peso molecular.
Observamos também que os microdominios de membrana estdo envolvidos na adesdo do
parasita a células Caco-2. Nossa andlise protedmica preliminar sugere presenca de
componentes do citoesqueleto, alfa giardinas, enzimas metabdlicas e proteinas variaveis de



superficie (VSP) nas MVs isoladas de G. intestinalis. Foi demonstrado também que as MVs
de G. intestinalis interagem com as células do hospedeiro aumentando a proliferacdo destas e
incrementado também o nimero de trofozoitos aderidas a estas células. O presente estudo é o
primeiro a sugerir um papel potencial para as microvesiculas de G. intestinalis na colonizacéo
do hospedeiro. Uma melhor compreensdo do papel das MVs liberadas pelo parasita na
interacdo com a célula hospedeira poderd fornecer novas perspectivas sobre patogénese e
possivelmente novas ferramentas para o diagnostico e a terapia da doenca.
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Characterization of microvesiculation mechanisms of Giardia intestinalis trophozoites
and determination of the microvesicles role in the interaction with host cells.

ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY

ANDRES HERNAN MOJOLI LE QUESNE

Giardia intestinalis (G. intestinalis) is the most common gastrointestinal parasite that
colonizes the human intestinal tract where it remains extracellular and adheres to intestinal
cells. The parasite has a global distribution causing an estimated 2.8x10° cases per year and
the illness was recently included in the World Health Organization Neglected Disease
Initiative. Clinical manifestations of giardiasis are quite variable, and range from the absence
of symptoms to acute or chronic diarrhea. Aditionally, recent studies indicate that functional
gastrointestinal disorders, such as irritable bowel syndrome, and failure of children to thrive
can be associated with G. intestinalis infection. Even though the high prevalence and
consequences of this disease, pathophysiological mechanisms underlying symptomatic
giardiasis remain incompletely understood. Trophozoites cause disease without penetrating
the intestinal epithelium, entering the bloodstream or secreting toxins. In recent years it has
been described that extracellular vesicles could participate in parasite-host cell interaction.
The extracellular vesicles may be: microvesicles (MVs) and derived from the plasma
membrane; exosomes, small vesicles originated from endosomal limiting membrane; and
apoptotic bodies containing nuclear material. MVs have been shown to be important factors in
the parasite-host cell interaction. Here, we used a combination of methodologies including
flow cytometry, fluorescence microscopy, cell proliferation, proteomics analysis and cell
adherence assays to investigate the role of released microvesicles from G. intestinalis
trophozoites on the pathogenic properties of this parasite. We have found that G. intestinalis
produces and secretes microvesicles with superficial exposition of phosphatidilserine.
Additionally, the shedding process was calcium and time-dependent, involves membrane
microdomains and the microvesicles contain low-molecular weight RNA. We also observed
that membrane microdomains are involved in parasite attachment to Caco-2 cells. Our
preliminary proteomic analysis suggested the presence of cytoskeleton components, alpha
giardins, metabolic enzymes and variant-specific surface protein (VSP) in the isolated MVs
from G. intestinalis. We demonstrate that G. intestinalis microvesicles interact with host cells

xii



increasing their proliferation and augmenting the number of trophozoites adhered to these
cells. The present study is the first to suggest a potential role for G. intestinalis microvesicles
in host cell colonization. A better understanding of the role of the released microvesicles by
the parasite on the host-cell interaction will provide insights into pathogenesis and possibly
new tools for diagnosis and therapy.
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I. INTRODUCAO

1.1. Giardia spp.

O género Giardia é composto por parasitos intestinais de um amplo espectro de

hospedeiros, mas somente a G. intestinalis infecta hospedeiros mamiferos (1).

Giardia é um protozoéario do filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Diplomonadida e familia Hexametidae. Séo flagelados binucleados
encontrados em ambientes anaerobios ou em microaerofilia. Atualmente sdo classificados

como parte do supergrupo Excavata (2)

G. intestinalis (sinonimia: G. lamblia e G. duodenalis) infecta a maioria dos
mamiferos, incluindo animais de companhia, silvestres e 0 homem. O parasita é 0 agente
etiologico da giardiase, uma das principais doencas contribuintes para o enorme nimero de
padecimentos diarreicos em humanos. Estes encontram-se como segundo lugar entre causas

de mortalidade e morbidade em todo o mundo apds as infec¢des respiratorias (3).

Estudos genéticos dos isolados de G. intestinalis recuperados de humanos infectados
mostram que estes parasitos se dividem em dois principais grupos genéticos ou assemblages,
chamados A e B (4). Esses dois grupos sdo encontrados também em outros animais como

gado, gatos, cdes e ratos.

1.2. Historico.

O parasita Giardia foi descrito pela primeira vez por Antony van Leeuwenhoek em
1681 (5,6). Posteriormente em 1859, o parasita foi descrito com maiores detalhes por Vilem
Dusan Lambl, quem determinou que este organismo pertencia ao género Cercomonas e 0
nomeou Cercomonas intestinalis (1). Em 1879, Grassi homeou um organismo em roedores,
agora conhecido como sendo uma espécie de Giardia, de Dimorphus muris, aparentemente
sem saber da descricdo ja feita por Lambl. Foi apenas na década de 1880 que a forma de cisto
foi associada a este flagelado (3). Kunstler em 1882 utilizou pela primeira vez o termo
genérico Giardia quando descreveu o flagelado no intestino de um girino. Em 1888,

Blanchard sugeriu Lamblia intestinalis (7), que Stiles (1902) trocou para Giardia duodenalis
16



(8). Posteriormente, Kofoid e Christiansen propuseram os nomes G. lamblia em 1915 (9) e G.
enterica em 1920 (10). Em 1952, Filice publicou uma detalhada descricdo morfoldgica da
Giardia propondo trés nomes para espécie: G. duodenalis, G. muris e G. agilis (11).

O nome da espécie G. lamblia tornou-se amplamente aceito até os anos 1970. Desde
0s anos 1980, alguns tém incentivado o uso do nome de G. duodenalis, e a partir da década de

1990, o nome de G. intestinalis tem sido mais usado (1).

1.3. Biologia celular e molecular de Giardia spp.

Giardia € um organismo eucaridtico com nucleo diferenciado, citoesqueleto e sistema
de endomembranas. No entanto, ndo possui algumas organelas que s& comuns aos
eucariotos. Diferentemente de outros eucariotos, que metabolizam os carboidratos de forma
aerobica, as espécies de Giardia, Trichomonas e Entamoeba utilizam o metabolismo
fermentativo (inclusive na presenca de oxigénio) para obtencdo de energia. A geracdo de ATP
através da via glicolitica depende apenas da fosforilacdo oxidativa ao nivel de substrato. Em
Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) as enzimas envolvidas no metabolismo energético
encontram-se no citoplasma e numa organela denominada hidrogenossoma. No entanto,
Giardia ndo apresenta uma compartimentalizacdo metabdlica e todas as reacdes ocorrem no
citosol ou sobre as superficies de membrana em contato com o citosol. Este parasita também
utiliza a via de arginina dehydrolase para a producdo de energia. Nesta via, 0 aminoacido

arginina é convertido em ornitina e amoniaco com a geracdo de ATP a partir de ADP(3).

Giardia tem sido considerado um fossil vivente devido ao sistema de endomembranas
pouco desenvolvido, caréncia de introns e aparente auséncia de mitocondrias. Isto reforcou a
ideia de que as espécies de Giardia tenham divergido antes da aquisicdo dessas organelas. No
entanto, Tovar e colaboradores (2003) descreveram 0s mitossomas como remanescentes
mitocondriais que retém algumas funcbes na sintese de grupos ferro-enxofre em G.
intestinalis (12), sugerindo que o parasita ndo seria um organismo originalmente sem
mitocondrias. Ao contrario 0 mitossoma seria uma organela derivada do processo

endossimbidtico de aquisi¢do de mitocondrias.

17



O numero de mitossomas varia entre 25 a 100 por célula e dois tipos desta organela
foram descritos em Giardia spp (13): 0os mitossomas periféricos que estdo distribuidos por
todo o citoplasma, e 0s mitossomas centrais encontrados na regido préxima dos corpos basais

entre os nucleos (Figura 1.1A).

O estagio vegetativo e proliferativo do parasita, ou trofozoito, tem formato piriforme
(Figuras 1.1. A, C), mede aproximadamente 12 a 15 um de comprimento, 5 a 9 pm de largura

e 1 a2 pum de espessura.

No citoplasma encontram-se ribossomos, granulos de glicogénio e as vesiculas
periféricas que sdo vesiculas de tipo lisossomo localizadas proximas da membrana plasmaética
por toda a célula. Adicionalmente, o citoesqueleto inclui quatro pares de flagelos, um disco
ventral rigido composto de microtibulos e o corpo mediano que consiste em uma estrutura

microtubular de funcéo desconhecida.

O disco ventral é exclusivo do género Giardia. Esta envolvido na fixacdo do parasito
ao intestino que depende do metabolismo ativo do microorganismo podendo ser inibida com
temperaturas menores que 37°C, elevados niveis de oxigénio ou concentragfes reduzidas de
cisteina (1). Em imagens de ultraestrutura o disco ventral aparece como uma estrutura
concava que cobre toda a superficie ventral do trofozoito. Também contém tubulinas,
proteinas contracteis e proteinas &cidas denominadas giardinas. Estas proteinas compreendem
cerca de 20% das proteinas do citoesqueleto e sdo especificas das espécies de giardia (3).

Outro grupo importante de proteinas de G. intestinalis sdo as proteinas variaveis
especificas de superficie (VSP) que cobrem a totalidade da superficie dos trofozoitos,
incluindo o disco ventral e os flagelos, e sdo os principais antigenos reconhecidos pelo
hospedeiro humano (14). As VSPs variam espontaneamente aproximadamente a cada 6-13
geracOes (15). Este processo, conhecido como variacdo antigénica, permite ao parasita
realizar a mudanca continua de proteinas de superficie altamente antigénicas, e como

consequéncia permite a evasao da resposta imune do hospedeiro (16).

Os trofozoitos possuem dois nucleos localizados anteriormente e simétricos em
relacdo ao eixo longitudinal. Ambos séo ativos para a transcrigdo génica (2). Durante a

mitose, os dois nucleos dipldides replicam-se aproximadamente ao mesmo tempo e formam

18



quatro nucleos diploides, que sdo repartidos de forma equitativa no processo de divisao

celular (17).

A B

Corpos basais Mitossomas centrais

Vesiculas
periféricas

Nucleo
o Axonemas

(o)
O Mitossomas
periféricos

Flagelo

anterior Fragmentos

de disco
Flagelos
laterais Pargde
posteriore it do cisto
Flagelo
caudal
B e

Figura 1.1. Principais caracteristicas do trofozoito e do cisto de Giardia spp. A | Forma
trofozoitica; B | forma cistica. Estruturas morfolégicas estdo indicadas com seus respectivos nomes.
Linhas tracejadas indicam estruturas internas dos flagelos que se originam dos corpos basais; C |
Imagem de microscopia de contraste por interferéncia diferencial de um trofozoito. As setas indicam
os flagelos; D | Imagem de contraste de imunofluorescéncia e por interferéncia diferencial de cistos de
G. intestinalis. A proteina da parede do cisto 1 (CWP1) é mostrada em verde (cabeca da seta). (Ae B
modificadas de Ankarklev J, 2010; C e D, adaptadas de Ropolo, A. 2010).
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Em 2007 foi sequenciado o genoma da cepa WB de G. intestinalis. Este possui
aproximadamente 11,7 megabases de tamanho com 6470 ORFs e encontra-se distribuido em
cinco cromossomos lineares com telomeros nos extremos que apresentam similaridade de
sequencia as de outros eucariontes (2). Como em outros eucariotos, 0 DNA dos cromossomos

de Giardia encontra-se associado com histonas formando nucleossomas (1).

Outra forma evolutiva é o cisto (Figuras 1.1. B, D) que apresenta forma oval e possui
8-12 um de comprimento por 7-10 um de largura. A parede exterior do cisto é dupla com 0,3-
0,5 um de espessura e é composto de uma rede de filamentos que variam de 7 a 20 nm de
diametro. Esta parede é composta principalmente de N-acetilgalactosamina e trés proteinas
diferentes de parede: CWP1, CWP2 e CWP3 (18). O cisto possui quatro nucleos tetraploides.
Nesta forma evolutiva o disco adesivo e os flagelos sdo internalizados pelo parasita. Os cistos
sdo possuem um metabolismo basal, podendo sobreviver em uma grande variedade de

ambientes, sendo as formas infectantes do parasita (2).

1.4. Ciclo biologico de G. intestinalis.

O ciclo de vida do parasita (monoxeno) apresenta duas formas evolutivas diferentes:
uma fase proliferativa ndo infectante — trofozoito - e uma fase infectante e ndo proliferativa —
cisto (17).

O cisto inicia a infeccdo atraves da via oro-fecal, da ingestdo de agua e alimentos

contaminados por esta forma evolutiva e de forma direta pessoa-a-pessoa.

A exposicdo dos cistos ao acido gastrico durante a sua passagem através do estbmago
(Figura 1.2 A-2) provoca o excistamento (Figura 1.2 B). Neste processo de um unico cisto ha
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formacéo de dois trofozoitos binucleados que aderem e colonizam especificamente o intestino
delgado (Figura 1.2 A-3) (3). Os trofozoitos replicam-se (Figura 1.2. B) e utilizam os seus
quatro pares de flagelos para se locomoverem no fluido do Iimen, e podem persistir no
intestino delgado por semanas ou até mesmo por anos (17). No entanto, se os trofozoitos séo
transportados pelo fluxo do fluido intestinal entdo o encistamento ocorre e ao final deste
processo a mobilidade desaparece (3), a porcdo externa fica arredondada e filamentosa, o
disco adesivo e os flagelos sdo desmontados e sdo armazenados na forma de fragmentos no
cisto (19). Os cistos sdo eliminados pelas fezes em uma a duas semanas apos a infeccédo
inicial, ja apresentado capacidade infectiva, podendo contaminar 4gua e alimentos (Figura 1.2

A-5). Em humanos, a dose infectante é cerca de 10 a 100 cistos (20).

A B
Cisto
A AN
| 1 '
%\J EW
”
Alimentos .
contaminados } ) Excizoito
(16n)
3 \ )
? ) «_Trofozoitos
% i )
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* - intestinal
Trofozoitos s

Figura 1.2. Ciclo biolégico de G. intestinalis no homem. A | Alimentos contaminados com cistos
podem ser ingeridos iniciando a infeccdo (1), durante a passagem pelo ambiente &cido do estbmago
ocorre o excistamento (2) e os trofozoitos colonizam o intestino delgado (3), posteriormente cistos sao
expulsos nas fezes e podem contaminar alimentos recomegando o ciclo infeccioso (4); B | A exposi¢éo
do cisto ao acido gastrico provoca o excistamento. Os cistos diferenciam-se entdo numa forma de vida
curta, o excizoito. No interior do intestino delgado, os trofozoitos aderem as células intestinais e
replicam-se. (A, adaptado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm; B, adaptado de
Ankarklev J, 2010).
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1.5. Epidemiologia e transmisséo da giardiase.

Giardia intestinalis é o parasita mais comum que coloniza o intestino delgado de
vertebrados. Tém sido estimadas 280 milhdes de infec¢cBes humanas sintomaticas por ano (21)
e em 2004 foi incluida como parte da Iniciativa de Doencas Negligenciadas da OMS (22). A
doenca é de distribuicdo mundial, mas é especialmente prevalente em criangas nos paises em
desenvolvimento (17). Estudos recentes tém relacionado esta doenca ao desenvolvimento de
alteracbes gastrointestinais em seres humanos como sindrome do cdélon irritavel (23) e
também com o déficit de crescimento em criancas (24). De acordo com a OMS (1996) cerca
de 200 milhdes de pessoas apresentaram sintomas de giardiase com mais de 500.000 novos

casos descritos cada ano (25).

Sendo a giardiase uma zoonose, diferentes animais podem contribuir para a
propagacgdo dos cistos através da eliminacdo nas fezes (1). A infecgdo através do consumo de
agua contaminada com as formas infecciosas do parasita tem sido relatada como a via mais
comum de disseminacdo do parasita. Surtos da doenca em paises desenvolvidos tém sido
atribuidos ao tratamento inadequado da agua para consumo (4). A transmissdo direta de
pessoa-a-pessoa pode ocorrer através das maos contaminadas, principalmente em locais de
aglomeracdo humana, como orfanatos, asilos, creches e outros (26).A doenca pode também
ser considerada de transmissdo sexual, uma vez que as superficies corporais contaminadas

estejam envolvidas no ato sexual (27).

Em 2005 Ekdahl et al. descreveram a epidemiologia da giardiase na Suécia e
apresentaram estimativas do risco relativo de giardiase em pessoas provenientes de diferentes

regides do mundo, incluindo turistas, imigrantes e criangas adotadas (Figura 1.3) (28).

Estudos realizados em comunidades rurais da Guatemala indicaram a infeccdo de
criancas com G. intestinalis nos trés primeiros anos de vida (29). No Peru estudos de
soroprevaléncia demonstraram que 40% das criangas apresentaram evidéncias de uma

infeccdo passada ou presente na idade de 6 meses de vida (30).

22



- |=1-5

- 5-25

B - 25-100
B - 100-250
B - 250-1000

Figura 1.3. Estimativa de risco de infec¢do por G. intestinalis em viajantes retornando a Suecia.
Mapa mostrando o risco de infeccdo por G. intestinalis por cada 100.000 viajantes retornando a Suécia
de diferentes regides do mundo (Ekdahl, K. 2005).

