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RESUMO

Entamoeba histolytica, o agente etioldgico da amebiase, constitui a segunda maior causa de
morte por protozooses, sendo considerado um grave problema de saude publica, particularmente
em paises em desenvolvimento. A morte celular induzida por este parasito entérico € dependente
de contato e mediada por proteinas especificas, as quais modulam diversos eventos fisioldgicos
no hospedeiro. Dentre 0s mecanismos reguladores de tais respostas estd a desfosforilacdo de
grupos fosfotirosil de proteinas, através da atuacdo de proteina tirosina fosfatases (PTPases),
tanto expressas na superficie celular como secretados pelo trofozoito. Alguns estudos
demonstram uma rapida diminuicdo nos niveis de fosforilacdo de residuos tirosina em proteinas
de células-alvo apds o contato com E. histolytica. Estas PTPases tém sido descritas como tendo
importante papel na patogénese da amebiase. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de
atividade fosfatdsica em diferentes cepas de E. histolytica, assim como caracterizar a sua
sensibilidade a conhecidos inibidores de proteina tirosina fosfatases, e os efeitos destes
moduladores em mecanismos envolvidos na patogénese, a exemplo de fagocitose e efeito
citopatico. Inicialmente, a sensibilidade aos moduladores da via de sinalizacdo celular em
trofozoitos de E. histolytica (cepas ICB — 452, ICB — CSP e HM1:IMSS) foi caracterizada
atraves de avaliacdo da proliferacdo celular, onde indculos de parasitos foram incubados em
presenca ou auséncia de inibidores de PTPases. Dentre os moduladores testados, o derivado de
vanadio bisperoxo (1, 10 - fenantrolina) oxovanadato de potéssio (bpVphen) e o déxido de
fenilarsina (PAO) demonstraram efetiva capacidade antiproliferativa. Estas células apresentaram
uma maior sensibilidade ao PAO em comparacao ao bpV/(phen), com valores de ICs para a cepa
HMZ1:IMSS de 0,9 uM e 38,4 uM, respectivamente. A analise bioquimica revelou que had uma
maior atividade secretoria e ectofosfatasica na linhagem HM1:1IMSS (24,48 nM p-NP/40 min./3 X
10° células e 297 nM p-NP/40 min./2 x 10° células, respectivamente), e uma reducdo desta
atividade foi detectada na presenca dos derivados de vanadio na superficie do parasito (31,3 nM
p-NP/40 min./2 x 10° células). O mesmo néo foi observado apés a adicdo de PAO. A anélise da
eritrofagocitose e da destruicdo da monocamada de células epiteliais da linhagem MDCK,
importantes marcadores de viruléncia neste patdgeno, demonstrou significativa reducdo destes
processos em trofozoitos tratados com os inibidores ortovanadato de sodio (OVS) e o bpV/(phen),
indicando a participacdo de PTPases nos mesmos. Estas mesmas alteragdes foram observadas
apos o tratamento do parasito com PAO, porém dados ultraestruturais de citoquimica enzimatica
ndo indicam a reducdo da atividade fosfatasica por este composto. Estes dados foram
confirmados apoés a avaliacdo da atividade das fragcdes purificadas de homogenatos solubilizados
de trofozoitos de E. histolytica, onde detectou-se a reducdo dos niveis de atividade enzimética
apos a adicdo de vanadato e seus derivados a reacdo, o que nao pode ser observado apés o
acréscimo de PAO. Os resultados obtidos indicam que PTPases estdo diretamente envolvidas em
importantes funcGes celulares exercidas por trofozoitos de Entamoeba histolytica. Ademais,
novos estudos que visem a elucidacdo dos possiveis modos de acdo do composto PAO neste
patégeno poderiam contribuir, consideravelmente, com o entendimento da biologia do parasito e,
consequentemente, dos mecanismos patogénicos da amebiase.

Palavras chave: Amebiase; Entamoeba histolytica; Proteina Tirosina Fosfatases.



ABSTRACT

Entamoeba histolytica, the etiologic agent of amoebiasis, is responsible for the second largest
cause of death from diseases caused by protozoan parasites and is considered a serious public
health problem, particularly in developing countries. Cell death induced by this enteric parasite is
contact-dependent and mediated by specific proteins, which regulate various events on the host
physiology. Among the mechanisms regulating such responses is dephosphorylation of
phosphotyrosil groups from proteins, by protein tyrosine phosphatases (PTPases) both expressed
on the cell surface or secreted by the trophozoite. Some studies show a rapid decrease in the
tyrosine residue phosphorylation levels in target cells proteins after contact with Entamoeba
histolytica. These PTPases were reported to play an important role in amebiasis pathophysiology.
The objective of this study was to analyze the profile of phosphatase activity in different strains
of Entamoeba histolytica, as well as characterize their sensitivity to known PTPase inhibitors,
and the effects of these modulators on mechanisms involved in the pathogenesis, such as
phagocytosis and cytopathicity. Initially, the sensitivity to the modulators of the cell signaling
pathway in trophozoites of E. histolytica (strains ICB - 452, ICB - CSP and HM1: IMSS) was
characterized by assessment of cell proliferation, where parasite inocula were incubated in the
presence or absence of PTPases inhibitors. Among the modulators tested, the vanadium
derivative potassium bisperoxo (1,10-phenanthroline) oxovanadate (V) (bpVphen) and
phenylarsine oxide (PAO), presented effective antiproliferative capacity. These cells exhibited
higher sensitivity to PAO as compared to bpV(phen), whith 1Csy values of 0.9 uM and 38.4 uM,
respectively. The biochemical analysis revealed that incubation in serum-free medium triggered
increased the secretory and ectophosphatase enzymatic activities of trofozoites particularly in the
HMZ1:IMSS strain, and this activity was reverted by vanadium derivatives. The same was not true
for the addition of PAO. A significant reduction of erythrophagocytosis and the destruction of
MDCK cell monolayer, which comprise important virulence markers for this pathogen, was
demonstrated in trophozoites treated with the inhibitor sodium orthovanadate (OVS), and
bpV(phen), indicating probable involvement of PTPases in these processes. These same changes
were observed after treatment of the parasite with PAO, but data ultrastructural from enzyme
cytochemistry did not indicate the reduction of phosphatase activity by this compound. These
data were confirmed by evaluating the activity of purified fractions of solubilized homogenates
of trophozoites of E. histolytica, where it was found to reduce the levels of enzyme activity after
addition of vanadate and its derivatives to the reaction, but was not be observed after the addition
of PAO. The results indicate that PTPases are directly implicated in important cellular functions
performed by trophozoites of Entamoeba histolytica. Moreover, new studies aiming to elucidate
the possible mechanisms of action of compounds such as PAO in this pathogen could contribute
considerably to the understanding of the parasite biology and therefore the pathogenic machinery
of amebiasis.

Keywords: Amoebiasis; Entamoeba histolytica; Protein Tyrosine Phosphatases
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1. INTRODUCAO

Entamoeba histolytica € um parasito extracelular que coloniza o lGmen intestinal humano,
sem apresentacdo de manifestacbes clinicas em cerca de 90% dos casos (HUSTON, 2004).
Fatores ainda pouco conhecidos desencadeiam a invasdo do epitélio do intestino grosso por este
protozoario, e a interacdo entre E. histolytica e as células do hospedeiro gera uma interface
complexa, que envolve elementos resultantes da ativacdo da resposta inflamatoria e a modulacao
destes eventos pelo parasito, garantindo a sua sobrevivéncia e a progressdo da doenca
(MORTIMER e CHADEE, 2010).

Os mecanismos de invasdo desencadeados por E. histolytica envolvem a capacidade do
parasito em matar e fagocitar células do hospedeiro (MARTINEZ-PALOMO et al., 1985;
OROZCO et al., 1983; RODRIGUEZ e OROZCO, 1986). A adesdo é considerada a primeira
etapa para que E. histolytica exercga seus efeitos citotoxicos na célula-alvo, sendo estes eventos
mediados por proteinas especificas do protozoario (SATERIALE e HUSTON, 2011).

Recentemente, alguns estudos tém demonstrado uma rapida diminuicdo nos niveis de
fosforilacdo em residuos de tirosina em proteinas de células de mamiferos apds o contato com E.
histolytica. Esta desfosforilacdo tem sido associada a indugdo de morte celular programada de
linfocitos T (TEIXEIRA e MANN, 2002), rompimento de estruturas do citoesqueleto de células
epiteliais humana (AGUIRRE-GARCIA et al., 2003) e possivel inibicdo da ativacio leucocitaria
de polimorfonucleares (VEGA-ROBLEDO et al., 2005).

A acdo de Proteinas fosfatases tem sido relacionada a modulacdo do perfil de fosforilagdo
das células do hospedeiro e, por conseguinte, a patogénese em uma série de patologias, a
exemplo de doencas virais (DUNN e CONNOR, 2012), bacterianas (GUAN e DIXON, 1993;
HENEBERG, 2012; WHITMORE e LAMONT, 2012), fungicas (COLLOPY-JUNIOR et al.,
2006; KIFFER-MOREIRA et al., 2007; PORTELA et al., 2010) e causadas por protozoarios
parasitas, como Leishmania spp. (SHIO et al., 2012) Trypanosoma brucei (BAKALARA et al.,
2000; FERNANDES et al., 1997), Trypanosoma cruzi (MEYER-FERNANDES et al., 1999),
Giardia lamblia (AMAZONAS et al., 2009) e Trichomonas vaginalis (DE JESUS et al., 2002).
Nesse sentido, é vital a compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo de invasdo por E.
histolytica, ndo somente para o entendimento da doenca, mas para a busca de estratégias

terapéuticas que contemplem suas diversas manifestacdes clinicas, de modo seguro e eficaz.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A Amebiase

A amebiase foi definida em 1997 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS) e a Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), como uma infestacdo que tem como agente
etiologico o protozoario anaerébico Entamoeba histolytica, independente da apresentacdo de
sintomas. Esta espécie, pertencente a familia Entamoebidae e ordem Amoebida, € caracterizada
pela locomogdo e incorporagdo de alimentos através de pseuddpodes, particularidade inerente a
classe Lobosea, uma das representantes do subfilo Sarcodina, filo Sarcomastigophora (NEVES,
2011, p. 137).

Este parasito intestinal infesta cerca de 50 milhdes de pessoas, sendo responsavel pela
morte de 100.000 individuos anualmente em todo o mundo. Esta enfermidade esta associada a
significativa morbidade e mortalidade, sendo a segunda maior causa de morte por doencas
provocadas por protozoarios parasitas (HUSTON, 2004; TENGKU e NORHAYATI, 2011).
Estima-se que 10% dos individuos infectados por este protozoario apresentam a forma
extraintestinal, com migracdo dos trofozoitos pelo sistema porta até o figado e levando a
formacéo de abscessos hepéaticos amebianos, se caracterizando como a maior causa de morte por
este parasito (ESPINOSA-CANTELLANO e MARTINEZ-PALOMO, 2000).

A amebiase é adquirida pela ingestdo de cistos presentes na &gua e alimentos
contaminados, ou pela via fecal-oral. Um cisto maduro apresenta quatro nucleos e cerca de 20 um
de didmetro, podendo sobreviver por semanas no ambiente externo. Uma vez no ileo distal, este
sofre divisdo nuclear e o desencistamento da origem a oito trofozoitos, que colonizam a mucosa
intestinal (figura 1). A sintomatologia inclui dor abdominal, diarreia sanguinolenta ou ndo, com
presenca de muco abundante, tenesmo frequente e em alguns casos, febre. ComplicacGes severas
estdo relacionadas a perfuragédo do colon, colite fulminante, megacolon téxico ou ameboma, com
apresentacdo de sintomas que envolvem dores abdominais intensas, vinte ou mais episédios por
dia de diarreia com sangue, febre, taquicardia, hipotensdo e obstrucdo intestinal (XIMENEZ et
al., 2009).