No Brasil, a prevaléncia de giardiase tem sido descrita como varidvel conforme a
localidade e estudos coproparasitol6gicos demonstraram altos indices de infeccdo em regides
com infraestrutura urbana deficiente (31). A faixa etaria mais atingida € a de criangas em
idade escolar, constituindo-se, nessa populacdo, um sério problema de satde publica. Volotéo
e colaboradores (2007) reportaram uma prevaléncia de giardiase de 27,7% em criancas do
Rio de Janeiro (32). Outras regides do Brasil reportaram também a incidéncia desta doenca
em criangas. A prevaléncia foi de 51,8% em Aguari, Minas Gerais (33), enquanto que Lima e
colaboradores (2013) reportaram uma positividade de 96,6% em criancas moradoras num
assentamento de Sao Paulo, mesmo apds o tratamento com 64,3% de positividade (34).

Estudos realizados em outros estados do pais indicaram prevaléncias semelhantes (35-38).
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1.6. Diagndstico.

O exame microscopico de fezes para identificar cistos e trofozoitos geralmente é o
primeiro teste de diagndstico realizado em pacientes com suspeita de giardiase. Os cistos sdo
encontrados nas fezes da maioria dos pacientes positivos, enquanto que os trofozoitos séo
encontrados menos frequentemente e correlacionam-se com a infeccdo sintomatica (39). Na
coloracdo das amostras para observagdo microscopica pode ser usado iodeto de Lugol ou
hematoxilina férrica (40)

Como a liberacéo de cistos de G. intestinalis pode ocorrer em intervalos irregulares, o
exame das fezes pode fornecer resultados falso-negativos (26). A coleta de amostras em dias

separados é recomendada e pode aumentar a eficiéncia do exame (41).

Outros métodos para a deteccdo de cistos intactos envolvem o uso de anticorpos, como
a técnica de fluorescéncia direta, na qual os anticorpos estdo acoplados a fluordforos e os
cistos sdo observados por microscopia. Testes imunoenzimaticos que detectam antigenos
soliveis nas fezes também podem ser realizados (42) como o Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA). O ELISA tem sido utilizado tanto em amostras de fezes
como em amostras de agua. No entanto, ele parece nao oferecer uma deteccdo superior aos
métodos microscopicos e o custo é razoavelmente maior (40). A grande limitacdo dos testes
imunolégicos para a detec¢do do parasita G. intestinalis é baseado no fato de que estes ndo
possuem sensibilidade suficiente em baixos niveis de infecgdo, requerem tempo e experiéncia
técnica (42).

O uso de técnicas de PCR em tempo real para a identificacdo de G. intestinalis em
fezes tem sido descrito como tdo especifico e sensivel como a deteccdo de antigenos por

ELISA e mais sensivel do que a microscopia (43)

1.7. Fisiopatologia da giardiase.

As manifestacdes clinicas da infeccdo por G. intestinalis sdo extremamente variaveis
entre os individuos afetados e podem abarcar desde infec¢fes agudas até crénicas. No entanto,
na maioria das pessoas infectadas é assintomatica e a infeccéo frequentemente é resolvida de
forma espontanea. Quando presentes, os sinais clinicos de infeccdo podem incluir nauseas,

perda de peso, dor abdominal e diarreia. Estes sintomas aparecem 6-15 dias ap0s a infeccéo, e
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o0 impacto clinico é mais forte em criangas e em individuos desnutridos ou imunodeficientes

).

O estudo histologico da mucosa duodenal e jejunal geralmente mostra nenhuma
anormalidade em pessoas assintomaticas. No entanto, em individuos sintomaticos, as
alteracdes podem incluir atrofia das vilosidades, hiperplasia das criptas, danos as células
epiteliais, e extensa infiltracdo da lamina prépria por células plasmaticas, linfocitos e
leucdcitos polimorfonucleares (26)

Interessantemente, a infeccdo em humanos por G. intestinalis caracteriza-se pela baixa
inflamacdo da mucosa intestinal, sendo possivel que o parasita regule negativamente a

resposta inflamatoéria de maneira ativa atraves de produtos ainda desconhecidos (2,44).

Os trofozoitos causam a doenca sem penetrar o epitélio, nem invadir os tecidos

circundantes, nem entrar na corrente sanguinea e ndo secretam toxina conhecida (1,21,45).

A razdo para estas diferentes manifestacdes clinicas ndo é totalmente clara, mas estas
podem sofrer influéncias de diferentes fatores do hospedeiro, bem como a patogenicidade dos
diferentes isolados de G. intestinalis ou fatores de viruléncia do parasita (17).

Poucos fatores de viruléncia foram identificados em Giardia spp. (Tabela 1.1) e alguns
mecanismos foram propostos como importantes para a inducdo dos sintomas durante a

evolucdo da doenca (Tabela 1.2).

Tabela 1.1. Mecanismos fisiopatologicos propostos para a giardiase (2)

Mecanismos Referéncias
Apoptose dos enterocitos (45-47)
Perda da funcéo de barreira epitelial (45,48,49)
Hipersecrecéo de CI’ (48)
Absorcio comprometida de glicose, agua e Na* (45,48)
Encurtamento difuso das microvilosidades (45,50)
Inibicdo de tripsina e de outras enzimas presentes nas (51)

microvilosidades

Interferéncia no metabolismo de sais biliares (51)
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Como descrito anteriormente, os sinais clinicos mais importantes da giardiase sao
diarréia e ma absorcdo. No entanto, a patofisiologia associada com esses sintomas ainda ndo
estd completamente entendida. As primeiras ideias sobre patogénese sugeriram que 0S
trofozoitos poderiam agir como uma barreira mecanica para a absor¢do ou competir por
nutrientes do hospedeiro (26). No entanto Roxstrom (2006) discute que isto seria improvavel,
porque o tamanho do parasita (12x5 pum), a dose infecciosa (dez a 100 cistos) e o tempo de
geragdo (~6-12 h in vitro) sugerem que a area de colonizacdo apos seis a dez dias seria

extremamente pequena quando comparada com a superficie intestinal (44).

O crescimento bacteriano excessivo no intestino € comum em pacientes com giardiase
e tem sido proposto como uma possivel causa da diarreia. No entanto, este crescimento
excessivo quando presente é varidvel e ndo estd associado com a giardiase sintomatica. Além
disso, apenas o tratamento com antibiéticos ndo resulta na melhoria dos sintomas (17), o que

sugere que a diarreia da giardiase ndo esta relacionada a proliferacéo bacteriana.

Tabela 1.2. Principais fatores de viruléncia de Giardia spp. (2)

Funcao Fator de viruléncia Referéncias
Adesao. O disco adesivo e lectinas ventrais de superficie (19,52)
permitem a adesdo e colonizagdo do endotélio
intestinal.
Evasdo dos fatores A mobilidade flagelar permite a re-localizacdo para (1,53)
naturais do lumen novas células intestinais durante a colonizacéo.
intestinal.
Alteracédo das A liberacdo de arginina desiminase e outros produtos  (44,54,55)
defesas inatas do de Giardia spp. podem regular negativamente a
hospedeiro. producdo de éxido nitrico produzido no epitelio.
Modificagdes anti- Produtos desconhecidos dos trofozoitos com fungdes (44,45)
inflamatorias. anti-inflamatorias.

A fisiopatologia da giardiase ainda ndo estd completamente entendida, por esta razdo a
identificacdo de outros possiveis fatores atualmente ndo descritos serd de fundamental
importancia na compreensdo dos mecanismos envolvidos na doenga. A participacdo de
microvesiculas liberadas pelo parasita durante a infeccdo e posterior estabelecimento no

hospedeiro poderia ser um mecanismo potencial, ainda inexplorado, envolvido na doenca.
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1.8. Vesiculas extracelulares ( VE).

A comunicagdo intercelular é uma caracteristica essencial nos organismos, este
processo pode ser mediado por contato direto célula-célula ou pela transferéncia de moléculas
secretadas. Estruturas celulares, tais como exosomos, microvesiculas e corpos apoptoticos
(Figura 1.4), podem ser liberadas pela maioria das células, e estudos recentes indicam que

estas estruturas podem ter um papel crucial em processos fisiologicos e fisiopatoldgicos.

Figura 1.4. Representacdo esquematica de vesiculas extracelulares. Principais populagdes incluem
exosomos, microvesiculas e corpos apoptéticos. CMV: corpos multivesiculares. (Modificado de
Gyorgy, B., 2011)

Os distintos tipos de vesiculas de membrana (Figura 1.5) que podem ser liberadas
pelas células incluem as microvesiculas derivadas da membrana plasmatica (MVs) e
caracterizadas por apresentarem um didmetro maior de 100 nm, os exosomos de tamanho
menor (40-100 nm) originados de membranas de endossomos e 0S corpos apoptoticos

(maiores que 1 um) caracterizados por conter material do nucleo celular (56).
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Figura 1.5. Faixas de tamanho dos principais tipos de vesiculas de membrana. Escala de tamanho
indicada na regido superior da figura em nandémetros ou micrémetros. Virus representados por formas
hexagonais de tamanhos equivalentes a exosomos. Bactérias representadas por figuras retangulares de
tamanho equivalente a microvesiculas. Plaquetas representadas por formas ovaladas de tamanho
equivalente a corpos apoptéticos. Célula representada por circulos sobrepostos como referencial
aproximado de tamanho celular (Modificado de Gyorgy, B., 2011).

Cada tipo de vesicula apresenta caracteristicas diferentes (Tabela 1.3). Enquanto que a
liberacdo de MVs e os corpos apoptdticos sdo um processo regulado a partir da membrana
plasmética, os exosomos sdo liberados tanto constitutivamente como apds indugdo por

exocitose de corpos multivesiculares.

O conteudo de exosomos e MVs inclui proteinas, mMRNA e miRNA; no entanto, 0s corpos
apoptoticos além de carregar estas moléculas contém também DNA fragmentado. Este ultimo
tipo de vesicula extracelular é formada exclusivamente durante o estadio tardio da apoptose e

ndo por células viaveis.
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Tabela 1.3. Principais caracteristicas das vesiculas extracelulares (Modificada de
Mathivanan et al, 2010)

Exosomos MVs Corpos apoptoticos
Tamanho (didametro) ~ 30-100 nm 100-1000 nm 1-5um
Sitio de origem Corpos Membrana -
multivesiculares plasmatica
Modo de liberacao Constitutiva e Regulada Regulada
regulada
Mecanismo de Exocitose de corpos  Brotamento na Brotamento na
geracao multivesiculares membrana membrana plasmatica
plasmatica
Composicéo Proteinas, miRNA, Proteinas, Proteinas, miRNA,
mMRNA miRNA, mMRNA  mRNA, DNA.

Apesar de que as vesiculas extracelulares de modo estrito incluam exosomos,
microvesiculas e corpos apoptéticos, no presente trabalho o termo fara referéncia unicamente

aos dois primeiros tipos de vesiculas.

1.10. Métodos de isolamento e caracterizacéo das vesiculas extracelulares.

De acordo com Thery e colaboradores (2006), um dos principais desafios no estudo
das VEs é a melhora e padroniza¢do dos métodos de isolamento e anélise destas estruturas.
Atualmente, a maioria dos estudos publicados tem empregado técnicas de centrifugacdo
diferencial seguidas de ultracentrifugacdo, tornando esta metodologia como a mais

amplamente usada no processo de isolamento. As condicdes de centrifugacdo aplicadas véo de
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18.000xg durante 30 min. até 100.000xg durante 1 h (56, 57). Uma vez isoladas, o PBS € a

solugéo tampao mais comumente escolhida para ressuspender as VEs (59-64).

O uso de gradientes de sacarose durante a ultracentrifugacdo é também amplamente
aceito para o isolamento baseado na densidade das VES, no entanto a densidade das MVs nédo
é conhecida (65).

A posterior caracterizagdo das VESs isoladas requer técnicas de imagem, espectrometria

de massas e ensaios bioquimicos, como immunoblotting.

A citometria de fluxo é uma técnica conveniente na quantificacdo de vesiculas
extracelulares, mas ela tem limitagdes graves na resolucdo de estruturas inferiores de 200 nm
(66,67). Portanto, esta metodologia ndo € adequada para a analise de exosomos e MVs
menores porque ndo sdo discriminados do ruido do instrumento. Apesar destas limitagdes,

esta técnica € amplamente utilizada para a deteccdo de MVs (67).

As técnicas de microscopia eletronica tém sido demonstradas serem Uteis em estudos
envolvendo VEs (64). O uso de metais pesados, tais como tetroxido de ésmio e acetato de

uranila, permite o reconhecimento de vesiculas rodeadas por membrana.

Mais recentemente, a andlise por monitoramento de nanoparticulas (Nanosight)
permite a obtencdo da concentracao e distribuicdo de tamanho das populacGes de VES através

do estudo do movimento Browniano das vesiculas em suspenséo (68).

As técnicas convencionais de Western blot sdo também amplamente usadas no estudo
da presenca de proteinas presentes nas VES, mas a técnica ndo € adequada para a

determinacédo da quantidade de VESs presentes nas amostras (67).

1.11. Biogénese e liberacéo de vesiculas extracelulares.

Os exosomos sdo gerados pela invaginagdo das membranas de endossomos formando
vesiculas intraluminais dentro de corpos multivesiculares (Figura 1.6). A liberacdo dos

exosomos ocorre pela fusdo da membrana de corpos multivesiculares com a membrana
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plasmatica com posterior exocitose das vesiculas intraluminais que entdo sdao denominadas

€X0somaos.

Diferentemente dos exosomos, as MVs ndo sdo geradas na via endocitica. O processo
ocorre na membrana plasmatica onde acontece o brotamento da vesicula, seguido de fissdo da

membrana, com a consequente liberacdo da estrutura no meio extracelular (Figura 1.6).

A maquinaria envolvida no processo de liberacdo de MVs ainda estd numa fase
precoce de compreensdo (69). Estudos em células de mamiferos indicam que durante o
processo de brotamento e liberagdo de MVs acontece um aumento da concentragdo de Ca®*

citoplasmatico e a perda da assimetria de fosfolipidios da membrana plasmaética.

Em condigdes de repouso, a monocamada externa apresenta enriquecimento em
fosfatidilcolina e esfingomielina, enquanto que a monocamada interna contém fosfatidilserina
e fosfatidiletanolamina. Esta distribuicdo assimétrica entre as monocamadas da membrana
plasmatica é o resultado do ativo processo de transportadores de fosfolipidios. No entanto,
ap6s 0 aumento da concentracdo de Ca** citoplasmatico ocorre a ativacéo de enzimas como a
escramblase — enzima envolvida no transporte de fosfolipidios a favor do gradiente de
concentracdo destas moléculas — e a inativacdo de translocases com atividade de flippase que
em condicdes de repouso mantém os fosfolipidios fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina na
monocamada interna. Como consequéncia, a distribuicdo assimétrica dos fosfolipidios nas
monocamadas internas e externas da membrana plasmatica é rapidamente alterada. O
aumento de Ca* no citoplasma também ativa enzimas como a calpaina e a gelsolina, estas
enzimas desorganizam o citoesqueleto pela clivagem dos filamentos de actina. Como
resultado a liberagdo de MVs ocorre através do brotamento da vesicula a partir da membrana
plasmética com a exposicdo de PS e PE na superficie exterior das MVs (56)

A taxa de liberagdo de MVs aumenta drasticamente ap6s estimulacdo. O fon Ca** tem
sido reportado como um forte indutor neste processo (70). No entanto, segundo Cocucci e
colaboradores (2009), independentemente do tipo de estimulo aplicado as células, a geracao
de MVs ocorre a partir de um pequeno intervalo de tempo, e ndo de forma concomitante ao
estimulo. Este tempo de liberagdo pode ser estimado entre umas poucas dezenas de segundos

até 1-2 minutos.
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Estudos envolvendo inibidores de sintese de colesterol tém mostrado também a
participacdo crucial dos microdominios de membrana ricos em colesterol (lipid rafts) na

formagdo de microvesiculas (71,72). No entanto, estes microdominios encontram-se também

envolvidos na biogénese de exosomos (73).
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Figura 1.6. Liberacdo de microvesiculas e exosomos. As MVs originam-se diretamente por
brotamento da membrana plasmatica (1). Os exosomos, por sua vez, sao formados no interior de
corpos multivesiculares (MVBs) por invaginacdo das membranas de endosomos precoces (2).
Posteriormente, os exosomos s&o liberados pela fusdo de MVBs com a membrana plasmaética (3). No
entanto, MVBs podem sofrer fusdo com lisossomos (4). Simbolos representativos apresentados na
figura estdo indicados no quadro a direita (Modificado de Raposo, G. 2013)

1.12. Composicéao de vesiculas extracelulares.

De acordo com o processo de biogénese, as VEs podem ser diferenciadas entre
exosomos e MVs. Uma classificacdo baseada apenas de acordo com a composic¢ao apresenta
problemas, principalmente em virtude da falta de propriedades fisicas exclusivas ou de
marcadores moleculares Unicos de cada tipo de EV (74). Devido ao potencial papel das
vesiculas extracelulares em processos fisioldgicos assim como patologicos, existe um grande

interesse em conhecer a composi¢cdo molecular destas estruturas de membrana.
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As vesiculas extracelulares sdo compostas de uma bicamada lipidica na qual sdo
expostas proteinas e receptores. A presenca de PS na superficie € uma das principais
caracteristicas descritas como marcador da presenca de vesiculas. Outra caracteristica destas
estruturas de membrana € o enriquecimento de proteinas associadas com lipid rafts (65). Os
lipid rafts sdo microdominios de membrana que contém elevados niveis de colesterol e
esfingolipidios. Os lipidios de membrana e proteinas sdo classificados no microdominio,
permitindo interagGes envolvidas em processos celulares como transdugéo de sinais, adesao,

organizacdo do citoesqueleto, entre outros (75).

No interior, sdo encontrados componentes do citosol como enzimas, fatores de
transcricdo e diferentes tipos de RNA derivados da célula parental (Figura 1.7). Nao obstante,
0 material contido nas VEs ndo é um mero reflexo do contetdo da célula de origem. Varios
autores descreveram que durante o processo de biogénese das VES ocorre ndo apenas o
acumulo de moléculas especificas, mas também a reducdo de outras, na membrana e no
interior destas estruturas (61,76—78). Os mecanismos subjacentes neste processo de selecdo de

moléculas ndo sdo ainda compreendidos.

Fosfatidilserina
Esfingomielina
Outros fosfolipidios

RNAs

Outras proteinas
de membrana

Proteinas de adesdo

Receptor de
transmembrana
Colesterol
Proteinas soltveis

Proteinas de membrana
multi-passo

Figura 1.7. Esquema de composi¢do de moléculas nas MVs. As MVs sdo compostas de uma
bicamada de fosfolipidios e sdo geradas pelo brotamento exterior da membrana plasmatica, tal como
mostrado na figura. Nem todas as proteinas da membrana plasmatica sdo incorporadas na MV em
formacdo. Simbolos representativos das moléculas que compfem a estrutura da membrana celular e
MV estdo indicados no quadro a direita (Adaptado de Muralidharan-Chari, V. 2010).
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As moléculas contidas nas VEs podem ser direcionadas para as células alvo apds
interacdo e terem efeitos nestas células como: progressdo de tumores, imunomodulacao,

apresentacdo de antigeos entre outros (69,79-81).

1.13. Interacéo das vesiculas extracelulares com a celula-alvo.

As funcbes das VEs em processos fisiologicos ou patoldgicos dependem da sua
capacidade de interagir com as células-alvo. Tém sido descritos diferentes tipos de interacdo
das VEs com a célula-alvo (56,82). Em alguns casos, esta interacdo é restringida a superficie
celular e estd mediada por ligacdo a receptores. As consequéncias deste tipo de interacdo
poderiam estar limitadas a sinalizacGes através de receptores. Em outros, no entanto, a ligacao
a receptores é seguida por fusdo da vesicula com a membrana plasmética da célula alvo; ou
inclusive a captacdo endocitica da vesicula. Neste Gltimo caso, as VES podem permanecer
dentro de endossomos e serem direcionadas para um lisossomo; alternativamente, pode
ocorrer a fusdo da membrana da VE com a membrana do endossomo, com a consequente
descarga do contetdo para o citoplasma (transferéncia horizontal); ou as VEs podem ser
devolvidas para o espago extracelular apés fusdo da membrana do endossomo contendo VES

com a membrana plasmatica (transcitose) (Figura 1.8).

Desta forma, a interacdo de VEs com células-alvo permite a transferéncia intercelular
de componentes de membrana. Além de moléculas de superficie e proteinas citoplasmaticas,
também mRNAs e miRNAs podem ser direcionados para as células-alvo. Esta transferéncia
pode representar um mecanismo de intercdmbio genético intercelular, permitindo que

diferentes tipos celulares influenciem no fenotipo de outras células.

Vérios estudos indicariam que as VEs ndo interagem com qualquer célula apos o
contato ocorrer, mas sim apenas com as células que reconhecem especificamente. Por
exemplo, as vesiculas liberadas por plaquetas interagem com macrdfagos e células do
endotélio, mas ndo com neutrdfilos. Esta especificidade pareceria estar determinada por

moléculas de adesdo presentes na superficie das VEs.
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Figura 1.8. Interagdes de vesiculas extracelulares com as células alvo. Simbolos representativos
apresentados na figura estdo indicados no quadro inferior. As setas indicam a dire¢do de descarga do

material carregado que ocorre apés internalizacdo da vesicula pela célula alvo (Modificado de
Cocucci, E. 2009)
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1.14. Papel das VEs em doencas infecciosas.

O reconhecimento inicial das VEs como estruturas envolvidas principalmente em
oncogénese e na coagulacdo do sangue tem sido ampliado com estudos recentes que
revelaram aspectos novos em outros processos fisiologicos, tais como a interacdo patogeno-

hospedeiro.

A producéo de VEs é considerada atualmente uma caracteristica da vida celular e tem
sido demonstrada em organismos tdo distintos quanto Archaea e proteobactérias, plantas,

fungos, protozoarios e animais (83).

Mais recentemente tem sido descrito na literatura que patdégenos podem liberar
vesiculas extracelulares. Ja foi reportado que alguns patdgenos, ou células infectadas por
estes, liberam VEs incluindo virus como Epstein Barr (84), HIV (85), hepatite C (86);
bactérias como Helicobacter pylori (87), Legionella pneumophila (88), Mycobacterium
tuberculosis (89); fungos como Cryptococcus neoformans (90), Paracoccidiodes (91);
helmintos como Echinococcus multilocularis (92), Caernorhabditis elegans (93), Fasciola
hepética e Echinostoma caproni (94); e também protozoarios (Tabela 1.4), por exemplo T.
vaginalis e T. cruzi podem liberar VEs durante a interagdo com o hospedeiro e participar do

processo de infeccdo (Figura 1.9)

Tabela 1.4. Doencas infecciosas nas quais as VES liberadas por protozoarios
desempenham um papel no desenvolvimento da patogénese.

Agente etioldgico Doenca Funcdo das VEs Referéncias

T. vaginalis Tricomoniase Direcionamento de fatores de (61)
viruléncia e aumento da
adesdo de parasitas.

T. cruzi Doenca de Chagas Direcionamento de fatores de (95,96)
viruléncia e aumento da
invasdo de formas infecciosas.

Plasmodium Malaria Transferéncia de antigenos (97)
falciparum plaquetarios para a superficie
de hemécias
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Continuacdo. Tabela 1.4. Doencgas infecciosas nas quais as VEs liberadas por
protozoarios desempenham um papel no desenvolvimento da patogénese.

Plasmodium yoelii VEs derivadas de reticuldcitos (98)
infetados protegem camundongos de
infeccdo letal.

Plasmodium Malaria Ativacao de macréfagos (99)
berghei
Plasmodium vivax ) Elevados niveis de VEs foram (100)
relacionados com a duragdo dos
sintomas
Toxoplasma Toxoplasmose  Estimulacgdo de resposta pro- (101)
gondii inflamatdria
Leishmania spp Leishmaniose  Direcionamento de fatores de (60)
viruléncia
Trypanosoma Doenca do Exportacdo de proteinas (102)
brucei sono
A B
Trypanosoma
-ﬁ = cruzi
\ & —> T. vaginalis
@ °
; o —> VEs VE-E—® Célula
hospedeira

T. vaginalis libera VEs

Apds interagir com as
células hospedeiras as
VEs aumentam a
adesdo dos parasitas

Células do Aumento
hospedeiro dainvasdo

Figura 1.9. Exemplos do papel das vesiculas extracelulares liberadas por parasitas na interagdo
patégeno-hospedeiro. A | T. vaginalis libera VEs que fundem com as células do hospedeiro e
aumentam a adesdo dos parasitas nestas células (Adaptado de Twu, 0.2013); B | VEs liberadas por
trypomastigotas de Trypanosoma cruzi servem como fatores de viruléncia, sdo internalizadas pelas
células hospedeiras e aumentam a invasdo do parasita (Adaptado de Torrecilhas, A. 2012)
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Os parasitas tém desenvolvido distintas estratégias de transmissdo que Ihes permitem
sobreviver e se reproduzir no hospedeiro. As VEs apresentam-se como um mecanismo
potencial de participacdo na infeccdo e evasdo da resposta imune. A investigacdo sobre os
mecanismos da fisiopatologia da giardiase relacionada com a possivel participacdo de MVs
do parasita pode ajudar a identificar alvos terapéuticos no combate da doenca. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar os mecanismos de produgdo de MVs por trofozoitos de G.
intestinalis e o papel destas estruturas na interagdo com as células hospedeiras. Os dados s&o

0s primeiros em indicar um papel das MVs na progressao da infeccéo.
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1. OBJETIVOS

o Geral

Caracterizar os mecanismos de microvesiculacao de trofozoitos de G. intestinalis e
determinar o papel das microvesiculas na interacdo com células hospedeiras.

o Objetivos especificos

e Caracterizar as MVs de trofozoitos de G. intestinalis e o processo de liberagdo em
diferentes condicdes.

e Avaliar a participacdo de microdominios de membrana (lipid rafts) no processo de
formacdo de MVs por trofozoitos de G. intestinalis.

e Avaliar a presenca de RNA nas MVs isoladas de G. intestinalis.

e Caracterizar de forma qualitativa o contetdo proteico das MVs liberadas por
trofozoitos durante o processo de encistamento.

e Caracterizar a participacdo das MVs de trofozoitos de G. intestinalis em ensaios de
interacdo com células Caco-2.

39



I1l. MATERIAL E METODOS

3.1. Culturas celulares

Foram utilizados trofozoitos de G. intestinalis (cepa WB) cultivados axenicamente em
meio TYI-S-33 modificado (7,12 mM K,;HPO,, 4,41 mM KH,PO,, 17,11mM NaCl, 3%
extrato de levedura, 0,05% bile bovina, 55,55 mM Glicose, 16,5 mM L-Cisteina, 1,14 mM
Acido ascorbico, pH 7) (103) contendo 10% de soro bovino adulto (Cultilab), em tubos de
vidro inclinados e a 37 °C ajustado a pH 7 (salvo quando indicado o contrério) e enriquecido
com 10% de soro bovino adulto (Cultilab). Os parasitas foram subcultivados (1x10°/mL) a

cada 3 dias para manter a linhagem.

Para os experimentos foram utilizados trofozoitos na fase logaritmica de crescimento.
Estes foram coletados incubando o tubo de crescimento em gelo durante 15 minutos com
posterior centrifugacdo a 600xg, durante 5 min. O pellet resultante foi lavado com meio TYI-

S-33 sem soro e ressuspenso no meio e na concentracdo desejados.

Células do epitélio intestinal humano Caco-2 (originalmente obtida de um
adenocarcinoma de cdlon humano) foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) inativado (30 min. a 56°C),
2mM de L-Glutamina, acrescido de 100g/mL de estreptomicina e 100U/mL de penicilina
(Sigma-Aldrich). As células foram mantidas atraves de passagens semanais utilizando solucéo
de tripsina 0,02% (Sigma-Aldrich) contendo 3 mM de EDTA durante 10 min. Os
experimentos e a manutencédo das células foram realizados em estufa a 37 °C contendo 5% de
CO..

3.2. Encistamento in vitro.

A inducdo de cistos foi realizada de acordo com Kane e colaboradores, 1991 (104).
Foram cultivados trofozoitos de G. intestinalis (cepa WB) ate atingir confluéncia. Logo ap0ds,
foi removido 0 meio TYI-S-33 junto com os parasitos ndo aderidos. Posteriormente, foi

adicionado meio de encistamento: TY1-S-33 com 10mg/mL de bile bovina ajustado a pH 7,8.
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O meio foi previamente filtrado com membrana de 0,1um (Millipore) para evitar
contaminacdo com vesiculas do soro. As culturas foram mantidas em meio de encistamento
durante 24 horas a 37°C.

3.3. Obtencdo e quantificagdo de microvesiculas

Os parasitas foram lavados duas vezes com meio TYI-S33 sem soro a 4°C.
Posteriormente 1x10° trofozoitos foram incubados em tubos eppendorfs contendo 1 mL de
com meio TYI-S33 sem soro (pH 7) acrescido de ImM/mL de CaCl, (Sigma-Aldrich). A
incubagdo procedeu durante 1 horaa 37 °C. As MVs foram separadas dos trofozoitos
mediante centrifugacdo diferencial: apds centrifugacdo a 600xg durante 5 min., o
sobrenadante foi novamente centrifugado a 4000xg durante 30 min. (este procedimento duas
vezes). O pellet contendo debris celulares foi descartado e o sobrenadante contendo as MVs
foi ultracentrifugado a 100.000xg durante 90 min. em temperatura de 4°C (ultracentrifuga
Beckman Coulter, Inc.). Apds o descarte do sobrenadante as MVs foram ressuspensas em PBS
previamente filtrado com membrana de 0,22um (Millipore) e guardadas a 4°C. As MVs foram
quantificadas por citometria de fluxo (BD FACScalibur) em graficos de tamanho e
granulosidade (FSC x SSC) de escala logaritmica, e discriminadas dos debris celulares
utilizando um gate desenhado a partir de 10* eventos (tanto em FSC quanto SSC). O volume
do material analisado foi medido antes e depois da leitura no citbmetro e o nimero de MVs
final foi determinado dividindo-se o nimero de eventos obtidos na citometria pelo volume de
material analisado, ou seja, MVs/uL. As analises foram realizadas no software Summit
(versdo 4.3). A quantificacdo foi realizada também por dosagem de proteina utilizando kit de

BCA (Pierce Thermo Scientific) a partir de uma curva padrdo de Albumina.
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3.4. Marcacao de MVs com Anexina-V-FITC.

MVs isoladas de trofozoitos de G. intestinalis foram incubadas com Anexina V-FITC
(2,5 pg/mL; BD Biosciences) em tampdo HEPES (10mM HEPES, 10 mM NaCl, 2,5 mM
CaCly) durante 20 min. a temperatura ambiente. Logo ap0s, as MVs marcadas foram

analisadas em histograma de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo.

3.5. Deplecéo de colesterol

Com o objetivo de analisar o papel dos lipid rafts na adesao e liberacdo de MVs de G.
intestinalis, trofozoitos foram pré-tratados com 2.5, 5, 10 mM de metil-B-ciclodextrina
(MBCD; Sigma) durante 1 hora a 37°C. Apos lavagem com PBS, 1x10° parasitas foram
cultivados em meio TY1-S33 sem soro na presenca de CaCl,, para a producdo de MVs. Em
outro ensaio, parasitas (1x10°) tratados com MBCD foram incubados durante 2 h com células
Caco-2 e a adesdo as células hospedeiras foi quantificada em cAmara de Neubauer, como mais

amplamente descrito na seccdo 3.10.

3.6. Extracdo de RNA das MVs.

O RNA total foi obtido a partir de MVs isoladas, ou de formas trofozoitas integros,
seguindo o protocolo do Trizol (Invitrogen). Inicialmente, adicionou-se 1 mL do reagente
Trizol nas amostras. A lise dos parasitas ou das MVs foi feita através da homogeinizagédo
suave da solucdo. Apds 5 min. de incubacdo a temperatura ambiente, foram adicionados 200
pL de cloroférmio e a homogeinizacéo foi realizada através da inversdo dos tubos contendo as
amostras. Apds 3 min. de incubac&o foi realizada uma centrifugacdo a 12.000 xg/15 min. a 4
°C e, em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A precipitacdo do RNA
foi feita com a adicdo de 7,5 pg de glicogénio em 0,5 mL de isopropanol a -20 °C durante 16
horas. Posteriormente, o material foi centrifugado a 12.000xg/10 min. Logo apds, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de etanol 75%. As amostras

foram centrifugadas a 7.500xg/5 min. a 4 °C, os sobrenadantes foram descartados e o pellet
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foi submetido ao contato com o ar para que evaporasse 0 etanol restante. A solubilizacdo do
RNA foi realizada em agua livre de RNases 55 °C durante 10 min. Os RNAs isolados foram
armazenados sob refrigeracdo a -80 °C até o0 momento de uso.

As amostras de RNA foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
tampdo TBE, a 100 V por aproximadamente 30 min. Posteriormente, os geis foram corados
com brometo de etidio a 0,5 pg/mL, visualizados por transilumina¢do com luz UV e as
imagens foram capturadas pelo sistema de documentacéo de gel.

3.7. Andlise protedmica das MVs de G. intestinalis

As MVs liberadas por trofozoitos e por trofozoitos induzidos ao processo de
encistamento foram isoladas como anteriormente descrito e secas atraves de centrifugacdo a
vacuo. Posteriormente, foram enviadas para a Secdo de Protedbmica da Universidade de

Valencia (Espanha) onde foram processadas e sequenciadas.

Os pellets insoluveis de cada amostra foram fervidos por 5 min. a 95 ° C com 100 uL
de tampdo de Laemmli 1x. 25 pyL de cada solucdo de proteinas foi aplicada em gel de
SDS/PAGE 1D de 12,5% de acrilamida. Apo6s a corrida, cada amostra foi excisada e
processada. Foi realizada a digestdo com tripsina (2,5 ng / mL; Promega) como descrito por
Shevchenko e colaboradores (105).

O material digerido foi desidratado numa centrifuga a vacuo e resssuspenso em 50 uL
de acetronitrila (ACN) 2%, é&cido trifluoroacético (TFA) 0,1%. Logo apds, 1 uL de cada
amostra foi colocada em coluna NanoLC Column (3u C18-CL, 100umx15cm ; Nikkyo) e
dessalinizada com 0,1% de TFA em 2ul/min. durante 10 min. Os peptideos foram aplicados
na coluna analitica LC Column (3 p C18-CL, 75umx12cm, Nikkyo) equilibrada com 5% de
ACN a 0,1% de &cido formico (AF). A eluicdo dos peptideos foi realizada num gradiente
linear de 5 a 35% ACN, 0.1% num fluxo de 300nl/min. Peptideos foram analisados em
espectrometro de massa nanoESI gQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX).
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O tripleTOF foi operado no modo de aquisicdo dependente de informacGes, em que
um de 0,25 s TOF MS digitalizar a partir de 350-1250 m / z, foi realizada, seguida por 0,05 s-
scans ion produto de 100 - 1500 m / z sobre os 50 mais intensos 2-5 ions carregados.

Os dados obtidos no sequenciamento MS/MS (combinado a partir de trés 3 corridas de
uma amostra) foram confrontados com a base de dados NCBInr EST utilizando o programa
MASCOT v2.3.02.