O abscesso hepatico € a forma mais frequente de amebiase extraintestinal, observada
principalmente em adultos com idade entre 20 e 50 anos. Homens s&o mais propensos a

desenvolver a doenca do que mulheres, com uma frequéncia 10 — 15 vezes maior (XIMENEZ et
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al., 2009). O lébulo hepatico direito é o mais frequentemente afetado, devido a circulacdo do
sistema porta. O 16bulo esquerdo também pode ser infectado e grandes abscessos podem levar ao
comprometimento das cavidades peritoneal, pleural ou pericardica. Os brénquios também
poderdo ser afetados pela infecgdo (HUGHES e PETRI, 2000). Alguns testes sdo realizados com
fins diagnosticos para amebiase extraintestinal, como por exemplo, a presenca de leucocitose (>
15 x 10° células/dL), o aumento no nimero de neutréfilos, velocidade da sedimentacéo globular e
altos niveis de fosfatase alcalina, aliados a presenga de altos niveis de anticorpos circulantes
antiamebianos (XIMENEZ et al., 2009).

As infeccBes causadas por E. histolytica sdo controladas por drogas, sendo as mais
comumente usadas atualmente as da familia dos 5-nitroimidazois, tinidazol (Fasigyn®) e
metronidazol (Flagyl®) em particular (ALl e NOZAKI, 2007). Estes farmacos possuem uma boa
absorcdo oral, bem como uma abrangente distribuicdo tecidual e metabolismo hepatico
(RAETHER e HANEL, 2003). Farmacos pertencentes a este grupo gque possuem uma meia-vida
mais longa, como ornidazol e tinidazol sdo, geralmente, escolhidos pela possibilidade de um
menor tempo de tratamento e uma melhor tolerancia com um esquema terapéutico de dose Unica,
em comparagdo ao metronidazol. Os efeitos colaterais relacionados ao uso deste medicamento
incluem nauseas, dor de cabeca, vertigem e gosto metalico na boca (KAVOUSI, 1979; LEVI et
al., 1977). Além disso, a inibicdo da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) hepética pelo uso do
metronidazol pode causar o efeito antabuse (sensacdo de calor, rubor, vomito e taquicardia), apds
ingestdo de alcool durante o periodo de tratamento (GARDNER e HILL, 2001). Seu efeito
mutagénico em bactérias e cancerigeno em camundongos e ratos, em altas doses e por longos
periodos, tem sido relatado na literatura (LINDMARK e MULLER, 1976; VOOGD, 1981), bem
como seu potencial carcinogénico em humanos, em longo prazo (BENDESKY et al., 2002).

Em alguns casos, quando o paciente ndo responde bem aos 5-nitroimidazois, é necessaria
a utilizacdo de drogas como a cloroquina e emetina, ha tempo usadas para o tratamento desta
enfermidade (BASSILY et al., 1987). Para o combate aos cistos, inclusive em pacientes
assintomaticos, drogas com acéo no limen intestinal sdo as mais indicadas, a exemplo de furoato
de diloxanida, iodoquinol e paromicina. Contudo, casos de falha terapéutica sdo observados na
literatura (NOZAKI et al., 2006; SIMJEE et al., 1985), geralmente influenciados por uma alta

taxa de polimorfismo genético do parasito em uma regido limitada geograficamente (AYEH-
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KUMI et al., 2001; HAGHIGHI et al., 2002, 2003; MACFARLANE et al., 2005), bem como a
diferencas na resposta imune e metabolismo de drogas do hospedeiro (DUGGAL et al., 2004).

Alguns compostos que ndo fazem parte do grupo dos imidazois tém sido relatados como
efetivos amebicidas, a exemplo da paromicina, niridazol e nitazoxanida. Esta ultima é uma
substancia derivada da nitrotiazoil-salicilamida, que apresenta amplo espectro de acdo contra
protozoarios microaerofilos, como Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis e os helmintos
Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, Fasciola hepatica, Hymenolepsis nana, Trichuris
trichiura e Taenia saginata (ROSSIGNOL et al., 2001). Ele geralmente é bem tolerado,
possuindo poucos efeitos adversos, geralmente transtornos gastrointestinais (BROEKHUYSEN
et al., 2000).

As infeccBes transmitidas pela dgua respondem por 80% de todas as doencas infecciosas
que ocorrem em ambito mundial (EPSTEIN et al., 1994), em decorréncia principalmente da falta
de condicBes sanitarias ocasionada pelo crescimento demografico e aumento da degradacédo
ambiental (PIMENTEL et al., 2007). Nessas condicdes, pesquisas que visem o desenvolvimento
de novas drogas seguras, eficientes e de baixo custo para o tratamento de protozooses, aliadas ao
aumento da seletividade destes compostos para alvos especificos do parasito, sdo consideradas de
grande relevancia na literatura (ALl e NOZAKI, 2001; WRIGHT et al., 2003). Desta forma,
estudos que abordem os mecanismos envolvidos em processos patoldgicos, como invasdo e
morte celular, sdo decisivos para o melhor entendimento da patogénese e busca de novos rumos

terapéuticos.
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Trofozoito

@ = Colonizag¢do nao Invasiva
A= Estagio Infectivo = Doenca Intestinal
A\= Estagio Diagnostico ,

= Doenc¢a Extra-Intestinal

Figura 1. Ciclo biolégico de Entamoeba histolytica. (1) Ingestdo de cistos maduros através da
agua e alimentos contaminados. (2) Desencistamento no intestino delgado. (3) Trofozoitos no
Iimen intestinal. (4) Encistamento. Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/amebiasis/biology.html.
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2.2. Aspectos Epidemiologicos

Muitos estudos epidemioldgicos da amebiase realizados a partir de exames coprologicos,
comuns para diagnostico de enteroparasitoses, aliados a técnicas moleculares, refletem a infeccéo
por duas espécies morfologicamente idénticas, Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, esta
Gltima considerada nao patogénica. A identificacdo espécie-especifica tem sido realizada através
de imunodiagnostico e técnicas de biologia molecular com grande sensibilidade e especificidade,
apesar do alto custo (SANTOS e SOARES, 2008; TENGKU e NORHAYATI, 2011).

Recentemente, uma discussao tem sido levantada na literatura acerca da capacidade de E.
dispar induzir lesdo tecidual em humanos. Um trabalho de Ximénez e colaboradores (2010), em
cooperacdo com pesquisadores brasileiros, atestaram através de genotipagem a presenca de E.
dispar em pacientes que apresentavam abscesso hepatico amebiano, além de um isolado
caracterizado como sendo desta espécie reconhecidamente comensal, obtido de um individuo que
foi diagnosticado clinicamente com amebiase intestinal. No entanto, novos estudos séo
necessarios para corroborar esta hipotese e romper o paradigma de que apenas a espécie E.
histolytica é capaz de desencadear a doenga.

Embora a amebiase apresente distribuicdo mundial, as mais altas taxas de prevaléncia
ocorrem em paises em desenvolvimento, caracterizando-se como um importante problema de
salde publica, principalmente pela falta de condicGes sanitarias adequadas e politicas de
promocao a saude (XIMENEZ et al., 2009).

Estudos soroldgicos realizados em 1994 por Caballero-Salcedo e colaboradores na Cidade
do México, indicaram que nos 5 a 10 anos que antecederam o periodo da pesquisa, cerca de 8,4%
da populacdo foi infectada por E. histolytica. No México, a amebiase é uma das 20 maiores
causas de doenca, posicionando-se frequentemente em quinto ou sexto lugar (XIMENEZ et al.,
2009). A soroprevaléncia observada em Bangladesh, uma regido endémica de Bengala, atingiu
niveis em torno de 76% (HAQUE et al., 1999). Na Libia, em estudo onde as amostras de fezes
foram observadas microscopicamente, relatou-se a presenca do parasito em 36,6% das anélises
(KASSSEM et al., 2007). Em pacientes hospitalizados do Egito, 16,2% obtiveram diagndstico
por exame microscopico para amebiase, sendo que 9,0% destes foram detectados
antigenicamente com E. histolytica (EL-KADI et al., 2006).

Existem diferencas na morbidade de acordo com as manifestagdes clinicas presentes em

determinada area endémica. Na Africa do Sul, por exemplo, 0 abscesso hepatico amebiano é a
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forma predominante de amebiase, enquanto que na Etidpia, a amebiase intestinal invasiva se
caracteriza como o quadro mais frequente da doenca (RAVDIN et al., 2003)

No Brasil a prevaléncia é, em grande parte, desconhecida. A pesquisa de antigenos de E.
histolytica em amostras fecais de individuos residentes em Belém, capital do Pard, detectou
positividade em 29,35% dos pacientes analisados (SILVA et al., 2005). Em Manaus, 21,5% das
amostras analisadas apresentaram cistos de E. histolytica/E. dispar. Testes de deteccdo de
antigenos especificos foram positivos para E. histolytica em 6,8% dos casos diagnosticados
(BENETTON et al., 2005). Em outro estudo realizado com 735 residentes da cidade de Fortaleza
(Ceard) encontrou-se uma prevaléncia de 25,4%, porém em apenas 14,9% destes foram
detectados antigenos da espécie reconhecidamente patogénica (BRAGA et al., 2001). Santos e
colaboradores (2007) analisaram amostras por Multiplex — PCR de 127 individuos do Estado do
Rio de Janeiro. Dentre estes, 115 eram habitantes da zona rural na cidade de Sumidouro e 12 se
localizavam na regido urbana de Sdo Goncalo. Apesar da positividade de 27 amostras fecais
analisadas por microscopia de campo claro para o complexo E. histolytica/E. dispar, 15 destas
foram negativas pela técnica de Multiplex — PCR e apenas 0,8% das amostras analisadas foram
positivas para E. histolytica.

Os fatores de risco associados a amebiase e identificados por Benetton e colaboradores
(2005) no estudo realizado em Manaus foram: idade, qualidade da 4gua consumida, ingestao de
vegetais crus, local de residéncia, nimero de cémodos por casa e ter outras infeccbes por
protozoarios. A infeccdo por E. histolytica em paises desenvolvidos esta, frequentemente,
associada a certos grupos de alto risco, a exemplo de viajantes e imigrantes recentes. Uma alta
prevaléncia também é encontrada em instituicbes que cuidam de deficientes mentais
(KROGSTAD et al., 1978). Relatos recentes tambeém tém sinalizado o aumento do risco de
amebiase entre homens que fazem sexo com homens soropositivos para o HIV, devido ao contato
sexual oral-anal (HUNG et al., 2008; JAMES et al., 2010).

Em um estudo prospectivo realizado em Dhaka, Bangladesh, de um polimorfismo
genetico relacionado a leptina, uma adipocitocina ligada a nutricdo e imunidade, demonstrou-se
que hd um aumento da suscetibilidade a infec¢Ges intestinais por Entamoeba histolytica com a
substituicdo de um aminoacido no dominio extracelular do receptor de leptina (DUGGAL et al.,
2011). Esta citocina produzida por adipdcitos apresenta 0s seus niveis reduzidos em criangas mal

nutridas (MOORE et al., 2002) e age como uma molécula pro-inflamatéria, promovendo a
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sobrevivéncia e funcdo de células imunes (CONUS et al., 2005; LAM et al., 2006; NAJIB e
SANCHEZ-MARGALET, 2002; PAPATHANASSOGLOU et al., 2006). Criancas que possuem
o0 alelo para o aminodcido arginina (223R) sdo quatro vezes mais propensas a desenvolver a
doenca do que aquelas que apresentam o alelo ancestral para glutamina (223Q). A importancia
deste trabalho estd na correlacdo entre um polimorfismo genético de um receptor de extrema
relevancia na regulacé@o do sistema imune do trato gastrointestinal e a suscetibilidade a infec¢bes
entéricas em criangas. Esta se configura como uma nova abordagem que podera, no futuro,
permitir o desenvolvimento de formas de prevencdo e tratamento de enfermidades intestinais
(DUGGAL et al., 2011).

2.3. Biologia do Trofozoito

O trofozoito de Entamoeba histolytica é altamente dindmico e pleomérfico, e mudangas
na temperatura, pH, osmolaridade e potencial redox sdo determinantes na morfologia e funcdes
celulares. Parasitos em cultura axénica normalmente apresentam uma forma mais arredondada,
com emissdao de pequenos pseudopodes por algumas regides da célula, e um urdide que nédo é
visto com frequéncia (ESPINOSA-CANTELLANO et al., 1998 apud RAVDIN, 2000, p. 15).
Filopddios também podem ser encontrados, mas usualmente sdo visualizados em culturas
monoxénicas ou em contato com células epiteliais (MARTINEZ-PALOMO, 1983). O diametro
desta forma evolutiva pode variar entre 10 e 60 um, sendo maiores geralmente os oriundos de
lesbes hepaticas, ou retirados diretamente do intestino (20 — 40 um). Os trofozoitos encontrados
nas fezes ndo disentéricas, ou em culturas, possuem diametro entre 10 e 30 um (ESPINOSA-
CANTELLANO et al., 1998 apud RAVDIN, 2000, p. 15).

O nlcleo deste parasito possui entre 4 — 7 um de didmetro. A membrana nuclear é
constituida de uma dupla membrana, com poros nucleares de aproximadamente 65 nm de
diametro, atravessando-a. Possui um cariossoma central, que ndo apresenta equivaléncia com o
nucléolo de eucariotos, e uma cromatina que se distribui uniformemente na periferia do nucleo,
onde experimentos de hibridizacdo identificaram genes de RNA ribossomal (ZURITA et al.,
2001). O processo de divisdo nuclear ocorre sem dissolu¢do da membrana do ndcleo e envolve a
participacdo do fuso mitético, porém os microtubulos s6 podem ser visualizados através de
criotécnicas (GONZALEZ-ROBLES, 1997 apud RAVDIN, 2000, p. 17).

O citoplasma de trofozoitos de E. histolytica contém numerosos vacuolos, com o tamanho
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variando entre 0,5 e 9,0 um de didmetro. Por microscopia eletrénica de transmissdo ndo se
observa neste parasito organelas tipicas de eucariotos, a exemplo de reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, mitocondria e estruturas do citoesqueleto. O conteudo vacuolar tem sido
analisado ultraestruturalmente e bioquimicamente, revelando que este sistema esta envolvido em
processos endociticos como fagocitose, micropinocitose, macropinocitose e autofagia. Ao
contrario de outros eucariotos, onde as enzimas do lisossomo se encontram livres no
compartimento vacuolar, em E. histolytica elas estdo ligadas a membrana lisossomal
(MARTINEZ-PALOMO, 1986 apud RAVDIN, 2000, p. 18). Além disso, proteinas envolvidas
na formacdo de vesiculas, como clatrinas, tém sido identificadas neste protozoario, como
participantes da internalizacdo de proteinas contendo ferro, a exemplo de transferrina humana
(REYES-LOPEZ et al., 2011). Este parasito apresenta uma alta taxa de endocitose e reciclagem
de componentes da membrana plasmética (RAVDIN, 2000, p. 20).

Trofozoitos de E. histolytica e E. dispar criofixados e criosubstituidos apresentaram
estruturas semelhantes a reticulo endoplasmatico liso e complexo de Golgi (CHAVEZ-
MUNGUIA et al., 2000). A identificagdo de proteinas de membrana com sequéncia sinal N-
terminal e de peptideos de retencdo C-terminal funcional no reticulo endoplasmatico, além de
dados do genoma deste parasito, indicam que a maquinaria de trafico de vesiculas observada em
outros eucariotos também esta presente em E. histolytica (GHOSH et al., 1999; LOFTUS et al.,
2005; MANN et al., 1991). Em um recente trabalho desenvolvido por Teixeira e Huston (2008),
foi demonstrada a existéncia de um reticulo endoplasmatico continuo neste protozoario, através
de marcacdo por fusdo da proteina GFP a uma sequencia peptideo sinal N-terminal da lectina
ligante de galactose/N-acetil-D-galactosamina, expressa pelo parasito.

A inexisténcia de mitocondria neste protozoario microaerdfilo o impede de realizar
fosforilagdo oxidativa, porém dados indicam que existe uma organela homologa a encontrada em
eucariotos aerdbicos, conhecida como crypton, ou mitossomo (TOVAR et al.,, 1999). Genes
mitocondriais, a exemplo de piridina nucleotideo transhidrogenase, chaperoninas HSP60 e
HSP70, foram identificados nestas organelas (BAKATSELOU et al., 2003). Além disso, estudos
sugerem a presenca de um transportador ADP/ATP no mitossomo de E. histolytica (CHAN et al.,
2005). Andlise ultraestrutural a caracterizou como uma organela que contém dupla membrana e
internamente foi detectada, através de microscopia de fluorescéncia, marcacdo para DNA de
dupla fita (GHOSH et al., 2000).
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2.4. Mecanismos Imunopatogénicos da Amebiase

2.4.1. Adesdo

A adesdo dos trofozoitos de Entamoeba histolytica as células epiteliais da mucosa
intestinal configura-se como o primeiro estdgio do mecanismo de invasdo por este parasito. A
principal molécula envolvida neste processo é uma proteina heterodimérica composta por uma
subunidade pesada, com peso molecular de 170 kDa, ligada de forma ndo covalente a cadeia leve
de 31 ou 35 kDa, que reconhece galactose e N-acetil-D-galactosamina (lectina Gal/GalNAc) na
superficie de céelulas do hospedeiro (MCCOY et al., 1994; RAVDIN et al., 1980). A subunidade
pesada possui 0 dominio de ligacdo ao carboidrato e uma curta cauda citoplasmatica, que esta,
possivelmente, implicada na via de transducdo de sinal pela lectina (VINES et al., 1998). Em
contrapartida, pouco se sabe sobre as func@es celulares exercidas pela cadeia leve. A inibicdo da
expressao desta subunidade proteica por um RNA antisenso ndo afetou, de forma significativa, a
adesdo dos trofozoitos as células de mamifero ou bactérias, porém houve uma forte reducdo da
sua atividade citopatica, citotdxica e de indugdo da formacdo de lesdes hepaticas em hamsters.
Estes achados sugerem que a cadeia leve desta proteina apresenta um papel importante na
patogenicidade do parasito (ANKRI et al., 1999).

Proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina (FN), também desempenham
importante papel nos mecanismos de sinalizacdo mediados por receptores especificos associados
a eventos de fosforilacdo/desfosforilacdo e ativacdo de proteinas em E. histolytica, a exemplo da
cinase A (PKA) e cinase C (PKC) (MEZA, 2000). Organizacdo e funcdo do citoesqueleto sdo
reguladas pela cascata de sinalizacdo (MEZA et al., 2006). Interacdes de FN com receptores em
E. histolytica revelou alterac6es de citoesqueleto, consistindo na formacéo de estruturas ricas em
actina similares as placas de adesdo descritas em células de mamiferos nos sitios de contato com
proteinas da matriz extracelular. Estas estruturas sao conhecidas por funcionar como organelas
transdutoras de sinal durante a ades@o mediada por receptores e locomocéo celular nos substratos
de proteina na matriz extracelular (MEZA, 2000). Ademais, em um estudo realizado para
avaliagdo da participagcdo de balsas lipidicas na adesdo do parasito a componentes da matriz
extracelular do hospedeiro demonstrou-se que hd uma correlacdo positiva entre 0s niveis de
colesterol da membrana plasmatica do trofozoito e a sua capacidade de aderir a substratos ricos
em colageno, e de forma menos acentuada, a fibronectina (MITTAL et al., 2008).

A formacéo de placas de adesdo em E. histolytica ndo é importante apenas na ligacdo do



27

trofozoito ao substrato e locomocéo, mas é fundamental também na degradacdo de componentes
da matriz extracelular (VAZQUEZ et al., 1995). Analises in vitro demonstram que células do
epitélio intestinal humano apresentam uma répida diminuicdo da resisténcia transepitelial apos
contato com o protozoario, 0 que provavelmente esta associado ao aumento da permeabilidade
provocado pela diminuicdo da sua integridade (LI et al., 1994). Alteracbes na permeabilidade
estdo associadas a proteinas presentes nas jungdes compactas ou “tight junctions”, onde Leroy e
colaboradores (2000) observaram a desfosforilacdo de zonula ocludens 2 (ZO-2) e perda de ZO-
1.

Trofozoitos de E. histolytica expressam e expdem em sua superficie
lipofosfopeptidioglicano (EhLPPG), uma molécula altamente imunogénica exposta ao sistema
imune do hospedeiro. Estudos demonstram que LPPG de E. histolytica é reconhecido e ativa a
resposta imune inata através de receptores ‘toll-like’ (TLR), particularmente TLR2 e TLR4,
promovendo a ativacdo de NF-«xB e sintese de TNF-a, IL-6, IL-8, subunidade p40 da interleucina
12 e IL-10. No entanto, na presenca de LPPG ha uma inibicdo dose-dependente do acimulo do
RNAm da proteina TLR2 (MALDONADO-BERNAL et al., 2005). Estes dados sugerem que este
lipoglicoconjugado ativa a resposta imune do hospedeiro, mas também pode atuar como
modulador da imunidade inata, gerando um ‘feedback’ negativo que atenua a resposta
inflamatdria, contribuindo com a permanéncia do parasito no organismo. Ademais, E. histolytica
produz prostaglandina E, (PGE,), a partir de uma enzima semelhante a ciclooxigenase (COX) na
presenca de acido araquiddnico exdgeno (DEY et al., 2003). Este mediador inflamatério induz
via receptor E-prostanoide-4 (EP4) de células epiteliais do cdlon a producédo de IL-8, um potente
quimioatraente e ativador de neutréfilos, cuja ativacdo pode causar danos teciduais inespecificos
e amplificar a inflamagdo (DEY e CHADEE, 2008).

O silenciamento através de mecanismos epigenéticos de uma familia de proteinas ricas em
serina-treonina-isoleucina (STIRP), expressa exclusivamente em cepas virulentas de E.
histolytica, diminuiu em cerca de 35% a adesdo, e por consequéncia a citotoxicidade, apos
interacdo de trofozoitos de Entamoeba histolytica com células de ovario de hamster chinés
(CHO) e de adenocarcinoma de colon humano (caco-2) (MACFARLANE e SINGH, 2007). Este
trabalho confirma a hipotese de que ha uma diferenca no perfil de expressdo entre cepas
virulentas e avirulentas, tornando-se necessaria a pesquisa de outros genes que se apresentem

como determinantes de viruléncia.
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2.4.2. Morte Celular

A morte celular induzida por Entamoeba histolytica é dependente de contato e mediada
por receptores especificos do parasito, muitos deles envolvidos na adesdo as células do
hospedeiro, a exemplo da lectina Gal/GalNAc (SATERIALE e HUSTON, 2011). Apds o contato,
ha formacao de canais de ions na membrana da célula-alvo produzidos pela oligomerizacdo de
perforinas do protozoério, através de interacOes peptideo-peptideo. Estas proteinas conhecidas
como ameboporos, expressas nas isoformas A, B e C, foram isoladas de granulos citoplasmaticos
presentes em linhagens patogénicas de E. histolytica e séo secretadas pelo parasito (LEIPPE et
al., 1994). Ha um répido e irreversivel aumento na concentracdo de célcio no citoplasma da
célula do hospedeiro apds insercdo deste complexo protéico, que culmina na morte celular
(RAVDIN et al., 1985). Além disso, o tratamento de células-alvo com verapamil, um lento
blogueador de canais de calcio, protege as células da lise pela ameba (RAVDIN et al., 1982).
Desta forma, o calcio intracelular pode agir como um segundo mensageiro, afetando vias de
transducdo de sinais na célula do hospedeiro e inviabilizando a sua sobrevivéncia (TEIXEIRA e
MANN, 2002).