As buscas foram feitas com especificidade triptica, permitindo uma perda de clivagem
méaxima e uma tolerancia na medicdo de massa de 50 ppm em modo de MS e 0,6 Da para ions
MS/MS. Carbamidometilacdo de cisteina foi usado como uma modificacdo fixa, e como
modificacbes variaveis foram consideradas a oxidacdo de metionina e desamidacdo de

asparagina e glutamina.

As proteinas apresentando um score maior do que a homologia ou que o limiar

significativo foram identificadas com confianga > 95%.

3.8. Ensaios de interacdo MVs-células hospedeiras.

A marcacdo das MVs foi realizada com kit PKH26-red (marcador fluorescente
lipofilico, Sigma-Aldrich) (76). MVs previamente isoladas conforme descrito anteriormente
foram ressuspensas em tampéo Diluent C junto com o marcador (4uM). A reacdo de marcacgédo
foi interrompida ap6s 5 min. pela adicdo de 1% de BSA durante 1 min. antes da
ultracentrifugacéo a 100.000 g durante 70 min. para logo ap6s as MVs serem ressupensas em
PBS.

As MVs marcadas foram incubadas com células Caco-2 durante 30 min. Logo ap6s, o
sobrenadante foi retirado com duas lavagens, as células foram fixadas em paraformaldeido
4%. Em outro ensaio, células Caco-2 foram pré-tratadas com citocalasina D (0,5 uM), um
inibidor da fagocitose, durante 30 min. e posteriormente incubadas com MVs. O tempo de
interacdo, as lavagens e fixacdo foram realizados como descrito anteriormente.
Posteriormente, as células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Carl Zeiss)

com o0 uso do programa Zen 2011 Blue edition.
44



3.9. Avaliacéo da proliferacao celular.

A proliferacdo celular foi avaliada através do ensaio de MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). O método se baseia na
reducdo de sais de tetrazolium (MTS) em formazano (composto coloreado). A producdo de
formazano é proporcional ao nimero de células vidveis em cultura. Neste ensaio células
Caco-2 foram cultivadas em placas de 96 pocos numa densidade de 5x10° células/poco e
incubadas na presenca de MVs de trofozoitos de G. intestinalis durante 24 h. Posteriormente,
as placas foram incubadas a 37°C durante 3 h com 317 ug MTS/ml. Logo apos, a absorbancia
do MTS reduzido a formazan foi detectada a 490 nm. Baseado nos dados de absorbancia foi
calculada a porcentagem de proliferacdo (prol%) celular com a seguinte férmula:

) __ média da absorbancia da amostrax100

prol(%

— — Os resultados sdo apresentados como
média da absorbancia do controle

porcentagens relativas aos controles.

3.10. Ensaios de adeséo.

Os ensaios de adesdo foram realizados de acordo com Sousa et al., 2001(106).
Culturas confluentes de células Caco-2 foram lavadas em meio RPMI 1640 sem soro e
tratadas com tripsina durante 10 minutos a 37°C. As células soltas foram transferidas
imediatamente para tubos plasticos estéreis de 15 mL contendo meio RPMI com 10% de soro
fetal bovino e centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min. Em seguida, as células foram

inoculadas em placas de cultura de tecidos de 6 pogos.

Os tubos de vidro contendo os parasitas em cultura foram incubados em gelo durante
15 minutos e centrifugados a 600xg durante 5min. Os parasitos foram lavados com RPMI
1640 sem soro e uma aliquota foi contada em camara de Neubauer. O volume foi ajustado

para se obter a concentracdo desejada de trofozoitos por mililitro.
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Uma vez em confluéncia, as células Caco-2 inoculadas nas placas foram lavadas

suavemente com meio RPMI sem soro, aquecido previamente a 37°C.

Imediatamente uma suspensdo com 3x10° trofozoitos foi adicionada aos pogos
contendo as células Caco-2, num volume final correspondente a 3 mL por poco. A placa foi
incubada durante 1 ou 3 h a 37°C. Apos este intervalo, os parasitas ndo aderidos foram
retirados lavando suavemente as placas de cultura trés vezes com PBS a 37°C. Seguidamente,
recuperaram-se 0s trofozoitos aderidos por incubacdo a 4°C durante 30 min. Parasitas
aderidos e nao aderidos foram quantificados em camara de Neubauer. Os resultados séo

apresentados como o nimero de vezes de aumento da adesdo em relagcdo aos grupos controles.

3.11. Analise estatistica.

Os resultados sdo expressos como a média e desvio padrdo. Os dados foram analisados
utilisando o software GraphPad Prism versdo 5.04. O test de t-student foi usado nos ensaios
pareados. A analise por ANOVA foi aplicada nos ensaios de proliferacdo celular. Valores de

p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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IV. RESULTADOS

4.1. As MVs de trofozoitos de G. intestinalis apresentam PS na superficie e sdo
liberadas de modo dependente de calcio.

A liberacdo de vesiculas parasitarias no espaco extracelular tem sido descrita por
varios grupos nos ultimos 20 anos. No entanto, 0 mecanismo pelo qual os parasitas produzem

essas estruturas de membrana continua em grande parte ndo entendido (95)

Na literatura foram descritos varios marcadores presentes nas MVs (65), entre eles PS
é considerado um marcador tipico apresentado na superficie destas estruturas (56). Para
avaliar se os trofozoitos de G. intestinalis liberam MVs, os parasitas foram incubados em
meio TYI-S-33 modificado sem soro durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, 0 meio de cultura
foi centrifugado diferencialmente com posterior ultracentrifugacao, de acordo com Cestari et
al (2012). Logo apds, o pellet foi resuspendido em tampdo de marcacdo com Anexina V-
FITC, que na presenca de Ca?* se liga a PS.

A anélise da marcacao foi determinada por citometria de fluxo a partir de um gate no
grafico de tamanho e granulosidade (FSC x SSC). A marcacdo por Anexina foi determinada
nos eventos do gate, em um histograma de fluorescéncia (Figuras 4.1 A e B, respectivamente).
Os resultados indicaram que 70% dos eventos registrados foram positivos para Anexina-V
sugerindo a presenca de MVs com exposic¢do de PS na superficie da membrana. Foi também
observada a heterogeneidade das MVs, refletidas por uma dispersdo simultdnea em direcéo a
valores mais elevados do FSC e SSC (Figura 4.1.A).

Os ensaios posteriores avaliados por citometria de fluxo foram analisados usando 0s

parametros estabelecidos neste experimento.

Na literatura tem sido reportado que a liberacdo de MVs depende da concentracdo de
calcio intracelular e estimulos quimicos como ion6foros. Para testar se os trofozoitos de G.
intestinalis liberam MVs de forma dependente de célcio, 1x10%/mL parasitas foram incubados
na presenca de 1 mM de CaCl,. Como controle positivo os parasitas foram incubados na
presenca de ionoforo de célcio e como controle negativo, foi determinado o comportamento

da amostra na auséncia de calcio, incubando os parasitas com EGTA.
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Figura 4.1. Analise por citometria de fluxo das MVs de G.intestinalis. As MVs foram quantificadas
por citometria de fluxo (BD FACScalibur) em gréficos de tamanho e granulosidade (FSC x SSC). A
andlise de exposicdo de PS foi realizada com Anexina V conjugada a FITC num histograma de
fluorescéncia em FL-1. (A) Grafico FSCxSSC de MVs marcadas com anexina-V-FITC, a populacao
de MVs com exposicao de PS na superficie (em verde, R2) foram obtidas a partir de um histograma de
fluorescéncia (B), como controle de marcacdo foram usadas MVs sem Anexina-V-FITC; (C) 1 mM
CaCl,; (D) 3uM iontforo de Calcio A23187; (E) 5mM EGTA,; (F) Gréafico de liberacdo de MVs
dependente de Ca®*. Os gréaficos de citometria de fluxo s&o representativos de medicdes feitas em trés
experimentos independentes. O grafico de barras representa a média = o desvio padrdo de trés
experimentos independentes.
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Conforme mostrado na Figura 4.1C, foi observado um aumento na indugdo de MVs
na presenca do ion e de iondforo de calcio (Figura 4.1D) quando comparadas com CacCl,
(Figura 4.1C), ou com o quelante de célcio EGTA (Figura 4.1E). Foi observada uma tendéncia
ao aumento na liberacdo de MVs quando utilizado ionoforo de célcio, mas sem ser
estatisticamente significativo. No entanto, com o uso do quelante de Ca®** foram observadas

diminuigdes significativas na vesicula¢éo do controle e com o uso do ionéforo (Figura 4.1.F).

Os resultados indicam que os trofozoitos de G. intestinalis produzem MVs de forma

dependente de célcio e que estas expdem PS na superficie.

4.2. A manutencdo da estrutura da membrana plasmatica é importante para a
producgdo de MVs pelos trofozoitos

O envolvimento de microdominios de membrana, ou lipid rafts, na liberacdo de
vesiculas extracelulares tem sido sugerido previamente na literatura (71,107,108). Para
avaliar a participacdo dos lipid rafts na geracdo de MVs por trofozoitos de G. intestinalis, 0s
parasitas foram tratados previamente com metil-p-ciclodextrina (MBCD), um agente que se
liga especificamente ao colesterol, desorganizando a estrutura desta regido da membrana
plasmatica (109). Apos o tratamento, os parasitas foram incubados em meio contendo CaCl,

durante 1 hora a 37 °C e foi avaliada a liberacdo de MVs no sobrenadante por estas células.

Como apresentado na figura 4.2, os ensaios de dose-dependéncia indicaram uma
relacdo direta entre a quantidade de colesterol na membrana e a producdo de MVs pelos
trofozoitos. O tratamento dos parasitas com 2,5 mM MPBCD resultou numa diminui¢cdo ndo
significativa da média de producdo de MVs de 31% em relacdo ao controle. No entanto,
foram observadas diminuigdes estatisticamente significativas na producdo de MVs usando
maiores concentracdes de MBCD. A média do numero de MVs presentes no sobrenadante
diminuiu 48% e 57,8 % em relagédo ao controle quando os trofozoitos foram incubados com 5
mM e 10 mM de MBCD, respectivamente.

49



251 *

204 *
J —
E 1541
pt
= —_
‘S 104
x
5-
0 T T
¥ N
L
§ o
O o

MBCB

Figura 4.2. A extracdo do colesterol de membrana diminui a producdo de MVs. Trofozoitos foram
incubados com diferentes concentragdes de MPBCD durante uma hora. Seguidamente, procedeu-se a
indugdo de MVs e quantificagdo das mesmas por citometria de fluxo. As medigdes foram feitas em
triplicata, os resultados representam a média + o desvio padrdo de trés experimentos independentes. O
test t-student foi utilizado nas andlises estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados que foram
estatisticamente significativos (p< 0,05) em relagcdo ao controle.

Nossos resultados, em conformidade com outros descritos na literatura, indicam
fortemente um papel dos lipid rafts na biogénese das MVs.

4.3. O crescimento dos trofozoitos e a liberacdo de MVs sdo dependentes do pH do
meio.

Durante o ciclo de vida de G. intestinalis, o parasita é exposto a uma amplia faixa de
condicGes fisiologicas, entre elas a acidez ou a alcalinidade ao longo do trato gastrointestinal

humano (3). Confirmada a producdo de MVs e considerando o aspecto acima mencionado, foi
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analisado o crescimento (Figura 4.3A) e a liberacdo de MVs (Figura 4.3B) expondo 0s
trofozoitos a condig¢bes de pH que simulam a passagem através do intestino delgado e grosso
humano (110).
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Figura 4.3. Crescimento de trofozoitos de G. intestinalis e producdo de MVs em meios com
diferentes pH. Um indculo inicial contendo 5x104/mL foi cultivado a 37°C durante 24 ou 48 horas em
meios com diferentes valores de pH. Posteriormente os parasitas foram quantificados com camera de
Neubauer, ou através de citometria de fluxo no caso das MVs presentes no sobrenadante. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos independentes.

Concordantemente com trabalhos publicados, 0 meio com pH 7 foi 0 mais adequado
para o crescimento in vitro dos trofozoitos. A maior quantidade de MVs presente no
sobrenadante foi observada nas 24 horas a partir do estabelecimento da cultura no meio com
este pH (Figura 4.3B).

4.4. Cinética da producéo de MVs por trofozoitos de G. intestinalis

Uma vez confirmada a producdo de MVs, analisamos a cinética de liberagdo de MVs
através do tempo. Para estes experimentos, iniciamos um inéculo de 1x10° trofozoitos que
foram incubados em meio sem soro e na presenca de CaCl,. Os parasitas foram incubados a

37°C e a analise das MVs foi determinada no sobrenadante das culturas, apos a centrifugacéo
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para remocao das células e dos debris celulares. Nosso resultado demonstra uma tendéncia de
aumento na liberacdo das MVs ao longo do tempo de incubacdo (Figura 4.4). Esta liberagéo
apresentou o ponto méaximo em 120 min., seguido de um platd que sugere a capacidade

méaxima da cultura.
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Figura 4.4. Cinética da producdo de MVs por trofozoitos de G. intestinalis. A indugdo de
microvesiculacdo foi realizada com CaCl, e a anéalise da liberagdo foi realizada em diferentes tempos
de incubagdo. As MVs contidas no sobrenadante foram quantificadas por citometria de fluxo. O
grafico é representativo de medicdes feitas em triplicado, os resultados representam a média + o erro
padrdo de trés experimentos independentes.

A mobilidade dos parasitas foi acompanhada através de microscopia, observando que

estes permaneceram viaveis durante a realizacdo do experimento.
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4.5. Andlise protedmica preliminar das MVs de G. intestinalis.

Para identificar as proteinas presentes nas MVs liberadas por trofozoitos, e comparar o
seu conteldo com MVs produzidas ao longo do ciclo de vida de G. intestinalis foi realizada
uma analise inicial do proteoma de MVs liberadas por G. intestinalis em duas condicdes
diferentes. Na primeira, foram isoladas MVs produzidas por trofozoitos como anteriormente
descrito. Na segunda, foi induzido o encistamento in vitro de trofozoitos e 24 horas apds
foram isoladas as MVs presentes no sobrenadante. Nas duas condicdes, as culturas foram
iniciadas com igual nimero de parasitas e MVs foram obtidas a partir de volumes iguais de

meio de cultura.

As proteinas presentes nas MVs foram analisadas através do espectrometro de massa
nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX).

Foram encontradas um total de 8 proteinas pertencentes a G. intestinalis utilizando o
banco de dados NCBInr EST (Tabela 4.1). Alem destas, foram encontradas outras proteinas

que sao apresentadas em tabelas no anexo.

As vesiculas liberadas por trofozoitos apresentaram proteinas principalmente
envolvidas no metabolismo de G. intestinalis como ornitina carbamoiltransferase (OCT),
glucosamina-6-fosfato isomerase (GIn6PI) e arginina deiminase (ADI), alem componentes do

citoesqueleto como tubulinas alfa e beta.

Tabela 4.1. Analise qualitativa das proteinas presentes nas MVs de G. intestinalis

Amostra Proteinas identificadas nas ID Num. de % Covertura
MVs isoladas peptideos

MVs isoladas de  Ornitina gi|559178750 1 7,64499977
trofozoitos nao carbamoiltransferase gi|559177025 1 7,64499977
induzidos ao gi|253747244 1 7,64499977
encistamento 0i|308161817 1 7,64499977
gi|159119522 1 7,64499977
Glucosamina-6-fosfato 0i|159117739 1 5,26299998
isomerase gi|159117647 1 5,26299998
gi|559176465 1 5,26299998
gi|559176417 1 5,2629999
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Continuacao. Tabela 4.1. Andlise qualitativa das proteinas presentes nas MVs de G. intestinalis

MVs isoladas de

trofozoitos em
encistamento
(24hs)

Tubulina alfa

Arginina deiminase

Ornitina
carbamoiltransferase

Glucosamina-6-fosfato
isomerase

Tubulina beta

VSP

Giardina alfa 7.1

Giardina alfa 7.2

Giardina alfa 7.3

0i[559176773
gi[559182287
0i[209165431
gi[159110970
0i[26419569

gi[559180706

gi[559175214
0i|159111044

gi[559177025
0i[159119522

0i[559176465
gi[559176417
gi[559179071
gi[159117739
0i[159117647

gi[559173581
0i[26419598
gi[1027516

gi[559173476
gi[559176980
0i[159119284

gi[25140615
gi[159107669

gi[25140617
0i[159107825
gi[308158476

0i[159116468
gi[308158823

2

= NPNDNDNDN

e

e

|

6,84899985
7,59200006
7,65900015
7,70900026
7,97299966
11,0799998

3,27600017
3,27600017

7,64499977
7,64499977

19,1699996
19,3900004
15,0999993
19,3900004
19,1699996

20,0399994
20,7800000
20,4500004

5,52500002
3,63599993
56,9800019

10,8499996
8,24699997

16,2699997
12,37
12,5300005

16,2699997
17,2700002

As analises aqui apresentadas foram feitas a partir de n=1.

Além de tubulinas e proteinas envolvidas no metabolismo (OCT, GIn6Pl), a anélise

das vesiculas liberadas por trofozoitos durante o processo de encistamento indicou a presenca

de proteinas variaveis especificas de superficie (VSP) e diferentes tipos de giardinas.

Esta analise preliminar sugere a possivel ocorréncia de uma modificagdo do contetdo

proteico das MVs liberadas de trofozoitos durante o processo de encistamento.
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4.6. As MVs de trofozoitos de G. intestinalis carregam acidos ribonucleicos.

E previamente descrito na literatura que as MVs podem carregar diferentes tipos de
RNA, tanto mRNA e miRNA (111,112). Foi avaliada ent&o a presenca de RNAs nas MVs
isoladas de trofozoitos de G. intestinalis. Para o ensaio, 0 RNA total foi extraido com Trizol a
partir de MVs de trofozoitos de G. intestinalis ou de trofozoitos integros. Posteriormente, as

amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Como apresentado na Figura 4.5, nas amostras de trofozoitos foram observadas 3
bandas (linha 3) correspondentes as espécies de rRNA 28S, 18S e 5,85 previamente
reportadas na literatura com 2300, 1300 e 127 nucleotideos, respectivamente (113). No
entanto, nas amostras de MVs (linha 2) foi observada uma banda Unica de tamanho menor ao
rRNA5,8S.

Linha 2 Linha 3

Figura 4.5. Gel de agarose a 1,5% com amostras de RNA de trofozoitos integros e de MVs
isoladas. Linha 1: marcador molecular; linha 2: RNA isolado de MVs; linha 3: RNA isolado de
trofozoitos integros.
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Este resultado, em conjunto com os anteriores, indica que os trofozoitos de G.
intestinalis liberam MVs e que estas carregam RNA de baixo peso molecular.

4.7. MVs de trofozoitos de G. intestinalis interagem com as células Caco-2.

Na literatura tem sido descrito por varios autores que as VEs depois de secretadas de
suas ceélulas de origem podem interagir com outras células-alvo (114-116). Apos ter
estabelecido que os trofozoitos liberam MVs, foi considerada a hipdtese de que as MVs

poderiam interagir com as células hospedeiras.

Com o objetivo de avaliar a interacdo das MVs com as células hospedeiras, foram
realizados ensaios de incubacdo utilizando MVs tratadas previamente com um marcador
lipofilico fluorescente em culturas de células Caco-2. Ap6s marcacdo com pKH26-red, as
MVs (5ug) foram incubadas durante 30 min. sobre monocamadas de células Caco-2.
Posteriormente, foram realizadas 2 lavagens com PBS para remover as MVs livres no meio.
Imediatamente as células foram fixadas e analisadas por microscopia de fluorescéncia. Como
apresentado nas figuras 4.6 A-C, foram observadas células Caco-2 marcadas com o corante
fluorescente demonstrando que ocorre interacdo entre as MVs e a membrana da célula Caco-
2.

Uma vez confirmado o processo de interacdo, foi avaliada a internalizacdo das
vesiculas nas células Caco-2 como possivel modo de interacdo destas estruturas com as
células hospedeiras. Com este objetivo, foram realizados ensaios de interacdo pré tratando as
células Caco-2 com citocalasina D (inibidor da fagocitose) com posterior incubacdo com MVs
marcadas. No entanto, o uso desta substancia ndo impediu a marcacdo da membrana das

células Caco-2 quando incubadas com MVs marcadas com Pkh26. (Figuras 4.6 D-F)

Estes resultados proporcionam uma forte evidéncia de que as MVs de G. intestinalis
podem interagir com as células Caco-2.
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Figura 4.6. Interacdo de MVs de G. intestinalis com a membrana de células Caco-2. MVs isoladas
por ultracentrifugacdo foram marcadas com PkH26 e incubadas com células Caco-2. Apds fixacao, as
células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia. Em A-C, incubacdo de células Caco-2 com
MVs durante 30 min. (A) Células Caco-2 observadas em campo claro; (B) Microscopia de
fluorescéncia mostrando a marcagdo da membrana de Caco-2 com MVs tratadas com pKH26; (C)
Sobreposi¢do das imagens determinando a marcacdo apenas na membrana das células Caco-2. Em D-
F, células Caco-2 pré-tratadas com citocalasina D e posteriormente incubadas com MVs marcadas.
(D) Células observadas em campo claro; (E) Microscopia de fluorescéncia mostrando a marcagdo da
membrana de Caco-2 com MVs tratadas com pKH26; (F) Sobreposi¢cdo das imagens determinando a
marcacdo apenas na membrana das células Caco-2. As imagens sdo representativas de duplicatas
bioldgicas de dois experimentos independentes. Aumento de 400x. Barra de escala: 20 micras

4.8. As MVs de G. intestinalis modulam a proliferacéo de células Caco-2

Na literatura tém sido reportadas mudancas na maturagdo de células e efeitos toxicos
observados ap0s a interacdo das MVs com células-alvo. Uma vez confirmada a interacdo das
MVs com as celulas Caco-2, foi avaliado o possivel efeito deste processo na proliferacéo

celular.
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Para este experimento, células Caco-2 foram incubadas com MVs isoladas de
trofozoitos de G. intestinalis durante 24 h. Seguidamente a proliferacdo celular foi medida
pelo ensaio de MTS. Como apresentado na figura 4.7, as doses utilizadas de MVs ndo tiveram
efeitos negativos na viabilidade das células Caco-2. Dependendo da dose foi observado

inclusive um aumento da proliferacdo celular.

Um aumento de 11,6% na proliferacdo celular foi observado incubando as células com
a menor concentracdo de MVs, mas sem ser estatisticamente significativo. No entanto, foram
observados aumentos significativos da proliferagdo quando as células Caco-2 foram tratadas
com concentracdes maiores de MVs. A proliferacdo apresentou o ponto maximo de 14, 9%
com a dose de 3ug de MVs, seguido de um platd quando as células foram incubadas com 5 g
de MVs (14,6%, néo estatisticamente significativo quando comparado com a concentracao de
3 ug de MVs).
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Figura 4.7. Efeito das MVs de G. intestinalis na proliferacdo celular. Células Caco-2 (5x10°
células/poco) foram incubadas na presenca de diferentes concentracfes de MVs de trofozoitos de G.
intestinalis durante 24 h. A proliferacdo celular foi avaliada atraves do ensaio de MTS e os resultados
sdo apresentados como porcentagens relativos as células ndo tratadas com MVs (controle). As
medicBes foram feitas em triplicata, os resultados representam a média + o desvio padrdo de trés
experimentos independentes. O teste ANOVA com multiplas comparac6es foi realizado nas analises
estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados que foram estatisticamente significativos (p< 0,05)
em relacéo ao controle.
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Os resultados sugerem uma relagdo entre a presenga das MVs de G. intestinalis e um
aumento da proliferacéo das células Caco-2. Os possiveis mecanismos de acdo das MVs neste
processo ndo sdo claros, mas presumimos que é necessaria a interacdo entre MVs e células

hospedeiras.

4.9. As MVs de G. intestinalis aumentam o nimero de trofozoitos aderidos as células
hospedeiras.

Os trofozoitos de G. intestinalis dependem da aderéncia aos enterdcitos do intestino
delgado superior para evitar a eliminacdo peristaltica e estabelecer a infec¢do (1). Apos a
confirmacdo da interacdo das MVs com as células Caco-2, foi examinado se estas estruturas
membranosas podem estar envolvidas no processo de aderéncia dos trofozoitos as células
hospedeiras. Para este experimento, células Caco-2 em confluéncia foram incubadas
simultaneamente com MVs previamente purificadas de G. intestinalis e formas trofozoitos do
parasita. Como demonstrado na figura 4.8A, as incubacGes durante 1 hora com as
concentragdes de 3,5 pg e 7,0 ug de MVs resultaram numa tendéncia de aumento na média da
adesdo de 1,2 e 1,5 vezes, respectivamente. No entanto, tal acréscimo na adesdo ndo foi

estatisticamente significativo.

O aumento da interacdo do parasita na célula Caco-2 foi dependente do tempo de
incubacdo, considerando que a média de parasitos aderidos aumentou apos 3 horas (figura
4.8C) quando comparada com a incubacdo de 1 hora (Figura 4.8A). Ensaios de dose-
dependéncia demonstraram uma relacdo direta entre a quantidade de MVs utilizada nos
experimentos e a adesdo do parasita a membrana da célula Caco-2. Concentracdes de 7.0 pg
de MVs apds 3 horas de incubacdo foram suficientes para aumentar a adesdo do parasita de
forma estatisticamente significativa (2,4 vezes), um aumento de 1,5 vezes na adesdo foi
também observada quando utilizados 3,5 pg da mesma amostra, mas ndo de forma

significativa.
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Figura 4.8. Adesdo de trofozoitos a células hospedeiras na presenca de MVs. Trofozoitos foram
incubados durante 1 hora (A, B), ou 3 horas (C, D) com células Caco-2 em presenca de concentracdes
diferentes de MVs previamente obtidos de trofozoitos. A quantidade de trofozoitos aderidos as células
Caco-2 (A, C), e presentes no sobrenadante —ndo aderidos- (B, D) foi quantificado através da
contagem com camara de Neubauer e os resultados sdo apresentados como numero de vezes do
aumento da adesdo em relacdo ao grupo controle. As condi¢Bes foram testadas em duplicata. Os
resultados representam a média + o desvio padrdo de trés experimentos independentes. O test t-student
foi utilizado nas analises estatisticas. Os asteriscos indicam os resultados que foram estatisticamente
significativos (p< 0,05) em relagdo ao controle.
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Concomitante ao aumento da adesdo, o nimero de parasitas no sobrenadante foi
diminuido de forma dependente da concentracdo de MVs tanto nas incubagdes de lhora
quanto nas de 3 horas (Figuras 4.8.B e D, respectivamente). A incubacdo com 3,5 pug de MVs
produziu uma leve diminui¢do na quantidade de parasitas no sobrenadante. No entanto, foi
observada uma reducdo significativa dos trofozoitos no sobrenadante nas incubaces com 7

Hg de MVs. Estas observacdes reforcam o dado de adeséo dos parasitas a membrana.

Os dados sugerem que as MVs do parasita podem aumentar a adesdo dos trofozoitos

participando no processo de colonizacdo do hospedeiro.

4.10. A extracdo do colesterol da membrana plasmaética dos trofozoitos reduz o
namero de parasitas aderidos as células Caco-2.

A adesdo as células hospedeiras constitui-se um primeiro requisito essencial na
infeccdo por parasitas. O processo pode ser mediado por lipid rafts do patdgeno desde que
estas regides da membrana apresenta proteinas de adesdo do parasita (75). Para avaliar
o papel dos lipid rafts na adesdo de G intestinalis as células Caco-2, trofozoitos foram
previamente tratados com diferentes concentragdes MBCD durante 1 hora. Apos tratamento,
os trofozoitos foram incubados com células Caco-2 durante 2 horas e a adesdo dos parasitas

foi avaliada como descrito anteriormente.

Conforme ao incremento da dose de MBCD o niimero de trofozoitos aderidos diminuiu

em comparacdo ao grupo controle (Figura 4.9)

Os resultados constituem uma demonstracdo do envolvimento de lipid rafts da

membrana de G. intestinalis na adesdo as células Caco-2.
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Figura 4.9. Trofozoitos tratados com MBCD e presentes no sobrenadante. Trofozoitos foram pré-
tratados com diferentes doses de MBCD durante 1 hora, em seguida foram incubados com células
Caco-2. Os trofozoitos presentes no sobrenadante foram quantificados com hemocitometro. As
condigdes foram testadas em duplicata. Os resultados representam a média = o desvio padrdo de trés
experimentos independentes. O test t-student foi utilizado nas andlises estatisticas. Os asteriscos
indicam os resultados que foram estatisticamente significativos (p< 0,05) em relagéo ao controle.
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V. DISCUSSAO

Giardia intestinalis, o0 agente etiologico da giardiase, € descrito como o parasita mais
comum que coloniza o intestino delgado de vertebrados, incluindo o ser humano. Tém sido
estimadas 280 milhdes de infecgbes humanas sintomaticas por ano (21) e em 2004 foi
incluida como parte da Iniciativa de Doencas Negligenciadas da OMS (22). A doenca é de
distribuicdo mundial, mas € especialmente prevalente em criancas nos paises em
desenvolvimento (17) com manifestacdes clinicas que incluem principalmente diarréia aguda
ou crbnica (26). Adicionalmente, estudos recentes tém relacionado esta doenca ao
desenvolvimento de alteracdes gastrointestinais como sindrome do cdlon irritavel (23) e
também com o déficit de crescimento em criangas (24). No Brasil, a prevaléncia de giardiase
tem sido descrita como varidvel conforme a localidade e estudos coproparasitolgicos

demonstraram altos indices de infeccdo em regiGes com infraestrutura urbana deficiente.

Apesar das consequéncias e da grande prevaléncia da doenca em criangas, 0S
mecanismos envolvidos na giardiase ndo sdo bem compreendidos e provavelmente a
fisiopatologia seja devida a fatores multiplos. Os trofozoitos ndo séo invasivos e ndo é
conhecida nenhuma toxina secretada por esta forma evolutiva (17). Os parasitas residentes no
intestino delgado aderem as células epiteliais durante a colonizacdo deste 6rgao, impedindo a
absorcédo de nutrientes nesta regido. A identificacdo de outros possiveis fatores atualmente ndo
descritos € de fundamental importancia na compreensdo dos mecanismos envolvidos na

doenca.

Vaérios estudos indicam um importante papel para as VES em processos fisioldgicos e
patofisioldgicos. Tem sido demonstrada a participacdo destas estruturas na comunicacao
intercelular, coagulacdo, inflamacdo e processos oncogénicos. As vesiculas extracelulares
podem ser: microvesiculas (MVs), usualmente maiores de 100 nm em didmetro e derivadas da
membrana plasmatica; exosomas, pequenas vesiculas (40-100 nm) originadas de membranas

endossomais; e corpos apoptoticos, maiores de 1.5 um contendo material nuclear.

Nos ultimos anos tem sido descrito na literatura o envolvimento das vesiculas
extracelulares em processo de infeccdo por protozoarios (Tabela 1.4). Estas estruturas de
membrana podem interagir com as células do hospedeiro através da membrana plasmatica ou
ser internalizadas exercendo os efeitos no interior da célula hospedeira. Interessantemente, a

interacdo das microvesiculas com as células-alvo permite a transferéncia intercelular e
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funcional de diversas moléculas como proteinas, lipidios e diferentes tipos de RNA.
Adicionalmente, as VEs podem também exercer efeitos de longa distancia como, por
exemplo, em células do sistema imunitario do hospedeiro. A produgdo de vesiculas
extracelulares envolve microdominios de membrana, exposicdo de PS na superficie e

participacdo de proteinas como gelsolina e flippases.

Este estudo procurou identificar e caracterizar especificamente as MVs produzidas
pelo parasita G. intestinalis, e sugere um papel para estas MVs na interacdo
parasita/hospedeiro. Agentes indutores de liberacdo de MVs provocam principalmente um
aumento no influxo de Ca** no interior da célula, resultando na inativacdo de enzimas como
flippases e perda da assimetria de fosfolipidios na membrana plasméatica com a exposicao de
PS no lado exterior da bicamada lipidica. Uma vez ocorridos estes eventos, as MVs sao
geradas por brotamento na membrana plasmatica. Este processo estd bem descrito e
caracterizado em celulas de mamifero, mas os mecanismos envolvidos na liberacdo de MVs
em parasitas ndo sdo bem compreendidos. Devido a facilidade de cultivo de trofozoitos de G.
intestinalis e sua producdo de MVs optamos por estudar este parasita como modelo para
caracterizar a funcdo das MVs liberadas por parasitas. Nossas analises por citometria de fluxo,
junto com a marcagdo com Anexina-V-FITC permitiram observar que os trofozoitos de G.
intestinalis liberam MVs. Como mencionado anteriormente, a citometria de fluxo tem
limitagGes na resolugéo de estruturas inferiores de 200 nm, portanto ndo pode ser descartada a
eventual presenca de exosomos junto com as MVs nas vesiculas liberadas pelo parasita. Em
conformidade com estudos anteriores da literatura, foi também demonstrado que o processo é
dependente da concentragdo de Ca** intracelular. O uso de ion6foros de calcio permitiu
estimular a liberagdo de MVs, entanto que a utilizacdo de quelantes deste ion inibiram o

processo.

Os lipid rafts, descritos como microdominios de membrana enriquecidos em
esfingolipidios e colesterol, estdo envolvidos em vias de sinalizagcdo que regulam varios
processos celulares, incluindo adesdo, mobilidade, secregéo e invaséo (75). O envolvimento
destes microdominios de membrana na liberagdo de vesiculas extracelulares tem sido sugerido
previamente na literatura (71,107,108). Estudos em células monociticas indicam uma relacdo
entre 0 aumento do colesterol na membrana plasmaética e uma maior producéo de MVs (108).
Outros estudos envolvendo o uso de substancias que diminuem a concentracdo do colesterol

nestes microdominios tém demonstrado uma redugdo na produgdo de MVs (71,72). Nossos
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resultados indicam a importancia da manutencdo da estrutura da membrana dos trofozoitos
para que ocorra a liberagdo das MVs, o que sugere que a liberacdo de vesiculas ndo é um
processo aleatorio. A sinalizacdo através destes dominios poderia favorecer o processo,
inclusive dando mais estabilidade as vesiculas formadas, o que poderia também contribuir ao

seu papel de agente sinalizador quando liberadas das células.

A adesdo as células hospedeiras constitui-se um primeiro requisito essencial na
infeccdo por parasitas. O processo pode ser mediado por lipid rafts do patégeno desde que
estas regides da membrana apresentem proteinas de adeséo do parasita (75). Tem sido descrito
na literatura a participacdo dos microdominios de membrana na adesdo de trofozoitos de
Entamoeba histolytica (117,118) e no processo de infeccdo de Leishmania (Viannia)

braziliensis a macrofagos (119)

Em 2011, Humen e colaboradores (120) demonstraram a participacdo dos lipid rafts
do parasita na adesdo as células hospedeiras. No entanto, a adesdo nédo foi afetada quando as
c¢lulas hospedeiras foram pré tratadas com MPCD, demonstrando que os lipid rafts dos
trofozoitos de G. intestinalis, e ndo das células hospedeiras, regulam o processo de adesao.
Conforme estes autores, 0s nossos resultados dos ensaios de adeséo de parasitas tratados com
MBCD indicam 0 envolvimento de lipid rafts da membrana de G. intestinalis na adeséo as
celulas Caco-2.