A expressdo e secrecdo de enzimas proteoliticas € provavelmente um dos principais
determinantes para a infeccdo pelos trofozoitos, ja que eles sdo avidos fagocitos, ingerindo debris
celulares, matriz extracelular e eritrocitos. No genoma de E. histolytica existem 86 genes para
peptidases identificados, dentre os quais 50 sdo cisteina, 10 serina, quatro aspartico e 20 metalo-
proteases (CLARK et al., 2007). Cisteina-proteases deste parasito sdo ativas contra uma
variedade de substratos e 0 aumento da sua atividade tem sido observado em linhagens de alta
viruléncia, sugerindo que estas enzimas sdo importantes fatores patogénicos (NAVARRO-
GARCIA et al., 1995). Além de degradar componentes da matriz extracelular, como laminina,
fibronectina, colagenos tipo I, IV e V (SCHULTE e SCHOLZE, 1989), estas proteinases clivam
moléculas do sistema imune do hospedeiro, a exemplo de imunoglobulinas e componentes do
sistema complemento. Das duas subclasses de IgA, IgA2 é o isotipo predominante no célon
intestinal, devido a uma delecao de 13 aminoacidos na regido de dobradica desta imunoglobulina,
que contém o sitio de reconhecimento de proteases bacterianas em IgALl. Cisteina-proteases de E.
histolytica clivam ambos os isotipos (GARCIA-NIETO, 2008; KELSALL e RAVDIN, 1993).
Além disso, é provavel que a resposta humoral do hospedeiro seja comprometida pela clivagem

de IgG por estas enzimas proteoliticas, uma vez que proteinases purificadas deste parasito clivam
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anticorpos 1gG monoclonais e policlonais de um modo dose-dependente (QUE e REED, 2000;
TRAN et al., 1998). Outro mecanismo interessante pelo qual ocorre evasdo da resposta imune do
hospedeiro por E. histolytica é através da atenuacdo dos efeitos das anafilatoxinas C5a e C3a,
pela clivagem e inativagdo por proteases do parasito (REED et al., 1995). Estas duas moléculas
pré-inflamatorias induzem a liberacdo de histamina de mastdcitos, enzimas lisossomais de
neutrofilos e citocinas, a exemplo de IL-6 e TNF-a (GASQUE, 2004; WALPORT, 2001).

Recentemente, outro grupo de proteases, cuja fungdo em parasitas intracelulares do filo
Apicomplexa é mediar a invaséo a célula do hospedeiro (URBAN, 2006) tem obtido particular
interesse em E. histolytica. Estas proteinas, conhecidas como proteases romboides, sdo serina-
proteases transmembrana que possuem a capacidade de clivar proteinas em seu dominio
transmembrana (URBAN e FREEMAN, 2003). Uma unica protease romboide funcional foi
identificada em E. histolytica (ROM1), a qual tem sido atribuido o papel de clivar proteinas
transmembrana envolvidas na adesdo e fagocitose. EhROM1 Esta presente na superficie do
trofozoito, mas também é encontrada em vesiculas internas durante o processo fagocitico. O
silenciamento desta proteina, mediado por mecanismos epigenéticos, reduziu a adesao de células
CHO saudaveis, mas ndo de células apoptéticas. Em contrapartida, houve uma diminuicdo da
capacidade fagocitica, independente do fendtipo utilizado (BAXT et al., 2010).

A inducdo de morte celular programada também é visto como um importante mecanismo
patogénico utilizado por E. histolytica. Em abscessos hepaticos amébicos induzidos
experimentalmente em camundongos, a morte de hepatdcitos por necrose e apoptose Sao
observadas e aparentemente esta Gltima é independente da via FAS — ligante de FAS (SEYDEL e
STANLEY, 1998). Em outro estudo foi demonstrado que apoptose induzida por este parasito ndo
é prevenida pela expressio de Bcl-2 (RAGLAND et al., 1994). E possivel também que
concentracOes abaixo das que causam o efeito citolitico em células do hospedeiro de proteinas
formadoras do poro também possam induzir apoptose (BERNINGHAUSE e LEIPPE, 1997)

Quando trofozoitos de E. histolytica penetram na mucosa intestinal e invadem outros
tecidos, a resposta imune do hospedeiro é acionada (JARILLLO-LUNA et al., 2002). Nos
estagios iniciais da amebiase, anticorpos e celulas imunes como macrofagos, células NK,
eosindfilos, linfocitos T e B ndo apresentam um papel chave na resisténcia; contudo, neutréfilos
infiltram no sitio inflamatdrio durante os estagios iniciais da amebiase e a ativagdo destas células
do hospedeiro tem importante papel amebicida (GHOSH et al., 2000; JARILLLO-LUNA et al.,
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2002), mas sem a ac¢do conjunta de diferentes mecanismos efetores, os trofozoitos rapidamente
lisam os neutrofilos (SALATA et al., 1985) que podem liberar mediadores, contribuindo para o
aumento da diarréia e danos aos tecidos (GILMAN e PRATHAP, 1971).

2.4.3 Fagocitose

O papel da fagocitose na patogenicidade de Entamoeba histolytica tornou-se evidente
ap6s constatacdo de que clones que eram deficientes neste processo tem uma reducdo
significativa da sua viruléncia (OROZCO et al., 1983). Além disso, eritrofagocitose detectada por
microscopia optica tem sido utilizada como um indicador diagnéstico de amebiase invasiva
(GONZALEZ-RUIZ, 1994). Durante o curso da infeccdo por E. histolytica, os danos teciduais
observados incluem células necréticas e apoptoticas (MORTIMER e CHADEE, 2010;
RALSTON e PETRI, 2011). Trabalhos recentes tém demonstrado que células que expdem
fosfatidilserina (PS) em sua superficie apds contato com E. histolytica, ou do pré-tratamento com
o calcio, sdo mais fagocitadas por este parasito do que células saudaveis (BOETTNER et al.,
2005; HUSTON et al., 2003). Ademais, a adesdo e fagocitose foram menos inibidas em
eritrécitos pré-tratados com célcio do que em hemaécias saudaveis incubadas com galactose,
sugerindo haver um co-receptor especifico para PS (BOETTNER et al., 2005). Quando linfdcitos
da linhagem Jurkat expuseram de modo artificial PS em sua superficie, a fagocitose por E.
histolytica também ocorreu a altas taxas (HUSTON et al., 2003).

Uma grande familia de cinases transmembrana (TMKSs) foi identificada em E. histolytica
(BECK et al., 2005; CLARK et al., 2007; MEHRA et al., 2006). Existem mais de 90 TMKSs neste
parasito, categorizados em subfamilias (A, B1-3, C, D1-2, E, F), baseadas nos seus dominios
cinase (BECK et al., 2005). Dados recentes indicam que a pré-incubagdo de trofozoitos de E.
histolytica com anticorpo anti-TMK 96, uma proteina identificada na superficie do trofozoito e
que co-localiza-se com eritrocitos fagocitados pelo parasito, reduz drasticamente a ingestdo dos
mesmos (BOETTNER et al., 2008). Um s6 trofozoito de E. histolytica é capaz de expressar
varios membros desta familia e utiliza-los em fung¢bes ndo redundantes. Enquanto TMK54 foi
capaz de influenciar o crescimento e alterar a expressdo de superficie da subunidade pesada da
lectina Gal/GalNAc de E. histolytica, TMK39 interferiu na fagocitose de células apoptéticas.
Expressdo de uma versdo da proteina TMK39 que possuia apenas dominios extracelular e

transmembrana diminuiu a incorporagdo de linfécitos Jurkat apoptoticos em aproximadamente
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50% (BUSS et al., 2010).

Teixeira e Huston (2008), com o objetivo de identificar receptores para engolfamento de
celulas apoptéticas, realizaram uma triagem com 43 anticorpos monoclonais contra antigenos de
superficie de E. histolytica para avaliacdo da inibicdo da fagocitose. Dentre os anticorpos
testados, apenas 1 (um) apresentou uma inibicdo maior que 90%, a uma concentracdo de 20
pg/mL. O antigeno foi purificado por cromatografia de afinidade e identificado por cromatografia
liquida-espectrometria de massa como uma proteina rica em serina (SREHP), um conhecido
membro de uma familia de proteinas de superficie imunogénica de E. histolytica (KOHLER e
TANNICH, 1993; MAI e SAMUELSON, 1998).

Apesar da importancia da fagocitose na biologia do parasito, poucos trabalhos tém
elucidado o papel deste fendbmeno no desenvolvimento da amebiase. Uma das hip6teses associa
este processo a ingestdo de células apoptéticas do hospedeiro na prevengdo da resposta
inflamatdria pela morte celular e consequente disfuncdo na deflagracdo da resposta imune
(BAXT e SINGH, 2008).

2.5. Fatores de Viruléncia de Entamoeba histolytica

A medida que as pesquisas avancam sobre o entendimento da biologia do trofozoito de E.
histolytica e sua regulacdo génica, mais se conhece sobre os fatores moleculares associados ao
desenvolvimento da amebiase. Muitos estudos indicam que apenas uma parte dos individuos
infectados por este parasito desenvolverdo sintomas clinicos. Isto ndo se deve somente a fatores
exclusivos do hospedeiro, pois alguns estudos demonstram haver diferenca entre cepas de E.
histolytica isoladas de paciente sintomatico e assintomatico (AL et al., 2008).

A viruléncia de E. histolytica esta diretamente associada a sua capacidade de causar dano
tecidual através da expressao e/ou secrecdo de varias moléculas. Durante muitos anos, sugeriu-se
que amebas patogénicas apresentavam apenas trés fatores de viruléncia envolvidos na adeséo,
evasdo da resposta imune do hospedeiro, colonizagdo e invasdo. Estas moléculas, conhecidas
como lectina Gal/GalNAc, ameboporos e cisteina-proteases, participam dos processos
relacionados a patogénese, porem hoje é sabido que existem outros fatores que participam, direta
ou indiretamente, destes eventos (ANAYA-VELAZQUEZ e PADILLA-VACA, 2011).

Viruléncia geralmente apresenta multiplos fatores, envolvendo uma complexa interface

parasito — hospedeiro humano. Nesse sentido, muitos trabalhos tem apontado o limen intestinal
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como um ambiente propicio ao aumento da viruléncia de trofozoitos de E. histolytica. Um estudo
realizado por Haque e colaboradores (1997), demonstrou uma maior taxa de infeccdo em criancas
co-infectadas com Shigella dysenteriae e Shigella flexneri. E. histolytica, em associacdo com
bactérias das linhagens Escherichia coli (sorotipo 055), Salmonella greenside (sorotipo 050) e
Shigella dysenteriae tipo 1, foi mais citotoxica do que quando interagiu sozinha com a
monocamada de células renais de hamster BHK (BRACHA e MIRELMAN, 1984).

Embora E. histolytica seja um protozoario microaer6filo e encontre baixas tensfes de
oxigénio no intestino, o processo de invasdo da mucosa intestinal requer regulacdo especifica de
certas proteinas para manutencdo de suas funcGes metabdlicas e condi¢des de sobrevivéncia em
um ambiente com maiores tensdes de oxigénio (GILCHRIST e PETRI, 1999). A esse respeito,
um estudo recente demonstrou um aumento da expressao, em nivel de RNAm, de uma peroxidase
dependente de tiol (Eh29), superdxido dismutase (SOD), cisteina-proteinase 5 (EhCP5), proteina
G, proteina de choque térmico 70 (HSP70), peptidilprolil isomerase e do efeito citopatico apds
exposicdo de trofozoitos de E. histolytica a um ambiente com altas tensdes de oxigénio (AKBAR
etal., 2004).

Atualmente, existem muitas moléculas expressas por E. histolytica candidatas a fatores de
viruléncia, a exemplo de lipofosfopeptidioglicano (LPPG), peroxiredoxina, fosfolipases,
esfingomielinases, arginase e proteinas ricas em acido glutamico e lisina. No entanto, estudos sdo
necessarios para definir seu papel como fatores ou determinantes de viruléncia (ANAYA-
VELAZQUEZ e PADILLA-VACA, 2011).

Nos Ultimos quinze anos, o estudo de proteina tirosina fosfatases (PTPases) em E.
histolytica vem mostrando frequéncia crescente, principalmente no que concerne a modulacéo da
sinalizacdo celular do hospedeiro por estas proteinas cuja funcdo esta associada a remocéo de
grupos fosfato em residuos tirosina de substratos especificos. A importancia da fosforilacéo
destes sitios em células eucaridticas é bem estabelecida na literatura. Eventos de
fosforilagdo/desfosforilacdo em tirosina se configuram como mecanismos chaves de transdugéo
de sinais celulares que regulam crescimento, diferenciagdo, mobilidade, metabolismo e
sobrevivéncia (ZHANG, 2002). A este respeito, estudos com linfocitos da linhagem Jurkat e
celulas CHO tém demonstrado uma diminuicdo da fosforilagdo em residuos tirosina apos
interacdo com trofozoitos de Entamoeba histolytica (RALSTON e PETRI, 2011; TEIXEIRA e

MANN, 2002). O contato de células integras provavelmente é um pré-requisito para a ocorréncia
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da desfosforilacdo de células-alvo, pois 0 bloqueio da adesdo pela adicdo de galactose inibiu os
efeitos resultantes da atividade enzimatica de PTPases. O pré-tratamento de células Jurkat com
Oxido de fenilarsina (PAO), um inibidor de PTPases, impediu a desfosforilagdo induzida por
ameba, indicando que fosfatases do parasito sdo os responsaveis pelos efeitos observados nestas
células (TEIXEIRA e MANN, 2002).

2.6. Funcdes Biologicas Associadas a Proteina Tirosina Fosfatases de Patdgenos

Os niveis de fosforilacdo/desfosforilagdo de residuos tirosina, serina e treonina modulam
vias de sinalizacdo criticas que podem gerar mdltiplas respostas celulares funcionais (GOMES et
al., 2011). Estes eventos sdo altamente controlados por proteina cinases e fosfatases (HUNTER,
1995). Mudangas no estado de fosforilagdo alteram muitos processos celulares, a exemplo de
transcricdo, traducéo, transporte e fluxo de energia, ciclo celular, fagocitose, e a resposta imune
inata a patogenos (LINDMO e STENMARK, 2006; MANNING et al., 2002 a, b;. RYAN e
SHAPIRO , 2003). Mudancas neste perfil de fosforilacdo que alterem fungdes determinantes na
célula do hospedeiro, como a eliminacdo de patégenos, podem levar ao desenvolvimento do
estado de doenca (MANNING et al., 2002 b).

Interferéncia na maquinaria de sinalizacdo celular € uma estratégia usada por muitos
microorganismos como uma maneira de evadir ou inibir os mecanismos celulares de defesa do
hospedeiro (GUAN e DIXON, 1990; NANDAN et al., 2000). Estes patégenos apresentam a
capacidade de modular eventos de fosforilacdo de tirosina na célula alvo pela secre¢do ou
ativacdo de proteina tirosina fosfatases (PTPases). Estudos tém demonstrado que ativacdo de
PTPases e desfosforilacdo sdo associadas com desativacdo e morte celular (BLANCHETTE et
al., 1999; NANDAN et al., 2000; PEREZ et al., 1999).

Fosfatases capases de desfosforilar residuos fosfotirosil pertencem a trés classes
evolutivamente diferentes: proteina tirosina fosfatases (PTPs), Cdc 25 e fosfatases de baixo peso
molecular (ANDREEVA e KUTUZQV, 2008). Eles possuem o motivo CXsR em comum em seu
centro catalitico e utilizam o residuo cisteina para gerar um intermediario tiol-fosfato durante a
catalise (DENU e DIXON, 1998). PTPs sdo subdivididas em classicas do tipo receptor (apresenta
um dominio transmembrana) e do tipo ndo-receptor (ndo apresenta esse dominio),
caracterizando-se como enzimas aptas a desfosforilar apenas proteinas que contenham grupos

fosfato em seu aminoéacido tirosina, e em ‘dual-specific’, que podem hidrolisar fosfatos de
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diferentes combinacfes de residuos tirosina, serina ou treonina, bem como substratos nédo
protéicos (ALONSO, 2004).

Proteinas que hidrolisam residuos fosfotirosil apresentam um importante papel na
sobrevivéncia de bactérias no hospedeiro humano. Dados da literatura indicam uma inibicdo da
liberacdo de intermediarios reativos de oxigénio de leucdcitos polimorfonucleares pela fosfatase
acida de Coxiella burnetii (HILL e SAMUEL, 2011; LI et al., 1996). Outras bactérias
patogénicas, a exemplo de Listeria monocytogenes e Salmonella typhi, utilizam estas proteinas
para desorganizar estruturas do citoesqueleto da célula do hospedeiro, como filamentos de actina
(ARRICAU et al., 1997; KASTNER et al., 2011), a qual provavelmente interfere diretamente na
fagocitose de bactérias, como Yersinia pseudotuberculosis (BLISKA, 2000). Além disso,
Yersinia apresenta uma PTPase YopH, a qual através da desfosforilagdo de proteinas,
desempenha papel crucial na resisténcia desta bactéria a morte dentro de células fagociticas
(PERSON, 1997).

Diversos estudos tém demonstrado a presenca de fosfatases na superficie de protozoarios
parasitas, conhecidas como ectofosfatases. A natureza molecular destas enzimas em muitos casos
ainda ndo foi elucidada, porém h& muitos indicios de que seu papel esteja vinculado a
desfosforilacdo de substratos em células-alvo do hospedeiro (ANDREEVA e KUTUZOV, 2008).
Segundo Gomes e colaboradores (2011), alguns critérios devem ser utilizados para a inclusédo de
uma proteina como uma ectoenzima, tais como a atuagdo da mesma em substrato presente no
meio extracelular, com o produto da reacdo sendo liberado neste ambiente; a integridade celular é
mantida durante a atividade enzimatica, porém a enzima ndo é liberada extracelularmente; A
atividade enzimatica pode ser alterada por moduladores que ndo permeiam a membrana
plasmatica.

Em Leishmania amazonensis, uma ectofosfatase presente na superficie de amastigotas é
capaz de reverter a fosforilagdo de ERK1, uma MAP cinase, de macrofagos infectados
(MARTINY et al., 1999). Atividade ectofosfatase também tem sido demonstrada em espécies de
Trypanosoma. Em T. brucei, uma Unica ectofosfatase tem sido clonada e caracterizada como uma
proteina tirosina fosfatase que catalisa, de modo mais eficiente, a hidrolise de fosfato em pH
acido (BAKALARA et al., 2000). Houve deteccdo desta atividade também em estagios infectivos
do protozoario parasita T. cruzi (FURUYA et al., 1998). A atividade ectofosfatasica foi detectada

através da utilizacdo de diferentes aminodacidos fosforilados como substrato em Giardia lamblia.
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Observou-se neste parasito que a atividade enzimatica é especifica para fosfotirosinas, e que a
utilizacdo de um inibidor especifico reduziu, de forma significativa, a capacidade de
encistamento do trofozoito (AMAZONAS et al., 2009) .

No que concerne a Entamoeba histolytica, um estudo de Teixeira e Mann (2002)
demonstra uma rapida diminuicao nos niveis de fosforilacdo em residuos de tirosina em proteinas
de linfocitos T apds o contato com o parasito. A desfosforilacdo de tirosina foi inibida pela
adicdo de galactose, indicando que este evento é provavelmente mediado por receptor. Anélises
de proteinas fosfatases purificadas de E. histolytica, demonstraram que na interacdo com células
HelLa, ha despolarizacdo e desorganizacao dos filamentos de actina, com perda de adesdo celular,
indicando um possivel papel destas enzimas na patogenicidade (AGUIRRE-GARCIA et al.,
2003; ANAYA-RUIZ et al., 2003). Alguns trabalhos tém caracterizado fosfatases acidéfilas®
presentes em E. histolytica; sendo uma atividade fosfatase ligada a membrana (AGUIRRE-
GARCIA et al., 2000; ANAYA-RUIZ et al., 1997) e uma secretada no meio de cultura, bem
como na interface celular do abscesso amebiano hepatico (AGUIRRE-GARCIA et al., 1997;
VENTURA-JUAREZ et al., 2000). Além disso, existem algumas evidéncias de que E. dispar
contém, mas ndo secreta fosfatase acida como E. histolytica (TALAMAS-ROHANA et al.,
1999). Em um trabalho realizado por De Sa-Pinheiro e colaboradoes (2007), observou-se que
existe uma correlacao positiva entre a atividade ectofosfatasica do parasito e a sua viruléncia.

Dois genes que codificam para proteina tirosina fosfatases de E. histolytica foram
clonados e parcialmente caracterizados por Herrera-Rodriguez e colaboradores (2006). EnPTPA e
EhPTPB apresentaram identidade de 37% na sequéncia de aminoacidos com PTPases
transmembrana  de  vertebrados, contendo o  motivo  catalitico  conservado
(IV)HCSAGXGR(S/T)G das fosfatases. Alem disso, aparentemente sdo proteinas sollveis, visto
que nao foi encontrada sequencias que fossem associadas a membrana. Houve um aumento
discreto na expressdo génica de EnPTPB em trofozoitos apds isolamento de abscessos hepaticos
amébicos induzidos experimentalmente em hamsters. Contudo, os niveis de RNAmM para o gene
EhPTPA aumentaram em cerca de sete vezes em trofozoitos apés infeccao.

Pelo exposto, o estudo destas enzimas em E. histolytica pode revelar importantes
estratégias do patégeno e mecanismos fisiopatolégicos da infeccdo amebiana.

! Na presente tese os termos acidéfila/acidofilica ou alcaléfila foram utilizados ao invés da acida ou alcalina. Tal
opc¢do encontra apoio no fato de que as enzimas per se ndo sdo &cidas ou alcalinas, mas tem seu pH 6timo de
funcionamento, respectivamente, em valores de pH acidicos e alcalinos.



36

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o papel de proteina tirosina fosfatases em diferentes isolados de Entamoeba

histolytica, buscando a compreensdo dos mecanismos envolvidos durante a amebiase invasiva.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar a suscetibilidade parasitaria de trés diferentes isolados de Entamoeba histolytica
aos moduladores da sinalizacdo celular através de ensaios de proliferagdo;

3.2.2. Determinar a concentracdo inibitéria de 50% da atividade proliferativa (ICso) dos
inibidores especificos através de curvas concentragcdo-resposta;

3.2.3. Avaliar a atividade ectofosfatasica de cepas de E. histolytica que apresentam perfis de
patogenicidade distintos, bem como a sua sensibilidade a antagonistas especificos;

3.2.4. Analisar o perfil de secrecdo de fosfatases de cepas de E. histolytica, pela quantificagéo
desta atividade no sobrenadante de culturas;

3.2.5. Auvaliar ultraestruturalmente a distribuicdo de fosfatases acidofilas em diferentes isolados
de E. histolytica pela técnica de citoquimica enzimatica e analisar os efeitos dos
moduladores da sinalizagéo celular na biologia do parasito;

3.2.6. Analisar os efeitos destes moduladores em mecanismos envolvidos na patogenicidade
deste protozoario, a exemplo de fagocitose e efeito citopatico;

3.2.7. Purificar proteinas tirosina fosfatases de trofozoitos de E. histolytica, objetivando a

compreensdo dos mecanismos inibitorios exercidos pelos antagonistas especificos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Substéncias utilizadas

Moduladores da sinalizacdo celular: o potassio bisperoxo(bipiridina)oxovanadato (V)
[bpV(bipy)], dipotassio bisperoxo(5-hidroxipiridina-2-carboxil)oxovanadato (V) [bpV(Hopic)],
potéssio bisperoxo (1,10-fenantrolina)oxovanadato (V) [bpV(phen)], dipotéssio bisperoxo
(picolinato) oxovanadato (V) [BpV(pic)], monoperoxo (picolinato) oxovanadato (V) [mpV(pic)],
bis(N,N-dimetilhidroxamido) hidroxooxovanadato (DMHV), ortovanadato de sodio (NaVO4), 4-
metilumbeliferil fosfato (4-MUP), estibogluconato de s6do (NaShV), defostatina e 6xido de
fenilarsina foram obtidos da Calbiochem (San Diego, Califérnia, EUA). As respectivas formulas

estrturais estdo dispostas no apéndice da presente tese.