Conforme descrito na literatura as moléculas contidas nas VEs (RNA e proteinas)
podem regular varias vias celulares através da modulacdo da expressdo génica nas células-
alvo. O uso deste tipo de vesiculas por um parasita extracelular pode representar um método
pelo qual o patdgeno pode enderecar proteinas e/ou RNAs com capacidade de regular funcbes
das células-alvo. O transporte de &cidos nucleicos em vesiculas extracelulares poderia
também proteger as moléculas de RNA de ribonucleases presentes no ambiente extracelular.
Nossos resultados indicam a presenca de RNAs de baixo peso molecular nas vesiculas
liberadas por G. intestinalis. Recentemente, foi sugerido que as moléculas de RNA contidas
em exosomos liberados por T. vaginalis poderiam regular a resposta imune do hospedeiro
(61). Interessantemente, a infeccdo em humanos por G. intestinalis caracteriza-se pela baixa
inflamacdo da mucosa intestinal, sendo possivel que o parasita regule negativamente a
resposta inflamatdria de maneira ativa através de produtos ainda desconhecidos. As moléculas
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de RNA presentes nas MVs liberadas por trofozoitos poderiam apresentar um importante
papel na interacdo do parasita com a célula-alvo, inclusive na modulagdo da resposta
inflamatoria do hospedeiro.

A nossa analise da cinética de liberagdo de MVs pelos trofozoitos indicou que o
processo € dependente do tempo apresentando um ponto maximo em 120 min. A producéo de
MVs pela membrana plasmatica foi anteriormente descrita envolvendo o brotamento da
vesicula, seguido de fissdo da membrana, com a consequente liberacdo da estrutura no meio
extracelular (74). Segundo Cocucci e colaboradores (2009), independentemente do tipo de
estimulo aplicado as células, a geracdo de MVs ocorre a partir de um pequeno intervalo de
tempo, e ndo de forma concomitante ao estimulo. Este tempo de liberacdo pode ser estimado
entre umas poucas dezenas de segundos até 1-2 minutos (56). Durante o processo, pequenas
porcdes da membrana plasmatica s&o removidas. Em células em estado de repouso a remogédo
pode ser compensada pelo trdfego constitutivo de membrana. No entanto, nas células
estimuladas a taxa de liberacdo supera o trafego constitutivo sendo necessaria uma
compensacao através da incorporacdo de nova membrana procedente do citoplasma para a
superficie celular (121). Este mecanismo de renovacdo é feito através do processo de
exocitose ndo secretora, que transfere a membrana e os componentes de organelas a superficie
da célula (122)

O enderecamento de proteinas nas MVs é descrito como um processo seletivo.
Proteinas especificas podem ser incluidas ou excluidas da membrana da MV em formacdo,
produzindo a expressao de conjuntos de proteinas diferentes dos presentes na membrana das
células a partir das quais as MVs foram formadas. Realizamos uma andlise inicial do
proteoma das MVs liberadas por G. intestinalis em duas condic¢des diferentes. Na primeira,
foram isoladas MVs produzidas por trofozoitos como anteriormente descrito. Na segunda, foi
induzido o encistamento in vitro de trofozoitos e 24 horas apds foram isoladas as MVs

presentes no sobrenadante.
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Em conformidade com outros trabalhos anteriormente descritos na literatura que
indicaram a presenca de componentes do citoesqueleto celular nas MVs, nossa analise
protedmica inicial identificou tubulinas alfa e beta nas MVs liberadas por G. intestinalis.

O estudo das proteinas presentes nas vesiculas liberadas por trofozoitos ndo induzidos
ao processo de encistamento permitiu identificar as enzimas ADI e OCT. Estas enzimas foram
previamente descritas como presentes em sobrenadantes de cultivos de trofozoitos (54) e
encontram-se envolvidas com a degradagéo de arginina do meio extracelular como principal
via de obtencdo de energia. Durante esta reacdo metabdlica, 0 aminoécido € convertido em
citrulina e amonia pela enzima ADI, posteriormente em ornitina e carbamoil fosfato pela acdo
de OCT (1). Adicionalmente, a ornitina inibe a absorcdo de arginina por células do epitélio
intestinal mas ndo por G. intestinalis (123). Como consequéncia, as células intestinais
diminuem a producdo de 6xido nitrico (124), substancia reportada como inibitoria da
proliferacdo de trofozoitos (45). A potencial presenca de proteinas imunomoduladoras nas
MVs produzidas por trofozoitos poderia sugerir o envolvimento destas estruturas de
membrana interferindo em processos de imunidade inata durante o inicio da infeccdo e

posterior sobrevivéncia do parasita no hospedeiro.

Durante o encistamento, os trofozoitos experimentam uma diferenciacdo morfoldgica
e molecular complexa (17). As VSPs cobrem a totalidade da superficie dos trofozoitos.
Curiosamente, as analises de protedmica identificaram estas moléculas somente nas vesiculas
liberadas pelos trofozoitos em processo de encistamento. A auséncia destas proteinas nas
amostras de trofozoitos ndo induzidos ao encistamento ndo € clara e pode ser devido a um
mecanismo de selecdo de proteinas, descrito como frequente na biogénese das MVs em outros
modelos. Svard e colaboradores (1998) reportaram uma diminuicao das VSPs na superficie do
parasita durante o processo de encistamento. Eles observaram a internalizacdo de grandes
quantidades destas moléculas nas vesiculas periféricas de tipo lisossomo, sugerindo a via
endocitica como mecanismo envolvido na remocdo das VSP da membrana durante o
encistamento (125). No entanto, Papanastasiou e colaboradores (1996) tinham descrito que
estas proteinas sdo encontradas também no meio de cultura. Os primeiros estudos envolvendo
MVs indicaram que estas estruturas poderiam ser essenciais para remover proteinas
transmembranares de forma especifica (79). Desta forma, a eventual presenca de VSPs nas
vesiculas liberadas por trofozoitos durante o processo de diferenciacdo poderia sugerir outra

via de remocéo destas moléculas de superficie, complementando a via endocitica.
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Os componentes da parede do cisto sdo sintetizados a partir de glicose endogena
através de vias induziveis de 5 enzimas diferentes, entre elas a glucosamina-6-fosfato
isomerase (GIn6PI). Esta enzima é expressa em baixos niveis durante todo o ciclo de vida do
parasita mas a sua transcricdo é estimulada durante o encistamento (1). A possivel presenca
desta enzima nas MVs poderia indicar a participacdo destas estruturas no processo de

encistamento.

Tém sido reportadas varias proteinas do citoesqueleto de Giardia, as predominantes
sdo as tubulinas e giardinas. As proteinas denominadas alfa giardinas sdo moléculas de tipo
anexina associadas a citoesqueleto e sdo encontradas exclusivamente em Giardia (126). Em
conformidade com a literatura, a identificacdo destas proteinas nas MVs indica a presenca de
componentes do citoesqueleto nas vesiculas extracelulares. Estas moléculas poderiam

participar na manutencao da estrutura da vesicula extracelular.

O escasso numero de proteinas de G. intestinalis identificadas nas MVs pode ser
devido a metodologia utilizada que foi baseada na utilizacdo de gel e posterior analise por
espectrometria. Analises posteriores utilizando metodologias livres de gel — por exemplo
shotgun — poderiam identificar um maior nimero de proteinas nas vesiculas. Alem disso, sdo
necessarias analises de um maior nimero de amostras para que possamos obter um maior

conhecimento das proteinas presentes nas MVs liberadas pelo parasita.

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia sugeriram fortemente que as MVs isoladas
de trofozoitos de G. intestinalis interagem com as células Caco-2. A linhagem celular Caco-2,
originalmente obtida de um adenocarcinoma de c6lon humano, é amplamente aceita como um
modelo in vitro para infec¢Oes do trato intestinal superior (127). Depois de secretadas de suas
células de origem, as MVs podem interagir com ceélulas alvo de diferentes modos:
permanecendo associadas de forma estavel a membrana plasmatica, fusionando com ela ou
sendo internalizadas através de diferentes vias endociticas (56,82). Considerando-se que a
orientacdo da membrana das vesiculas extracelulares e das células intactas s&o as mesmas, as
vesiculas podem aderir as células hospedeiras através das mesmas interagdes moleculares
envolvidas na fixacdo do proprio patdgeno. Uma exposicdo estavel e persistente destas
estruturas pode ser esperada na superficie celular do hospedeiro, em especial em células com

pouca ou nenhuma atividade endocitica (128).
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As MVs de G. intestinalis poderiam estar interagindo através de uma associacao
estavel com a membrana plasmatica das células hospedeiras. Outros estudos tém demonstrado
que as vesiculas extracelulares podem fundir com a membrana plasmaética de outras células:
exosomas produzidos por T. vaginalis podem fundir com as células hospedeiras (61).
Resultados anteriores de nosso grupo também demonstraram que MVs produzidas durante a
interacdo de T. cruzi com mondcitos sdo internalizadas por células Vero em preparacéo, e
vesiculas isoladas de helmintos sdo internalizadas nas células intestinais de Rattus norvegicus
(94). Importantemente, o uso de citocalasina D ndo impediu que as células Caco-2 se tornem
fluorescentes em nossos ensaios. Esta observacdo sugere outras vias de interacdo distintas da
fagocitose, seja através da ligacdo das vesiculas com receptores de membrana plasmatica, ou
pela fusdo das membranas tanto da MV quanto da célula hospedeira. A expressdo de
fosfolipidios carregados negativamente na superficie (por exemplo, PS) assim como a
possivel presenca de diferentes moléculas de adesdo nas MVs sugeriria que estas podem ser
capazes de se ligar a células. No entanto, a fagocitose de um grupo de MVs ndo pode ser
descartada. Analises por microscopia confocal permitiriam avaliar a possivel fagocitose das

MVs e os potenciais efeitos deste processo nas células hospedeiras.

Como discutido anteriormente, as enzimas ADI e OCT dos trofozoitos estdo
envolvidas no metabolismo de arginina para a obtencdo de energia. A remoc¢do deste
aminoacido do meio extracelular através destas enzimas do parasita reduz a proliferacdo de
células intestinais in vitro (123). Adicionalmente, tém sido reportadas mudancas na maturacao
e diferenciagdo de células induzidas por VEs. Baseados nestes dados da literatura, avaliamos a
proliferacdo de células Caco-2 durante a interacdo com as MVs isoladas dos trofozoitos.
Nossos resultados indicaram um aumento da proliferacdo das células hospedeiras na presenca
de MVs do parasita. Outros patdgenos como Bartonella bacilliformis ou Helicobacter pylori
podem promover a proliferacéo celular (129) e Ismail e colaboradores (2003) descreveram um
aumento de 25 a 30% na proliferacdo de células de epitélio gastrico incubadas com MVs de
H. pylori (87). Os possiveis mecanismos de acdo das MVs de G. intestinalis sob o0 aumento
da proliferacdo de células Caco-2 ndo sdo claros, mas presumimos que é necessaria a

interacdo entre MVs e células hospedeiras.
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Foi observado também que as MVs de G. intestinalis aumentaram a adesdo dos
trofozoitos nas células Caco-2 in vitro. No momento de interagir com o epitélio intestinal, a
maioria dos trofozoitos tem sido descritos com a superficie ventral em contato com as células
do tecido. Em 1974, Holberton sugeriu que a adesdo dos trofozoitos de G. intestinalis a
mucosa do intestino é mediada por uma forca de succdo gerada pelo disco adesivo presente na
superficie ventral do parasita (130). Trabalhos mais recentes tém demonstrado que 0s
trofozoitos podem aderir & célula hospedeira seguindo outra orientacdo, ndo necessariamente
através da ventosa do disco ventral. Inge e colaboradores (1988) demonstraram que toda a
superficie do parasita estd envolvida no processo de adesdo, sem necessariamente a
exclusividade do disco ventral (131). Outro estudo de Sousa e colaboradores (2001)
demonstraram ensaios experimentais em que as formas trofozoitas aparecem aderidas na

célula hospedeira pela superficie dorsal (106).

O processo de adesdo de G. intestinalis nas células hospedeiras é sugerido como
multifatorial e além da participacdo do disco ventral, envolve a mobilidade dos flagelos,
estruturas ventro-laterais e moléculas de superficie do parasita (2) entre elas lectinas e
giardinas (52). Como ¢ discutido por Ankarklev e colaboradores (2010), poucos fatores de
viruléncia foram identificados em Giardia spp. Dentro deste contexto, as MVs aparecem
como um mecanismo potencialmente mais efetivo para a concentracdo e eventual entrega de

fatores de viruléncia as células hospedeiras (128).

As vesiculas extracelulares tém sido descritas na literatura como participantes no
processo infeccioso de parasitas como Trypanosoma cruzi (70), Plasmodium falciparum (59),
Leishmania spp (60). Recentemente Twu e colaboradores (2013) demonstraram que exosomos
de T. vaginalis medeiam as interacBes tanto parasita:parasita quanto parasita:célula
hospedeira, além de desempenhar um papel na adesdo do patdgeno as células epiteliais (12).
Um aspecto importante a ser considerado nos ensaios de adesao apresentados € que ndo pode
ser descartada a eventual producdo/secrecdo de MVs pelos parasitas durante a incubagdo com

as células hospedeiras.

Considerados em conjunto, estes resultados indicam que as MVs de trofozoitos de
G.intestinalis interagem com as células hospedeiras além de aumentarem a aderéncia dos
parasitas nestas células in vitro. No entanto, os mecanismos envolvidos no aumento da adeséao

nao sdo claros.

70



VEs tém sido isoladas de uma variedade de fluidos corporais incluindo sangue, fluido
amnidtico, saliva e urina (65). MVs de G. intestinalis poderiam potencialmente ser
encontradas em fezes diarreicas de individuos infectados e desta forma servir como

biomarcadores da infeccéo.

O conhecimento do conteudo das MVs, a forma como estas estruturas incrementam a
adesdo do parasita nas células hospedeiras, assim como a possivel modulacdo das células
hospedeiras por estas estruturas podera fornecer novo conhecimento sobre patogénese da
giardiase, ajudar a estabelecer outras formas de diagndstico e identificar alvos terapéuticos no

combate da doenca.
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VI.

CONCLUSOES

Trofozoitos de G. intestinalis liberam MVs de forma dependente de calcio e com
exposicao de fosfatil serina na superficie.

A produgdo de MVs apresentou uma tendéncia de aumento ao longo do tempo durante
120 min.

Microdominios de membrana (lipid rafts) encontram-se envolvidos na biogénese de MVs

liberadas por trofozoitos e na adesdo do parasita as células hospedeiras in vitro.

As MVs liberadas por trofozoitos carregam RNA de baixo peso molecular.

As MVs isoladas a partir de trofozoitos interagem com as células Caco-2 e aumentam a

proliferacdo destas células.

O numero de trofozoitos aderidos as células Caco-2 aumenta em presenca de MVs

previamente isoladas do parasita.
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VIII. ANEXOS.

Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos
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7,59200007

3,9760001

3,9760001
7,65900016

7,70900026
7,97299966

11,0799998

3,9760001

3,27600017
5,26299998

gi|6831555
gi|559176465

gi|559176417
gi| 559176773
gi| 559182287

81559178750

gi|559177025
gi| 209165431

gi|159110970
gi| 26419569

gi|559180706
gi|253747244

gi|159111044
gi|159117647
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Arginine deiminase [Giardia intestinalis]
RecName: Full=Glucosamine-6-phosphate
isomerase 1; AltName: Full=Glucosamine
-6-phosphate deaminase 1; Short=GNPDA
1; Short=GIcN6P deaminase 1
Glucosamine-6-phosphate isomerase
[Giardia intestinalis]
Glucosamine-6-phosphate isomerase
[Giardia intestinalis]

Tubulin alpha chain [Giardia intestinalis]
Tubulin alpha chain [Giardia intestinalis]
Ornithine carbamoyltransferase [Giardia
intestinalis]

Ornithine carbamoyltransferase [Giardia
intestinalis]

alpha-tubulin [Giardia intestinalis]
Alpha-tubulin [Giardia lamblia ATCC
50803]

alpha-tubulin [Giardia intestinalis]
Tubulin alpha chain, partial [Giardia
intestinalis]

Ornithine carbamoyltransferase [Giardia
intestinalis ATCC 50581]

Arginine deiminase [Giardia lamblia ATCC
50803]

Glucosamine-6-phosphate deaminase

Giardia intestinalis

Giardia intestinalis

Giardia intestinalis

Giardia intestinalis
Giardia intestinalis
Giardia intestinalis

Giardia intestinalis

Giardia intestinalis
Giardia intestinalis

Giardia intestinalis
Giardia intestinalis

Giardia intestinalis
Giardia intestinalis
ATCC 50581
Giardia lamblia
ATCC 50803
Giardia lamblia
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[Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803

Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos

Glucosamine-6-phosphate deaminase Giardia lamblia
214 0 2 5,32299988 5,32299988 5,32299988 gi|159117739 [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Ornithine carbamoyltransferase [Giardia  Giardia lamblia
159 0 2,14 7,64499977 7,64499977 3,9760001 gi|159119522 lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Ornithine carbamoyltransferase [Giardia  Giardia lamblia
159 0 2,14 7,64499977 7,64499977 3,9760001 gi|308161817 lamblia P15] P15 1
Giardia lamblia
118 0 3,51 7,70900026 7,70900026 7,70900026 gi|308159161 Alpha-tubulin [Giardia lamblia P15] P15 2
Giardia lamblia
118 0 3,51 12,0300002 12,0300002 12,0300002 gi|308161456 Alpha-tubulin [Giardia lamblia P15] P15 2
Bos frontalis
176 2 30,78 91,7200029 86,9000018 86,9000018 gi|294459613 hemoglobin beta [Bos indicus] frontalis 17
L-lactate dehydrogenase C chain isoform 1
226 0,02 1,39 6,32499978 3,61399986 3,61399986 gi|164448683 [Bos taurus] Bos grunniens 1
RecName: Full=L-lactate dehydrogenase A
226 0,02 1,39 6,32499978 3,61399986 3,61399986 gi|119371323 chain; Short=LDH-A Bos grunniens 1
lactate dehydrogenase C variant 3 [Bos
226 0 1,37 3,77399996 3,77399996 3,77399996 gi|156618419 grunniens] Bos grunniens 1
glyceraldehyde-3-phosphate
202 0 2 8,70900005 4,20400016 4,20400016 gi|163866419 dehydrogenase [Bos grunniens] Bos grunniens 1
lactate dehydrogenase C isoform
226 0 1,37 5,28599992 5,28599992 5,28599992 gi|381278315 transcript variant 2 [Bos grunniens] Bos grunniens 1
226 0 1,41 11,9800001 5,98799996 3,59300002 gi|116282343 lactate dehydrogenase B [Bos grunniens]  Bos grunniens 1
lactate dehydrogenase B-S [Bos
226 0 1,5 14,6699995 8,68299976 3,59300002 gi|340400045 grunniens] Bos grunniens 1
lactate dehydrogenase B-F [Bos
226 0 1,5 14,6699995 8,68299976 3,59300002 gi|340400041 grunniens] Bos grunniens 1
226 0 1,5 14,6699995 8,68299976 3,59300002 gi|118572666 RecName: Full=L-lactate dehydrogenase B Bos grunniens 1
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chain; Short=LDH-B
226 0 1,5 14,6699995 8,68299976 3,59300002 gi|116282345 lactate dehydrogenase B variant 1
Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos

Bos grunniens

92 7,86 7,86 25,4200011 25,4200011 25,4200011 gi|555998232 PREDICTED: adiponectin [Bos mutus]
92 0 7,86 25,4200011 25,4200011 25,4200011 gi|549532543 adiponectin precursor [Bos grunniens]
PREDICTED: hemoglobin subunit beta-like

Bos grunniens
Bos grunniens

117 0 26,73 70,3400016 65,5200005 65,5200005 gi|555992414 [Bos mutus] Bos grunniens
139 0 77,41 71,8800008 71,8800008 59,5200002 gi|209973077 transferrin [Bos grunniens] Bos grunniens
154 0 77,41 71,8800008 71,8800008 59,5200002 gi|209973077 transferrin [Bos grunniens] Bos grunniens
117 0 28,76 85,5199993 80,6900024 80,6900024 gi|294459615 hemoglobin beta [Bos indicus] Bos indicus

117 0 24,71 85,5199993 80,6900024 80,6900024 gi|294459621 hemoglobin beta [Bos javanicus] Bos javanicus
176 0 24,71 85,5199993 80,6900024 80,6900024 gi|294459621 hemoglobin beta [Bos javanicus] Bos javanicus

Bos javanicus
birmanicus x Bos
117 0 30,78 91,7200029 86,9000018 86,9000018 gi|294459611 hemoglobin beta [Bos indicus] indicus
Bos javanicus
birmanicus x Bos
31 32,8 32,8 94,4800019 89,6600008 89,6600008 gi|294459577 hemoglobin beta [Bos taurus] indicus
PREDICTED: apolipoprotein B-100 [Bos

137 0 4,02 1,54999997 0,9389 0,9389 gi|555967548 mutus] Bos mutus
Pyruvate kinase isozymes M1/M2, partial

216 0 1,83 4,14500013 1,89999994 1,89999994 gi|440897502 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: xaa-Pro dipeptidase isoform

212 0 2 2,02799998 2,02799998 2,02799998 gi|555963802 X1 [Bos mutus] Bos mutus

212 0 2 2,03300007 2,03300007 2,03300007 gi|440907515 Xaa-Pro dipeptidase, partial [Bos mutus]  Bos mutus
PREDICTED: fermitin family homolog 3

221 0 1,75 2,97800004 2,03799997 2,03799997 gi|555964291 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: pyruvate kinase PKM isoform

216 0 1,83 4,4780001 2,05199998 2,05199998 gi|555987613 X1 [Bos mutus] Bos mutus
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PREDICTED: pyruvate kinase isozymes

216 0 1,83 4,52000014 2,07199994 2,07199994 gi|528961976 M1/M2 isoform X3 [Bos taurus] Bos mutus

Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos
PREDICTED: lipopolysaccharide-binding

229 0 1,31 2,07899995 2,07899995 2,07899995 gi|555968021 protein-like [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: xaa-Pro dipeptidase isoform

212 0 2 2,21200008 2,21200008 2,21200008 gi|555963804 X2 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: xaa-Pro dipeptidase isoform

212 0 2 2,33100001 2,33100001 2,33100001 gi|555963806 X3 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: pyruvate kinase PKM isoform

216 0 1,83 5,25199994 2,40700003 2,40700003 gi|555987619 X4 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase A

226 0,02 1,39 5,81699982 3,32400016 3,32400016 gi|555977593 chain isoform X1 [Bos mutus] Bos mutus
L-lactate dehydrogenase C chain, partial

226 0,02 1,39 6,08699992 3,47799994 3,47799994 gi|440901988 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase A

226 0,02 1,39 6,32499978 3,61399986 3,61399986 gi|555977595 chain isoform X2 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: plasma serine protease

144 0 1,62 3,95999998 3,95999998 3,95999998 gi|555968476 inhibitor [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: uncharacterized protein

217 1,82 1,82 4,32900004 4,32900004 4,32900004 gi|555994879 LOC102270353 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase C

226 0 1,37 4,38000001 4,38000001 4,38000001 gi|555977589 chain isoform X3 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: protein Z-dependent

127 0 2,22 10,1800002 4,42500003 4,42500003 gi|555968460 protease inhibitor [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: complement factor H-like,

165 0 2,02 21,48 4,44400012 4,44400012 gi|555999044 partial [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: retinol-binding protein 4 [Bos

206 0 2 4,66100015 4,66100015 4,66100015 gi|555957149 mutus] Bos mutus
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase A

226 0,02 1,39 8,71400014 4,97899987 4,97899987 gi|555977601 chain isoform X5 [Bos mutus] Bos mutus
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PREDICTED: coagulation factor XlII A chain

126 4,46 4,46 10,2499999 5,19100018 3,41500007 gi|555958185 [Bos mutus] Bos mutus

Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos
14-3-3 protein zeta/delta, partial [Bos

203 0 2 9,56500024 6,08699992 6,08699992 gi|440913296 mutus] Bos mutus
hypothetical protein M91_01684, partial

165 0 2,02 30,5299997 6,31600022 6,31600022 gi|440890656 [Bos mutus] Bos mutus
Retinol-binding protein 4, partial [Bos

206 0 2 6,66700006 6,66700006 6,66700006 gi|440910269 mutus] Bos mutus
PREDICTED: serum amyloid A-4 protein-

146 0 1,36 18,75 7,03099966 7,03099966 gi|555966989 like isoform X2 [Bos mutus] Bos mutus

228 0 1,36 7,27799982 7,27799982 4,43000011 gi|555976818 PREDICTED: apolipoprotein E [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-1C chain-like

118 0 3,51 7,44699985 7,44699985 7,44699985 gi|555968848 [Bos mutus] Bos mutus
Tubulin alpha-1D chain, partial [Bos

118 0 3,51 7,72600025 7,72600025 7,72600025 gi|440911049 mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-1C chain-like

118 0 3,51 7,74300024 7,74300024 7,74300024 gi|555965429 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-1D chain-like

118 0 3,51 7,74300024 7,74300024 7,74300024 gi|555955176 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-1A chain-like

118 0 3,51 7,7610001 7,7610001 7,7610001 gi|555968846 [Bos mutus] Bos mutus
Tubulin alpha-1A chain, partial [Bos

118 0 3,51 7,7610001 7,7610001 7,7610001 gi|440905552 mutus] Bos mutus
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN:

118 0 3,51 7,79500008 7,79500008 7,79500008 gi|555966439 tubulin alpha-8 chain [Bos mutus] Bos mutus
Tubulin alpha-1C chain, partial [Bos

118 0 3,51 7,82999992 7,82999992 7,82999992 gi|440905555 mutus] Bos mutus
PREDICTED: monocyte differentiation

158 0 2,24 7,83300027 7,83300027 4,17799987 gi|555976638 antigen CD14 [Bos mutus] Bos mutus

158 0 2,24 7,87400007 7,87400007 4,19900008 gi|440902388 Monocyte differentiation antigen CD14, Bos mutus
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partial [Bos mutus]

207 0 2 8,01900029 8,01900029 8,01900029 gi|440910283 Flavin reductase [Bos mutus] Bos mutus 1

Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos
hypothetical protein M91_13456, partial

217 0 1,82 8,19699988 8,19699988 8,19699988 gi|440893975 [Bos mutus] Bos mutus 1
PREDICTED: flavin reductase (NADPH)

207 0 2 8,25200006 8,25200006 8,25200006 gi|555957040 [Bos mutus] Bos mutus 1
L-lactate dehydrogenase B chain [Bos

226 0 1,5 14,4999996 8,57999995 3,55000012 gi|440908101 mutus] Bos mutus 1
PREDICTED: vitamin K-dependent protein

121 4,72 4,72 10,0699998 8,59299973 4,14800011 gi|555961878 S [Bos mutus] Bos mutus 3
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase B

226 0 1,5 14,6699995 8,68299976 3,59300002 gi|555962409 chain [Bos mutus] Bos mutus 1

109 0 5,3 17,0100003 8,96599963 8,96599963 gi|555994901 PREDICTED: clusterin-like [Bos mutus] Bos mutus 3
PREDICTED: mannan-binding lectin serine

110 5,7 5,7 11,8100002 9,32900012 6,99699968 gi|555978853 protease 2 [Bos mutus] Bos mutus 3
Mannan-binding lectin serine protease 2,

110 0 5,7 11,8100002 9,32900012 6,99699968 gi|440901448 partial [Bos mutus] Bos mutus 3
hypothetical protein M91_03110, partial

118 0 3,51 9,35800001 9,35800001 9,35800001 gi|440905554 [Bos mutus] Bos mutus 2
PREDICTED: L-lactate dehydrogenase B

226 0 1,4 9,56899971 9,56899971 5,74200004 gi|555961008 chain-like [Bos mutus] Bos mutus 1
carboxypeptidase B2 precursor [Bos

149 0 2,93 12,06 9,92899984 7,56499991 gi|114050845 taurus] Bos mutus 3
PREDICTED: carboxypeptidase N catalytic

129 0 4,25 12,9899994 9,95699987 9,95699987 gi|529008606 chain isoform X1 [Bos taurus] Bos mutus 3
PREDICTED: coagulation factor V [Bos

44 0 22,77 12,9700005 10,6299996 6,78299963 gi|555981040 mutus] Bos mutus 13
44 0 22,77 12,9700005 10,6299996 6,78299963 gi|440900417 Coagulation factor V [Bos mutus] Bos mutus 13

hypothetical protein M91_04265, partial

118 0 3,51 10,7699998 10,7699998 10,7699998 gi|440906892 [Bos mutus] Bos mutus 2
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PREDICTED: carboxypeptidase B2 isoform
149 2,93 2,93 13,2100001 10,8800001 8,29000026 gi|555969567 X2 [Bos mutus] Bos mutus

Continuacdo. Tabela 8.1. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos

PREDICTED: tubulin beta-1 chain [Bos

111 5,61 5,61 18,8899994 10,8900003 10,8900003 gi|555998324 mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-4A chain
118 0 5,01 11,8699998 11,8699998 9,88999978 gi|555955172 isoform X1 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-4A chain
118 0 5,01 12,0499998 12,0499998 10,0400001 gi|471376803 [Trichechus manatus latirostris] Bos mutus
Tubulin alpha-4A chain, partial [Bos
118 0 5,01 12,0499998 12,0499998 10,0400001 gi|440911048 mutus] Bos mutus
193 0 5,44 13,8600007 12,4399997 9,13399979 gi|440903405 Plasma kallikrein, partial [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor
83 9,95 9,97 23,9099994 12,6800001 10,4400001 gi|555969036 heavy chain H3 [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: tubulin alpha-1A chain-like,
118 0 3,51 12,8199995 12,8199995 12,8199995 gi|555968844 partial [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: vitamin K-dependent protein
113 5,57 5,57 18,1299999 13,1200001 11,2499997 gi|555964677 C [Bos mutus] Bos mutus
88 0 6,03 16,4900005 13,2799998 13,2799998 gi|440903122 Properdin, partial [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: fibrinogen beta chain isoform
86 0 8,27 23,0299994 13,3300006 11,5199998 gi|555979016 X1 [Bos mutus] Bos mutus
88 0 6,03 16,5900007 13,3599997 13,3599997 gi|555974866 PREDICTED: properdin [Bos mutus] Bos mutus
143 3,88 3,88 27,7799994 13,4499997 8,47999975 gi|555996837 PREDICTED: lumican [Bos mutus] Bos mutus
193 2 5,44 14,9900004 13,4599999 9,88100022 gi|555974157 PREDICTED: plasma kallikrein [Bos mutus] Bos mutus
86 0 8,27 23,2700005 13,47 11,6300002 gi|440901371 Fibrinogen beta chain, partial [Bos mutus] Bos mutus

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN:
corticosteroid-binding globulin [Bos
97 0 4,68 16,5099993 13,4900004 8,37199986 gi|555968462 mutus] Bos mutus
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Tabela 8.2. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos 24 horas apds induzao a encistamento

N  Unused Total %Cov %Cov(50) %Cov(95) Accession Name Species Peptides(95%)

119 0 4,61 20,0399995 11,0100001 7,04799965 gi|559173581 Tubulin beta chain [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 2

119 0 4,61 20,7800001 11,4200003 7,30599985 gi|26419598 beta-tubulin [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 2

119 0 4,61 20,4500005 11,2400003 7,19100013 gi|1027516  beta-tubulin [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 2
Variant-specific surface protein, partial [Giardia

140 0 1,22 5,52500002 5,52500002 5,52500002 gi|559173476 intestinalis] Giardia intestinalis 1

155 0 2,43 16,2699997 9,49200019 4,06799987 gi|25140617 alpha-7.2 giardin [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 1

155 0 2,04 10,8499996 4,06799987 4,06799987 gi|25140615 alpha-7.1 giardin [Giardia intestinalis] Giardia intestinalis 1
RecName: Full=Glucosamine-6-phosphate isomerase
1; AltName: Full=Glucosamine-6-phosphate
deaminase 1; Short=GNPDA 1; Short=GIcN6P

163 2,14 2,14 19,1699997 14,2900005 9,0230003 gi|6831555 deaminase 1 Giardia intestinalis 1
Glucosamine-6-phosphate isomerase [Giardia

163 0 2,14 19,1699997 14,2900005 9,0230003 gi|559176465 intestinalis] Giardia intestinalis 1
Glucosamine-6-phosphate isomerase [Giardia

163 0 2,14 19,3900004 14,4500002 9,12500024 gi|559176417 intestinalis] Giardia intestinalis 1
Glucosamine-6-phosphate isomerase, partial [Giardia

163 0 2 15,0999993 9,79600027 9,79600027 gi|559179071 intestinalis] Giardia intestinalis 1

180 2,01 2,01 7,64499977 5,19899987 5,19899987 gi|559177025 Ornithine carbamoyltransferase [Giardia intestinalis]  Giardia intestinalis 1
Variant-specific surface protein, partial [Giardia

210 1,96 2 3,63599993 3,63599993 3,63599993 gi|559176980 intestinalis] Giardia intestinalis 1
Hypothetical protein DHA2_ 17153 [Giardia

212 1,82 1,82 12,3400003 8,86100009 8,86100009 gi|559173641 intestinalis] Giardia intestinalis 1

Giardia lamblia
140 3,36 3,36 56,9800019 26,8299997 26,8299997 gi|159119284 VSP [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 2
Giardia lamblia
155 0 2,43 16,2699997 9,49200019 4,06799987 gi|159116468 Alpha-7.3 giardin [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
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Continuacdo. Tabela 8.2. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos 24 horas apds induzao a encistamento

Giardia lamblia

155 0 243 12,37 7,21599981 3,09299994 gi|159107825 Alpha-7.2 giardin [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Giardia lamblia
155 0 2,04 8,24699998 3,09299994 3,09299994 gi|159107669 Alpha-7.1 giardin [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Glucosamine-6-phosphate deaminase [Giardia lamblia Giardia lamblia
163 0 2,14 19,3900004 14,4500002 9,12500024 gi|159117739 ATCC 50803] ATCC 50803 1
Glucosamine-6-phosphate deaminase [Giardia lamblia Giardia lamblia
163 0 2,14 19,1699997 14,2900005 9,0230003 gi|159117647 ATCC 50803] ATCC 50803 1
Ornithine carbamoyltransferase [Giardia lamblia ATCC Giardia lamblia
180 0 2,001 7,64499977 5,19899987 5,19899987 gi|159119522 50803] ATCC 50803 1
Giardia lamblia
210 0 2 29,1500002 29,1500002 29,1500002 gi|159119472 VSP [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Giardia lamblia
212 0 1,82 12,7000004 9,12100002 9,12100002 gi|159109675 Alpha-11 giardin [Giardia lamblia ATCC 50803] ATCC 50803 1
Giardia lamblia
119 0 4,61 20,3600004 11,1900002 7,15899989 gi|159114295 Beta tubulin [Giardia lamblia ATCC 50803] P15 2
Giardia lamblia
155 0O 2,43 17,2700003 10,0699998 4,31700014 gi|308158823 Alpha-7.3 giardin [Giardia lamblia P15] P15 1
Giardia lamblia
155 0 2,43 12,5300005 7,31099993 3,13300006 gi|308158476 Alpha-7.2 giardin [Giardia lamblia P15] P15 1
Apodemus
47 0 21,04 59,3800008 48,0100006 48,0100006 gi|311141816 beta-actin [Apodemus speciosus] speciosus 11
Bos frontalis
184 2 37,14 95,8599985 94,4800019 89,6600008 gi|294459613 hemoglobin beta [Bos indicus] frontalis 24

RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein 1A;
AltName: Full=Heat shock 70 kDa protein 1;
103 0 6,65 16,2200004 9,98400003 8,11199993 gi|56757663 Short=HSP70.1 Bos grunniens 4
RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein 1B;
AltName: Full=Heat shock 70 kDa protein 2;
103 0 6,64 14,2000005 9,98400003 8,11199993 gi|75077423 Short=HSP70.2 Bos grunniens 4
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Continuacdo. Tabela 8.2. Proteinas identificadas nas amostras de MVs isoladas de trofozoitos 24 horas apds induzao a encistamento

149 2,71 2,71 19,1699997 14,17 10,0000001 gi|555998232 PREDICTED: adiponectin [Bos mutus]
149 0 2,71 19,1699997 14,17 10,0000001 gi|549532543 adiponectin precursor [Bos grunniens]
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein 1B-like isoform

Bos grunniens
Bos grunniens

103 0 6,65 16,2200004 9,98400003 8,11199993 gi|555998811 X2 [Bos mutus] Bos indicus
103 0 6,65 16,2200004 9,98400003 8,11199993 gi|371767258 heat shock protein 70 [Bos indicus] Bos indicus
103 0 6,52 14,35 8,11199993 8,11199993 gi|312064067 heat shock 70 kDa protein 1A [Bos indicus] Bos indicus
103 0 6,51 12,3599999 8,13800022 8,13800022 gi|426207103 Heat Shock Protein 70, partial [Bos indicus] Bos indicus
Bos indicus x Bos
103 0 6,65 16,2200004 9,98400003 8,11199993 gi|40254806 heat shock 70 kDa protein 1A [Bos taurus] taurus
184 0 28,78 89,6600008 88,2799983 83,4500015 gi|294459621 hemoglobin beta [Bos javanicus] Bos javanicus

Bos javanicus

birmanicus x Bos
21 0 37,14 95,8599985 94,4800019 89,6600008 gi|294459611 hemoglobin beta [Bos indicus] indicus

Bos javanicus

birmanicus x Bos
101 7,06 36,92 95,8599985 94,4800019 89,6600008 gi|294459577 hemoglobin beta [Bos taurus] indicus

N

E I S

7 57,5 57,5 76,1300027 73,3299971 68,1699991 gi|555957525 PREDICTED: antithrombin-Ill [Bos mutus] Bos mutus
PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
8 56,99 56,99 64,5200014 57,4199975 47,4900007 gi|555969034 H4 [Bos mutus] Bos mutus
9 0 52,06 55,0599992 51,6900003 46,7500001 gi|555963521 PREDICTED: complement factor B [Bos mutus] Bos mutus
11 49,88 49,88 70,1499999 67,7600026 66,4499998 gi|555990772 PREDICTED: hemopexin [Bos mutus] Bos mutus
15 41,85 41,85 76,3700008 64,5600021 57,8100026 gi|555970195 PREDICTED: vitamin D-binding protein [Bos mutus] Bos mutus
15 0 41,8 71,1600006 64,4200027 57,6799989 gi|440905005 Vitamin D-binding protein [Bos mutus] Bos mutus
16 41,76 41,76 68,4899986 68,4899986 67,019999 gi|555989638 PREDICTED: angiotensinogen [Bos mutus] Bos mutus
16 0 41,76 69,2099988 69,2099988 67,7299976 gi|440896555 Angiotensinogen, partial [Bos mutus] Bos mutus
18 39,33 39,82 71,48 56,8899989 50,6600022 gi|555958371 PREDICTED: alpha-fetoprotein-like [Bos mutus] Bos mutus
20 0 37,94 16,5700004 14,3999994 14,0100002 gi|555977771 PREDICTED: talin-1 [Bos mutus] Bos mutus
20 0 37,94 16,4900005 14,3399999 13,9400005 gi|440901931 Talin-1, partial [Bos mutus] Bos mutus
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33
22
22
22
22
21
19
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28
35
35

36
37

38

38
43
44

45

45

46
46
47

48
48
54
55
58
59

32,63
29,68
0

o

0,11

0,11

32,63
29,68
27,58

26,38
25,64

29,52

29,52
22,93
23,78

22,15

22,15

23,31
23,31
23,05

21,81
21,81
16,37

18
17,47
17,41

49,5099992
46,3699996
40,2799994

55,0800025
59,740001

33,0900013

32,9100013
29,0800005
50

34,2200011

34,1399997

54,1800022
55,2900016
56,4899981

50,1399994
51,1600018
39,8099989
35,3399992
29,7399998
46,5799987

44,0299988
43,3800012
37,5200003

49,5900005
46,0500002

26,85

26,7100006
25,97
39,7100002

29,8000008

29,7399998

37,2900009
38,0499989
46,3099986

43,9099997
44,8000014
22,8200004
35,3399992
28,4700006
41,6799992

40,5099988
39,5300001
33,9899987

47,7600008
46,0500002

23,15

23,0299994
22,2100005
33,1900001

21,6299996

21,5900004

32,7800006
33,4500015
46,3099986

35,4099989
36,1299992
17,1499997
35,3399992
28,4700006
28,7699997

gi| 555998220
gi| 555958159
gi| 440909830

gi| 555952235
gi| 555968337

gi|555967027

gi| 440906272
gi| 555955243
gi|555991040

gi|555969038
gi|440905495

gi|555982977
gi|440899573
gi|440913034

gi| 555967989
gi|440905931
gi| 555968512
gi| 440894706
gi| 555983102
gi| 555972005

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: histidine-rich
glycoprotein [Bos mutus]

PREDICTED: factor Xlla inhibitor-like [Bos mutus]
Factor Xlla inhibitor, partial [Bos mutus]
PREDICTED: alpha-2-antiplasmin isoform X1 [Bos

mutus]

PREDICTED: apolipoprotein A-IV [Bos mutus]
PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain

H2 [Bos mutus]

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2, partial

[Bos mutus]

PREDICTED: complement component C6 [Bos mutus]
PREDICTED: vitronectin [Bos mutus]
PREDICTED: inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain

H1 [Bos mutus]

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1, partial

[Bos mutus]

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: complement
component C8 beta chain [Bos mutus]
Complement component C8 beta chain [Bos mutus]
Actin, cytoplasmic 1 [Bos mutus]

PREDICTED: leucine-rich alpha-2-glycoprotein [Bos

mutus]

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein [Bos mutus]
PREDICTED: complement factor | [Bos mutus]

Ig kappa chain C region [Bos mutus]

PREDICTED: carboxypeptidase N subunit 2 [Bos mutus]
PREDICTED: alpha-amylase 2B [Bos mutus]
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Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

16
15
14

15
15

14

14
12
13

11

11

14
14
13

13
13

10

10
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PREDICTED: coagulation factor IX isoform X2 [Bos

61 16,71 16,73 42,9199994 35,3799999 30,1899999 gi|555969873 mutus] Bos mutus 10
PREDICTED: coagulation factor IX isoform X1 [Bos

61 0 16,73 39,3900007 32,4699998 27,7099997 gi|555969871 mutus] Bos mutus 10

62 0 14,23 33,3299994 27,8200001 22,3000005 gi|555994901 PREDICTED: clusterin-like [Bos mutus] Bos mutus 8

65 0 15,52 37,2299999 31,0299993 26,730001 gi|555974693 PREDICTED: thyroxine-binding globulin [Bos mutus] Bos mutus 8

65 0 15,52 37,9599988 31,6300005 27,2500008 gi|440903183 Thyroxine-binding globulin [Bos mutus] Bos mutus 8
PREDICTED: serum paraoxonase/arylesterase 1 [Bos

66 15,49 15,49 51,2700021 40,8499986 38,5899991 gi|555996044 mutus] Bos mutus 8
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: corticosteroid-

67 0 12,92 36,9800001 29,7699988 25,3500015 gi|555968462 binding globulin [Bos mutus] Bos mutus 6

67 0 12,92 39,3599987 31,6799998 26,9800007 gi|440905708 Corticosteroid-binding globulin [Bos mutus] Bos mutus 6

68 14,57 14,57 10,17 6,78299963 5,22500016 gi|555981040 PREDICTED: coagulation factor V [Bos mutus] Bos mutus 8

68 0 14,57 10,17 6,78299963 5,22500016 gi|440900417 Coagulation factor V [Bos mutus] Bos mutus 8

70 13,62 13,62 5,72099984 3,42799984 2,70700008 gi|555967548 PREDICTED: apolipoprotein B-100 [Bos mutus] Bos mutus 7
PREDICTED: complement C1ls subcomponent [Bos

71 13,58 13,58 29,0600002 24,03 15,3999999 gi|555991548 mutus] Bos mutus 7
PREDICTED: fibrinogen beta chain isoform X2 [Bos

74 0 11,92 37,0900005 26,4299989 20,7000002 gi|555979018 mutus] Bos mutus 8
PREDICTED: fibrinogen beta chain isoform X1 [Bos

74 0 11,92 36,5700006 26,0600001 20,3999996 gi|555979016 mutus] Bos mutus 8

74 0 11,92 36,9399995 26,3300002 20,6100002 gi|440901371 Fibrinogen beta chain, partial [Bos mutus] Bos mutus 8

75 11,45 11,45 48,2499987 33,3299994 23,3899996 gi|555996837 PREDICTED: lumican [Bos mutus] Bos mutus 6

76 10,63 10,63 38,29 29,7500014 19,3000004 gi|555976818 PREDICTED: apolipoprotein E [Bos mutus] Bos mutus 5

77 10,59 10,59 26,8900007 24,0600005 24,0600005 gi|555972799 PREDICTED: protein HP-25 homolog 1-like [Bos mutus] Bos mutus 7

83 9,15 9,15 46,0399985 40,0999993 40,0999993 gi|555968261 PREDICTED: tetranectin [Bos mutus] Bos mutus 6
PREDICTED: complement C1q subcomponent subunit

85 0 8,39 29,1000009 29,1000009 29,1000009 gi|555986774 A isoform X1 [Bos mutus] Bos mutus 5

86 0 8,61 24,0799993 9,13399979 7,82900006 gi|555955241 PREDICTED: complement component C7 [Bos mutus]  Bos mutus 4
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86
87
88

92

92

93

95
96
98
99
99
100
100
100
102

103
103

104
107

108

109

0
0
0

7,62
7,39

O O O o o o

6,94

o

6,37

0

8,61
7,96
7,75

7,82

5,71

7,66

7,62
7,39
5,12
5,04
5,04
7,07
7,07
4,95
6,94

4,5
4,5

6,37
4,01

15,72

24,1400003
38,499999
11,75

62,0199978

53,9099991

30,0199986

26,5100002
42,7899987
32,6700002
17,8599998
18,2999998
28,3899993
25,5800009
24,3100002
52,8699994

13,7099996
13,6600003

48,8499999
37,9900008

74,6500015

25,2499998

9,15599987
25,3199995
6,97700009

57,3599994

49,2199987

22,4700004

26,5100002
27,9100001
24,7500002
8,30200016
8,50500017
24,0400001
21,6600001
18,2899997
42,6800013

7,47700036
7,4529998

41,9800013
20,1100007

74,6500015

17,8200006

7,84799978
16,7999998
4,47200015

51,1600018

42,9699987

9,39199999

20,0800002
27,9100001
24,2599994
3,39599997
3,47900018
15,8600003
14,2900005
10,8800001
42,6800013

5,60699999
5,59

34,3499988
20,1100007

74,6500015

17,8200006

gi|440911001
gi| 555998218
gi| 555954772

gi| 555966987
gi| 555966989
gi| 555965815

gi| 555955436
gi|555972797
gi|555978416
gi| 555979030
gi|440901372
gi| 555961329
gi|555961327
gi| 440908550
gi|32401410

gi| 555998809
gi| 440890987

gi|555981527
gi|440901679

gi| 555949397

gi| 555949856

Complement component C7, partial [Bos mutus]
PREDICTED: fetuin-B [Bos mutus]

PREDICTED: complement C5-like [Bos mutus]
PREDICTED: serum amyloid A-4 protein-like isoform X1
[Bos mutus]

PREDICTED: serum amyloid A-4 protein-like isoform X2
[Bos mutus]

PREDICTED: extracellular matrix protein 1 isoform X1
[Bos mutus]

PREDICTED: mannose-binding protein C-like [Bos
mutus]

PREDICTED: protein HP-25 homolog 2-like [Bos mutus]
PREDICTED: alpha-1-acid glycoprotein-like [Bos mutus]
PREDICTED: fibrinogen alpha chain [Bos mutus]
Fibrinogen alpha chain, partial [Bos mutus]
PREDICTED: alpha-enolase isoform X3 [Bos mutus]
PREDICTED: alpha-enolase isoform X2 [Bos mutus]
Alpha-enolase [Bos mutus]

immunoglobulin J chain precursor [Bos taurus]
PREDICTED: heat shock 70 kDa protein 1B-like isoform
X1 [Bos mutus]

Heat shock 70 kDa protein 1B [Bos mutus]

PREDICTED: hepatitis A virus cellular receptor 1-like
[Bos mutus]

Transthyretin [Bos mutus]

PREDICTED: hemoglobin subunit alpha-like [Bos
mutus]

PREDICTED: complement component C8 gamma chain
[Bos mutus]
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Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
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109

111
112
112
112

113

113
114
115

117

120
121
121

123

123
124
124

9,77300033
32,3700011

31,310001
43,3499992

14,17

14,1100004
11,7799997
18,5299993

6,61199987

9,25400034
55,5899978
55,7799995

5,10200001

5,10200001
17,2399998

0 4 25,6300002 18,0899993 18,0899993
0 5,23 23,1800005 14,7699997
0 32,82 37,0400012 33,6600006
0 32,82 35,83 32,5500011
0 30,66 50 45,1799989
5,54 5,54 19,8400006 19,8400006
0 5,54 19,7600007 19,7600007
5,39 5,39 21,7800006 21,7800006
0 5,33 23,0800003 23,0800003
4,88 4,88 6,61199987 6,61199987
0 4,53 14,0300006 11,9400002
4,37 124,05 67,7699983 61,0199988
0 124,05 67,9899991 61,2200022
4,32 4,32 9,91299972 8,89199972
0 4,32 9,91299972 8,89199972
4,28 4,28 36,4499986 24,6299997
0 4,28 39,1499996 26,4600009

18,5200006

gi|440913241

gi| 555969128
gi| 555998222
gi| 440891699
gi| 555998224

gi|555986772

gi| 440897851
gi|555998324
gi|555991526

gi|555956153

gi| 555999562
gi| 555973039
gi|440903847

gi| 555978853

gi|440901448
gi| 555972795
gi| 440903967

Complement component C8 gamma chain, partial [Bos

mutus]

PREDICTED: phosphatidylcholine-sterol
acyltransferase [Bos mutus]

PREDICTED: kininogen-1 isoform X1 [Bos mutus]
Kininogen-1 [Bos mutus]

PREDICTED: kininogen-1 isoform X2 [Bos mutus]
PREDICTED: complement C1q subcomponent subunit
B [Bos mutus]

Complement C1g subcomponent subunit B, partial
[Bos mutus]

PREDICTED: tubulin beta-1 chain [Bos mutus]
PREDICTED: triosephosphate isomerase [Bos mutus]
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: deleted in
malignant brain tumors 1, partial [Bos mutus]
PREDICTED: uncharacterized protein LOC102270178
[Bos mutus]

PREDICTED: alpha-2-macroglobulin [Bos mutus]
Alpha-2-macroglobulin, partial [Bos mutus]
PREDICTED: mannan-binding lectin serine protease 2
[Bos mutus]

Mannan-binding lectin serine protease 2, partial [Bos
mutus]

PREDICTED: protein HP-20 homolog [Bos mutus]
Protein HP-20-like protein, partial [Bos mutus]
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Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
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16
15
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125

125
126

127
127
129
129
133

134

134

134

135
136

0

0
0

4,01

o O O O

4,09 22,9800001 22,9800001 18,2799995

4,09
4,05

16,27
11
99,64
97,64
3,9

3,87
3,87

3,87

1,65
3,81

23,1000006
29,7199994

44,8900014
89,5200014
81,6799998
80,0899982
30,5099994

11,1100003
10,9499998

11,2599999

24,0500003
3,9450001

23,1000006
14,1499996

39,7799999
76,1900008
81,3899994
79,7999978
30,5099994

9,95000005
9,80399996

10,08

18,9899996
2,69000009

18,3699995
14,1499996

39,7799999
76,1900008
73,8600016
72,2599983
30,5099994

9,95000005
9,80399996

10,08

13,9200002
1,43499998

gi| 555976638

gi| 440902388
gi| 440909038

gi| 555979456
gi| 440901185
gi| 555992244
gi| 555992246
gi| 555958381

gi| 555985588
gi| 555985586

gi|440898369

gi| 555995097
gi|440891551

PREDICTED: monocyte differentiation antigen CD14
[Bos mutus]

Monocyte differentiation antigen CD14, partial [Bos
mutus]

Transgelin-2, partial [Bos mutus]

PREDICTED: immunoglobulin lambda-like polypeptide
5-like, partial [Bos mutus]

Ig lambda-1 chain C regions, partial [Bos mutus]
PREDICTED: serotransferrin isoform X1 [Bos mutus]
PREDICTED: serotransferrin isoform X2 [Bos mutus]
PREDICTED: platelet factor 4-like [Bos mutus]
PREDICTED: coagulation factor Xll isoform X2 [Bos
mutus]

PREDICTED: coagulation factor Xll isoform X1 [Bos
mutus]

Coagulation factor Xll, partial [Bos mutus]
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: putative V-set
and immunoglobulin domain-containing-like protein
IGHV40R15-8-like [Bos mutus]

Complement C3 [Bos mutus]

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus
Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus

Bos mutus
Bos mutus

10
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96