4.2. Cepas utilizadas de E. histolytica

As linhagens utilizadas neste estudo foram fornecidas pela Prof®. Dra. Maria Aparecida
Gomes, do Laboratorio de Amebiase da Universidade Federal de Minas Gerais.

A cepa HM1:IMSS, isolada em 1967 no México de um paciente que apresentava colite
disentérica, foi utilizada como referéncia. A cepa ICB — CSP foi isolada em 21 de maio de 1972
de uma paciente sintomatica procedente do estado da Bahia, que apresentava disenteria muco-
sanguinolenta com 12 a 15 evacuac0es diarias. O isolamento da cepa ICB — 452 foi realizado dia

07 de janeiro de 1983, de uma crianca assintomatica, residente em Minas Gerais (SILVA, 1997).

4.3. Cultivo de E. histolytica e analise da proliferacdo celular

Trofozoitos das cepas HM1:IMSS, ICB — CSP e ICB — 452 de E. histolytica foram
axenicamente cultivados em meio YI-S-33, pH 6,9, suplementado com 3% de vitamina Diamond,
20% (volume/volume) de soro bovino adulto (SBA), 60 pg/mL de penicilina e 500 pg/mL de
estreptomicina a temperatura de 37 °C, em atmosfera de CO, a 5%, por 48 a 72 horas. Para
analise da proliferacdo celular, inéculos de 2,5 a 5 x 10* trofozoitos de E. histolytica foram
incubados a 37 °C em placas de 24 pogos em presenca ou auséncia de diferentes concentragdes
de inibidores de PTPases. Cerca de 700uL de 6leo mineral foi utilizado em cada um dos pogos
para promocao da diminuicdo das tensGes de O, no meio de cultura, permitindo a proliferacao
deste parasito (PIRES-SANTOS et al., 2012, apéndice). A atividade proliferativa foi avaliada

pela observacdo em microscopio invertido e quantificada durante a fase logaritmica (48 ou 72
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horas), pelo método colorimétrico desenvolvido por Busatti e Gomes (2007).

Em resumo, o sobrenadante contendo o meio de cultura e o 6leo mineral é retirado e cada
poco € lavado, cuidadosamente, duas vezes com 1 mL de salina tamponada com PO, (PBS) a 37
°C, pH 7,2. Imediatamente apds, os trofozoitos aderidos a placa foram fixados com 1 mL de
metanol por 10 minutos. Em seguida nova lavagem foi realizada, com 1 mL de PBS, para retirar
0 excesso de metanol. As células foram coradas com 500 pL de azul de metileno a 0,1% em
tampéo borato 0,1 M, pH 8,7 por 10 minutos. O excesso de corante foi removido por meio de
sucessivas lavagens com 1 mL do mesmo tampdo e o corante associado aos trofozoitos foi
extraido pela adicdo de 500 pL de HCI a 0,1 M, por 10 minutos. A leitura foi realizada a 650 nm
no leitor de ELISA VERSA max, Molecular Devices.

O percentual de proliferacdo foi calculado através da seguinte equacdo:
% Proliferacdo = (Absorbancia do tratado/Absorbancia do controle) x 100

O célculo do percentual de inibicdo se deu através da equacao abaixo. Em seguida, 0s

dados sédo plotados no GraphPad Prism 5.0, determinando-se a ICsp:

% Inibigdo = 100 - (Absorbancia do tratado/Absorbéncia do controle) x 100

4.4. Avaliacao da viabilidade celular através da técnica do MTT

Inéculos de 2 x 10° trofozoitos de E. histolytica foram cultivados por 1 hora em 4 mL de
meio YI-S-33, suplementado com 20% de SBA. Em seguida, o mesmo foi substituido pelo
mesmo volume de meio RPMI, adicionando-se 400 pL de uma solugdo aquosa contendo 5
mg/mL de 3,(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT), sob diferentes condicdes.
Apds 1 hora de incubacdo, as células passaram por um banho de gelo por 15 minutos e foram
centrifugadas a 200 g, por 5 minutos, a 4 °C. Apoés centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e
0 precipitado ressuspenso em 1 mL de DMSO. Nova centrifugacdo foi realizada nas mesmas
condicgdes anteriormente citadas e procedeu-se a leitura do sobrenadante a 570 nm, em leitor de
ELISA VERSAmax, Molecular Devices.
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4.5. Avaliacao da atividade ectofosfatasica

Inéculos de 2 x 10° trofozoitos de E. histolytica foram incubados por 40 minutos em 1
mL de uma solucdo tampé&o contendo 116 mM de NaCl, 5,4 mM de KClI, 5,5 mM de glicose e 5,0
mM de Hepes, em pH 7,2. Foi adicionado a solugdo 5 mM de p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Apds o
periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 200 uL de NaOH a 2 N. A leitura
foi determinada pela deteccdo espectofotométrica de p-nitrofenol a 405 nm, em leitor de ELISA
VERSAmax Molecular Devices. A viabilidade celular foi avaliada por exclusdo de corante,
através da utilizacdo de 0,04% de azul trypan.

4.6. Avaliacao da atividade fosfatasica do sobrenadante de culturas de E. histolytica
Trofozoitos de E. histolytica foram lavados e mantidos em cultura por 8 — 10 horas em
meio Y1-S-33 sem SBA. Apds, 100 pL do sobrenadante foi incubado a 37 °C, por 40 minutos em
uma solucdo contendo 10 mM de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) e 200 mM de tampéo acetato de
sodio, pH 5,5. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida com a adicdo de 2 N de
NaOH. A hidrélise foi determinada pela deteccdo espectrofotométrica de p-nitrofenol a 405 nm,
utilizando um coeficiente de extingdo de 14,3 x 10° M™ cm™. A viabilidade celular foi avaliada

por exclusdo de corante, através da utilizacdo de 0,04% de azul trypan.

4.7. Citoquimica para deteccdo de fosfatase acida por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET)

As amostras foram fixadas com uma solucdo de 1% de glutaraldeido em tampéo
cacodilato de sodio a 0,1 M por 10 minutos. Apds o periodo de incubacdo, as células foram
lavadas duas vezes com 0 mesmo tampao utilizado no fixador e, em seguida em tampéo acetato
de sédio a 10 mM, pH 5,0. Posteriormente as amostras foram incubadas com 0,22 mg/mL de -
glicerofosfato, 1 mM de cloreto de cério (CeCl,) e 5% de sacarose em tampao acetato de sddio a
10 mM, pH 5,0 por 40 minutos a 37 °C. Imediatamente apds, as células foram lavadas uma vez
em tampéo acetato de sodio a 10 mM, pH 5,0, em seguida em tampéo cacodilato de sodio a 0,1
M, pH 7,4 e novamente fixadas em 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 5% de
sacarose em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4 por 1 hora a temperatura ambiente. Apds

0 periodo de fixacdo as células foram pos-fixadas com 1% de tetroxido de 6smio, 0,8% de
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ferrocianeto de potassio e 5 mM de cloreto de calcio (CaCl,) no mesmo tampéo utilizado para o
fixador e a desidratacdo ocorreu em concentracfes crescentes de acetona. A inclusdo foi realizada
em resina epoxi Polybed (Polysciences). Apds polimerizacdo por cerca de 60 horas, cortes
ultrafinos foram coletados em grades de cobre de malha 300. As grades foram observadas ao

microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 109 a 80kV e Jeol 1230 a 80 kV.

4.8. Isolamento e lavagem de eritrocitos

Aproximadamente 25 mL de sangue humano da circulacdo periférica foram coletados e
transferidos para tubos conicos de 50 mL. Apds adicdo de meio RPMI 1610 ao tubo, deu-se
procedimento a centrifugacdo por 10 minutos a 560 g, a 4 °C. Apo6s centrifugacédo, o sobrenadante
foi retirado juntamente com a camada de leucdcitos (‘buffy coat’). Esse processo foi realizado
por 3 vezes até que o sobrenadante ficasse limpido. Houve a homogeneizacao dos eritrécitos, na
proporcao de 1:1, com meio RPMI 1610. Os eritrocitos ficaram armazenados em geladeira a 4

°C, por no maximo 20 dias.

4.9. Ensaio de eritrofagocitose

Inéculos de 2 x 10° trofozoitos de E. histolytica foram pré-tratados por 1 hora com
diferentes inibidores de PTPases. Imediatamente apds, as amebas foram lavadas em meio Y1 - S
— 33 a 37 °C e incubadas na presenca de 2 x 10° eritrécitos, por 15 minutos. Apés o periodo de
interacdo, foi promovida uma lavagem em PBS, seguida de uma lise hipotdnica das heméacias que
ndo foram fagocitadas. As células foram entdo fixadas com 3,7% de paraformaldeido por 40
minutos. Em seguida, duas lavagens em uma solucdo contendo 50 mM de Tris, pH 9,3 foram
realizadas,com posterior ressuspensdo em 0,5 mL de 8,4 mM de diaminobenzidina (DAB),
0,05% de peréxido de hidrogénio (H,O,) em tampdo Tris, pH 9,3. A reacdo foi parada pela
adicéo de 1 mL do mesmo tampao, havendo substitui¢do desta solugdo por 70% de Glicerol/PBS.
A eritrofagocitose foi visualizada em microscopio optico Olympus IX71. Em cada poco foram
analisados 3 campos, totalizando uma media de contagem de 400 células por poco. Os indices de
fagocitose foram calculados através do percentual de amebas que realizaram fagocitose, dividido
pelo total de amebas e multiplicado pela proporcéo de hemécias fagocitadas por célula (FADOK
etal., 1992).
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4.10. Ensaio qualitativo para determinacdo do efeito citopatico de trofozoitos de E.
histolytica

Inéculos de 1 x 10° células MDCK foram cultivados em meio DMEM, suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) por 48 — 72 horas, em laminulas presentes nas placas de 24
pocos. Ap6s atingir o periodo em que as células se encontravam em monocamada, 1 x 10°
trofozoitos de E. histolytica que foram pré-tratados com diferentes inibidores de PTPases foram
incubados por 1 hora com a monocamada de células MDCK. Em seguida, as laminulas foram
fixadas em 10% de formol em PBS, seguida por uma coloragdo por HE. As laminas foram

observadas no microscopio Olympus IX71.

4.11. Quantificacdo do efeito citopatico promovido por trofozoitos de E. histolytica

ApoOs a interacdo realizada entre a monocamada de células MDCK e trofozoitos de E.
histolytica por 1 hora, as placas de 24 pocos foram colocadas por cerca de 20 minutos em banho
de gelo para promover o destacamento dos parasitos aderidos as células de mamifero. Em
seguida os pogos foram lavados por duas vezes em PBS gelado e fixados em metanol por 10
minutos. Imediatamente ap6s o periodo de fixagdo, as células foram novamente lavadas em salina
tamponada e coradas com 0,1% de azul de metileno em tampdo borato 0,1 M, pH 8,7, por 10
minutos. Sucessivas lavagens em tampdo borato foram realizadas para remover o excesso de
corante presente nos pocos. O corante foi extraido das células que permaneceram nos pocos
através da adicdo de 500 pL de HCI 0,1 M e quantificado espectrofotometricamente a 650 nm em
leitor de ELISA VERSAmax, Molecular Devices.

4.12. Purificacdo de proteinas fosfatases da fracéo solubilizada de E. histolytica

A enzima foi purificada de acordo com o protocolo descrito por Aguirre-Garcia e
colaboradores (2000). Brevemente, inéculos de 1 x 107 trofozoitos de Entamoeba histolytica
foram lisados em tampéo contendo 20 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA,
0,1% 2-B mercaptoetanol, 2 mg/mL de leupeptina, 10 pg/mL de aprotinina ¢ 5 pg/mL de
pepstatina em sonicador, a uma poténcia de 30% por 3 vezes consecutivas, em um periodo de
tempo de 2 minutos, com intervalos entre os ciclos de 5 minutos. As amostras foram
posteriormente centrifugadas a 16.000 g por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante contendo

componentes soltveis foi descartado e o precipitado foi solubilizado no mesmo tampéo descrito
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acima, acrescido de 2% de Triton X — 100 e 2 mM de EDTA. A fracdo solubilizada foi aplicada a
uma coluna de Concanavalina A (Con A)-sefarose previamente equilibrada com uma solucéo
contendo 20 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM de CaCl,, 1 mM de MgCl; e 50 mM de NaCl. A
eluicdo da enzima ocorreu com a adicdo ao mesmo tampdo de 0,1 M de metil-a-D-
manopiranosideo (a-MM). Apos a cromatografia por afinidade, foi utilizada uma coluna de troca
anionica (DEAE-celulose), equilibrada com 10 mM de Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 uM de a-MM,
pH 7,0. Um gradiente de NaCl (50 — 400 mM) em 10 mM de Tris-HCI contendo 10 uM de a-
MM, pH 7,0, foi utilizado para a elui¢do da enzima. Para avaliacdo da atividade fosfatasica das

fracdes purificadas, foi realizado o procedimento descrito no item 4.6.

4.13. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas presentes nas diferentes etapas de purificacdo e que apresentaram atividade
fosfatasica apOs passagem pela coluna de DEAE-celulose foram separadas em gel de SDS-
poliacrilamida a 10% e marcados com o corante azul de coomassie, de acordo com o protocolo
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). O padrdo pré-marcado utilizado continha bandas
com peso molecular entre 216 e 7,6 KDa (Kaleidoscope Prestained Standards, BIO-RAD). A
concentracdo de proteina presente nas fracoes coletadas foi determinada pelo método de Lowry e
colaboradores (1951).

4.14. Analise estatistica

Os dados obtidos estdo representados como a media * erro padrdo da média utilizando o
programa GraphPad Prism, versdo 5.00 — GraphPad Software Incorporate. Os grupos foram
analisados estatisticamente pelo teste ANOVA e pos-teste de Tukey, com nivel de significancia
de p < 0,05. Todos os experimentos, exceto os realizados para microscopia eletronica de
transmissdo, foram realizados no minimo em triplicata, com pelo menos trés repetiches

independentes.

4.15. Sujeitos da pesquisa
Individuos saudaveis, de ambos 0s sexos, residentes em Salvador — Bahia, maiores de 18

anos e acima de 50 kg foram convidados a participar do estudo através da doacdo de 25 mL de



43

sangue periférico. Os critérios de exclusdo foram individuos ndo saudaveis, que apresentavam
histdrico prévio para amebiase invasiva, menores de 18 anos, peso inferior a 50 kg ou estivessem
ligados diretamente ao projeto. Nao foram testados produtos farmacéuticos novos, sendo todos os
testes realizados in vitro. Os doadores voluntarios recrutados sdo alunos da Escola Bahiana de
Medicina e Salde Publica e as coletas foram realizadas na sala do Ndcleo de Saude do
Trabalhador (NUST) do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqgGM/FIOCRUZ).

4.16. Consideracdes Eticas

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz — Fiocruz/BA, sendo aprovado sob o nimero de protocolo nimero 271 e estando
de acordo com os principios de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, equidade e justica. Os
doadores de sangue foram convidados a participar e quando estavam de acordo, assinavam o
termo de consentimento livre esclarecido (TCLE, anexo 2). O procedimento utilizado para coleta
de amostras de sangue (25 mL) foi o puncionamento de uma veia periférica do doador, com
material estéril. Todos os esclarecimentos necessarios sobre as possiveis dores e desconfortos
gerados pela coleta foram fornecidos. Foi garantida a confidencialidade e privacidade dos dados.
Aos sujeitos da pesquisa foi garantido que o material coletado foi de uso exclusivo para a
finalidade prevista no protocolo de pesquisa. Os resultados obtidos foram e serdo publicados em

anais de congressos e em revistas especializadas de cunho cientifico.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito de inibidores de proteina tirosina fosfatases na proliferacéo de trofozoitos de
Entamoeba histolytica

Com o objetivo de avaliarmos a sensibilidade de trofozoitos de Entamoeba histolytica aos
diferentes moduladores da sinalizacdo celular, a andlise da capacidade proliferativa deste
protozodario na presenca destes compostos foi realizada.

Trofozoitos de E. histolytica da linhagem HM1:IMSS incubados por 48 horas com 50 uM
de cada substdncia (& excecdo da defostatina, com concentracdo de 5 pM), apresentaram
atividade proliferativa semelhante ao controle, exceto em um dos derivados de vanadio, o
bpV(phen), com manutencdo do percentual da atividade original de 63,05%. Este mesmo efeito
foi observado em células tratadas com 6xido de fenilarsina (PAO), que demonstrou um efeito
antiproliferativo ainda maior, restando apenas 3,27% da atividade em comparagdo ao controle
(tabela 1). Este mesmo perfil foi encontrado para a cepa ICB — CSP (tabela 2), nas mesmas
concentragdes utilizadas e igual periodo de incubacdo da linhagem HM1:IMSS. Os percentuais
de crescimento para o bpV(phen) foram em média de 4,16%, muito abaixo dos valores
encontrados para a cepa HM1:IMSS, porém para o PAO foram observados niveis equivalentes de
crescimento, com percentual médio de 3,46%. Os demais compostos testados nesta linhagem
isolada de paciente sintomatico obtiveram taxas de crescimento de, no minimo, 74,55%. A cepa
isolada de paciente assintomatico ICB — 452, apesar de apresentar um crescimento mais lento,
ndo diferiu com relacdo ao efeito de outros compostos, com taxas de crescimento para O
bpV(phen) e PAO de, respectivamente, 18,79% e 2,07%. As outras substancias testadas nesta

linhagem mantiveram os seus niveis de crescimento acima de 85% (tabela 3).



45

Tabela 1. Avaliacdo colorimétrica da proliferacdo de trofozoitos de Entamoeba histolytica, cepa

HM1:IMSS, na presenca de diferentes moduladores da sinalizacédo celular.

Modulador® Absorbancia Proliferacao

(Média * Erro Padrio) (%)

Controle 3,01 +0,02 100
0,5% DMSO 3,06 £ 0,02 101,49
Vanadato 3,09 + 0,03 102,52
bpV(phen) 1,90+ 0,09 63,05
bpV(pic) 3,08 £ 0,06 102,02
bpV(bipy) 3,11+ 0,02 103,05
bpV(hopic) 3,16 £ 0,01 104,87
mpV(pic) 3,07 £ 0,02 101,79
NaSbV 3,09+0,03 102,49
DMHV? 3,11 +0,03 103,22
4-MUP 3,06 £ 0,04 101,66
Defostatina’ 2,99 40,01 100,86

PAO’ 0,10 +0,01 3,27

Os ensaios foram realizados com indculos de 2,5 x 10°/mL trofozoitos, em meio YI-S-33
suplementado com 20% de SBA, por um periodo de 48 horas;

W' Os moduladores foram testados a uma concentracéo de 50 UM, & excecdo da defostatina, que
foi avaliada a 5 uM,;

@ A diluicdo destes compostos foi realizada em DMSO.
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Tabela 2. Avaliacdo colorimeétrica da atividade proliferativa de trofozoitos de Entamoeba

histolytica, linhagem ICB — CSP, em presenca de moduladores da sinalizagéo celular.

Modulador Absorbancia Proliferacao

(Média * Erro Padrdo) (%)

Controle 2,33+0,06 100
0,5% DMSO 2,66 + 0,08 113,84
Vanadato 2,69+0,12 115,47

bpV(phen) 0,10+ 0,05 4,16
bpV(pic) 2,45 + 0,05 104,88
bpV(bipy) 2,25+0,14 96,44
bpV(hopic) 2,39+ 0,06 102,36
mpV(pic) 1,84 + 0,02 79,01
NaSbV 2,12+0,22 90,79
DMHV? 2,01+0,18 85,95
4-MUP 1,74+ 0,10 74,55
Defostatina® 1,90 + 0,02 81,58

PAO? 0,08 + 0,01 3,46

Indculos de 2,5 x 10%/mL foram cultivados por 48 horas em meio YI-S-33, suplementado com

20% de SBA, para analise da capacidade proliferativa;

W A excecdo da defostatina, que foi testada na concentracdo de 5 pM, todos os moduladores

foram avaliados a 50 pM;

@) Os compostos foram diluidos em DMSO.
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Tabela 3. Analise colorimétrica da proliferacdo de trofozoitos de Entamoeba histolytica, cepa

ICB — 452, em presenca de moduladores da sinalizagéo celular.

Modulador® Absorbancia Proliferacao

(Média * Erro Padrio) (%)

Controle 3,24 + 0,01 100
0,5% DMSO 3,21+0,02 99,17
Vanadato 3,23+ 0,04 99,69
bpV(phen) 0,61 £0,07 18,79
bpV(pic) 3,21 40,07 99,17
bpV(bipy) 3,09 + 0,06 95,28
bpV(hopic) 3,15+0,02 97,38
mpV(pic) 3,26 £ 0,03 100,78
NaSbV 3,30+0,01 101,73
DMHV? 3,18 £ 0,03 98,15
4-MUP 2,89 40,08 89,13
Defostatina’ 3,07 £ 0,04 94,69

PAO® 0,07 + 0,01 2,07

A avaliacdo da capacidade proliferativa foi realizada em meio YI-S-33 suplementado com 20%
de SBA e in6culos de 2,5 x 10* células/mL, por um periodo de 72 horas;

@A concentracdo dos moduladores utilizada para os ensaios foi de 50 UM, a excecdo da
defostatina, que foi testada a 5 puM;

)0 DMSO foi utilizado como solvente destes compostos.
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5.2. Avaliacdo da suscetibilidade parasitaria para determinacéo da 1Csg

Apds a avaliacdo do efeito dos moduladores da sinalizacdo celular na atividade
proliferativa em trofozoitos de E. histolytica, foram realizadas curvas concentragcdo-resposta dos
compostos mais efetivos na inibicdo do crescimento do parasito, objetivando a determinacgéo da
ICso para cada cepa analisada neste estudo. Os experimentos foram realizados em concentrages
de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM para o bpV(phen) e 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 UM para o PAO,
por um periodo de incubacdo de 48 horas. Nas concentra¢des utilizadas, o bpV/(phen) apresentou
um efeito concentragdo-dependente (figura 2), com valores de 1Csq de, respectivamente, 38,4 UM,
17,89 uM e 42,08 uM para as linhagens HM1:IMSS, ICB — CSP e ICB — 452 (tabela 4). A cepa
ICB — CSP apresentou uma suscetibilidade a este derivado de vanadio cerca de duas vezes maior,
em comparacgdo as outras duas cepas testadas. Além disso, a partir de 60 UM, este inibidor ndo
reduz a proliferacédo celular para a linhagem em questéo (figura 2 B), o que possivelmente indica
que este composto atingiu a sua concentracdo inibitéria minima (MIC). Os trofozoitos de E.
histolytica tratados com PAO apresentam valores de 1Cso em concentragfes nanomolares, o que
evidencia uma maior sensibilidade a este composto, em comparagéo ao bpV(phen). Para as cepas
ICB — 452 e ICB — CSP, o valor foi 0,64 uM (tabela 4), enquanto que para a cepa HM1:IMSS a
ICso foi de 0,90 uM (tabela 4). Nas concentracdes usadas observou-se uma relacdo de
concentracdo-dependéncia para as trés cepas utilizadas neste experimento (figura 3 A, B e C).
Valores destes compostos proximos a ICso ndo alteraram a viabilidade dos trofozoitos da cepa
HM1:IMSS, quando incubados por 60 minutos (figura 4).
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Figura 2. Avaliacdo da suscetibilidade parasitaria de trofozoitos de E. histolytica ao
derivado de vanadio bpV(phen) atraves de anélise da proliferacdo celular. Trofozoitos das
cepas HM1:IMSS (A), ICB — CSP (B) e ICB — 452 (C) incubados por 48 horas em diferentes
concentragdes micromolares de bpV(phen) (abscissas). Os dados obtidos estdo representados

como a média % erro padrdo da média.
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Figura 3. Analise da suscetibilidade ao inibidor PAO de trofozoitos de E. histolytica através
de ensaios de proliferacdo celular. As cepas HM1:IMSS (A), ICB — CSP (B) e ICB — 452 (C)
foram incubadas com diferentes concentracfes de PAO (abscissas), por um periodo de 48 horas.
Os dados obtidos estdo representados como a média + erro padrdo da média.
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Tabela 4. Valores de 1Cs,* do derivado de vanadio bpV(phen) e PAO determinados por ensaios

de inibicdo da capacidade proliferativa em diferentes cepas de Entamoeba histolytica.

Modulador
Linhagem
bpV(phen) PAO
HM1:IMSS 38,40 uM 0,90 uMm
ICB — CSP 17,89 uM 0,64 uM
ICB — 452 42,08 uM 0,64 pM

W A determinacio da ICsy foi realizada a partir da analise da proliferacdo celular das diferentes
linhagens de E. histolytica, por um periodo de 48 horas de incubacéo.

0.44
(1 Controle

03 Bl 0 1% DMSO
5E 02 B 50 uM bpV(phen)
= h
.‘EE ] 50 uM OVS
<

0.14
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Figura 4. Avaliacdo da viabilidade de trofozoitos de Entamoeba histolytica através da
técnica do MTT. Células da linhagem HMZ1:IMSS foram incubadas por 60 minutos em meio
RPMI, sob diferentes condicbes de tratamento. A reducdo do composto foi avaliada
espectrofotometricamente a 570 nm. As barras correspondem a média + erro padrdo da média

(ANOVA, p > 0,05).
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5.3. Efeito de moduladores da sinalizacéo celular na atividade ectofosfatasica de trofozoitos
de E. histolytica

Visando o entendimento dos mecanismos pelos quais as substancias testadas na atividade
proliferativa exercem seus efeitos na biologia do parasito, nés avaliamos o perfil da atividade
ectofosfatasica de trofozoitos de E. histolytica na presenca destes moduladores. A analise
enzimatica de PTPases na superficie de trofozoitos da cepa HM1:IMSS foi realizada pela adigéo
de 5 mM do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP), por um periodo de 40 minutos.

Os derivados de vanadio, a uma concentracdo de 50 pM, apresentaram uma alta inibicdo
da atividade fosfatasica, havendo reducdo superior a 68% da atividade enzimatica, a excecdo do
mpV/(pic), que apresentou um percentual de inibicdo da atividade de PTPases de 52,54% (figura
5 A). Contudo, em relagcdo aos outros compostos testados, apenas 0 DMHV apresentou inibigédo
estatisticamente significante da atividade, com inibicdo em média de 51% (figura 5 B). Houve
um aumento de aproximadamente 43% da atividade ectofosfatasica em trofozoitos tratados com
50 uM de PAO. Os demais apresentaram niveis de atividade comparaveis ao controle.

Ensaios com diferentes concentracdes de vanadato, bpV(phen) e PAO foram realizados
com o objetivo de avaliar se a inibicdo enzimatica de PTPases presentes na superficie do parasito
é dependente de concentracdo. Utilizando o mesmo procedimento anterior, observou-se que nas
concentracdes entre 0,5 a 100 puM, a inibicdo de PTPases pelo vanadato e bpv(phen) é
concentragcdo-dependente (figuras 6 A e 6 B, respectivamente), enquanto que mesmo em
concentragdes nanomolares, numa faixa que variou entre 0,1 e 10 pM, esta inibicdo ndo foi

observada em células tratadas com PAO (figura 6 C).
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Figura 5. Determinacdo da atividade ectofosfatasica de trofozoitos de E. histolytica
incubados com diferentes moduladores da sinalizacdo celular. Células vidveis da linhagem
HM1:IMSS foram incubadas por um periodo de 40 minutos, na presenca do substrato p-
nitrofenilfosfato. (A) Atividade ectofosfatasica de 2 x 10° trofozoitos tratados com 50 pM de
vanadato ou derivados de vanadio. (B) Quantificacdo da atividade ectofosfatasica de 2 x 10°
células expostas a 50 pM de diferentes moduladores da sinalizacdo celular. As barras
correspondem a média * erro padrdao da média (ANOVA, *** p < 0,001).
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Figura 6. Avaliagdo dos efeitos de inibidores de proteina tirosina fosfatases na atividade
ectofosfatasica de trofozoitos de Entamoeba histolytica. Inéculos de 2 x 10° células da
linhagem HMZ1:IMSS foram incubadas por 40 minutos com o substrato p-nitrofenilfosfato e
diferentes concentragcbes micromolares de ortovanadato de sédio (A), bpV(phen) (B) e PAO (C).
Os dados obtidos estdo representados como a média + erro padrdo da média.
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5.4. Avaliacado da atividade ectofosfatasica e do sobrenadante de trofozoitos de E. histolytica

Com o objetivo de tracar um perfil da atividade de PTPases nas linhagens utilizadas neste
estudo, experimentos de quantificacdo da atividade ectofosfatasica, utilizando células intactas, e
0s seus niveis de secrecdo através da coleta do sobrenadante de culturas de diferentes linhagens
de E. histolytica, foram realizados. Apds 8 horas de incubacdo em meio livre de soro,
observamos um aumento da atividade fosfatasica do sobrenadante em todas as cepas avaliadas
(figura 7 A). Em termos comparativos, a cepa HML1:IMSS apresentou um maior perfil de
atividade desta enzima em comparacdo as cepas analisadas apds a indugdo da atividade
secretoria, evidenciada pelo aumento da taxa de hidrolise do analogo sintético da fosfotirosina, p-
NPP. A taxa de secrecdo também foi maior proporcionalmente para esta cepa, que apresentou
uma média de 37,95%, seguida da linhagem ICB — CSP, com 18,25% e ICB — 452, com
percentual em torno de 13,28%. Os resultados para atividade fosfatésica da superficie externa de
trofozoitos vivos, mantidos em pH fisiolégico durante 40 minutos em presenca de 5 mM do
substrato, foram semelhantes aos encontrados para atividade enzimatica do sobrenadante (figura
7 B). A cepa HM1:IMSS demonstrou um maior nivel de atividade ectofosfatase, divergindo,
significativamente, das outras duas linhagens. A cepa isolada de paciente assintomatico, ICB —
452, apresentou um nivel de atividade ectofosfatasica inferior ao das cepas ICB- CSP e
HMZ1:IMSS, isoladas de paciente sintomatico. Estes dados indicam que a atividade enzimatica
ndo foi originada de células lisadas, pois a viabilidade dos trofozoitos, avaliada por exclusao de

corante utilizando azul tripan, foi maior que 95%.
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Figura 7. Analise da atividade secretoria e ectofosfatasica de diferentes linhagens de
Entamoeba histolytica. (A) Avaliacdo do sobrenadante de culturas de trofozoitos das cepas
HML1:IMSS, ICB — CSP e ICB — 452 apds o periodo de 8 horas de indugdo da atividade
secretéria. (B) Inéculos de 2 x 10° células das linhagens supracitadas foram quantificados para
atividade ectofosfatasica. As barras correspondem a média + erro padrdo da média (ANOVA, **
p <0,01; *** p <0,001).
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5.5. Deteccdo de fosfatases acidofilas por microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Buscando uma melhor compreensao da distribuicdo das fosfatases em trofozoitos de E.
histolytica, foram realizados experimentos com a técnica de citoquimica enzimética para
deteccdo da atividade destas proteinas em pH &cido e posterior visualizagdo em microscopio
eletrbnico de transmissdo. Os parasitos das linhagens HM1:IMSS, ICB — CSP e ICB — 452
incubados por 40 minutos em 1 mM de CeCl,, sem adicdo do substrato B-glicerofosfato (figura 8
A, 9 A e 10 A), apresentaram ultraestrutura habitual, com vesiculas distribuidas por todo o
citoplasma, granulos de glicogénio e nucleo, porém sem deteccao de precipitados eletrondensos.
Em trofozoitos da cepa HM1:IMSS incubados pelo mesmo periodo, com acréscimo do substrato
B-glicerofosfato (figura 8 C), observamos um aumento da eletrondensidade em membranas de
vesiculas distribuidas pelo citoplasma e em regides proximas a membrana plasmatica (figura 8
D), onde também visualizamos depdésito de material eletrondenso em algumas células (figuras 8
E e F). Nestas mesmas condicdes, os trofozoitos da linhagem ICB — CSP apresentaram marcacao
de vesiculas e estruturas semelhantes a vactolos autofagicos para atividade fosfatase acidodfila,
inclusive préximas a superficie do trofozoito (figuras 9 C, D e E). Em algumas células também
foi possivel a visualizagdo de depositos de material eletrondenso na membrana plasmatica do
protozoario, muitas vezes sem continuidade aparente (figura 9 F). Este mesmo perfil foi
observado em células da linhagem ICB — 452, com detec¢do de precipitados eletrondensos em
algumas vesiculas (figuras 10 C e D) e, com menor frequéncia em comparacdo a cepa
HMZ1:IMSS, na superficie do trofozoito (figura 10 F)
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Figura 8. Deteccdo da atividade fosfatase aciddfila por citoquimica enzimética de
trofozoitos de Entamoeba histolytica da cepa HML1:IMSS processados para microscopia
eletrénica de transmissédo. Células incubadas na auséncia do substrato -glicerofosfato (A e B).
Observa-se a auséncia de precipitados indicativos de atividade enzimatica na membrana
plasmética do trofozoito (setas) ou vesiculas citoplasmaticas (*). Trofozoitos incubados por 40
minutos na presenca do substrato (C, D, E e F). Numerosos compartimentos com reacdo positiva
para AcP (*), com imagens sugestivas de fusdo (setas), foram observados (C). No detalhe (D),
observa-se vesicula AcP — positiva (ponta de seta) em associacdo com membrana plasmatica.
Visualiza-se a presenca de precipitados eletrondensos na superficie de trofozoitos (E e F, setas).
Barras: A=2um; B=2um; C=2um; D=0,5um E =0,5 um; F = 0,5 um. N = ndcleo.
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Figura 9. Andlise ultraestrutural da atividade fosfatase acidofila de trofozoitos de E.
histolytica da linhagem ICB — CSP. Células incubadas por 40 minutos na auséncia do substrato
B-glicerofosfato (A e B). Observa-se a auséncia de precipitados eletrondensos, indicativos de
atividade fosfatase em pH acido na membrana plasmatica (setas), ou vesiculas citoplasmaticas
(*). Trofozoitos incubados no mesmo periodo de tempo supracitado com o substrato enzimatico
(C, D, E e F). Em C, numerosas vesiculas sdo visualizadas com marcacdo positiva para atividade
fosfatésica (*), algumas delas aparentemente fundindo com compartimentos que apresentam
reacao negativa para AcP (setas). Observa-se em D inUmeros compartimentos com aparéncia de
corpos multivesiculares marcados positivamente para AcP, envolvidos por uma membrana que
também apresenta reacdo positiva para a atividade enzimatica (ponta de seta branca). Presenca de
precipitados indicativos de atividade enzimatica em compartimento que apresenta dupla
membrana (E, seta branca), e em cisterna citoplasmatica (E, ponta de seta). Membrana plasmatica
do trofozoito apresentando reacao positiva para AcP em regides descontinuas (F, seta), além de
vacuolo em provavel processo autofagico (F, pontas de seta brancas). Barras: A =2 um; B = 2
pM; C=1pum; D=1pum; E=1um; F=1 um. N = ndcleo.
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Figura 10. Deteccdo da atividade fosfatésica em pH &cido de trofozoitos de Entamoeba
histolytica da cepa ICB — 452 processados para microscopia eletronica de transmissao.
Trofozoitos utilizados como controle, que ndo foram expostos ao substrato B-glicerofosfato
durante o periodo de incubacao (A e B). Observa-se auséncia de marcagdo positiva para atividade
fosfatase &cida, tanto na superficie do trofozoito (setas), quanto em vesiculas citoplasmaéticas (*).
Parasitos expostos por 40 minutos ao substrato durante a reacdo enzimatica (C, D, E e F).
Visualizam-se vesiculas com precipitados eletrondensos (*), indicativos de atividade enzimatica,
em provavel processo de fusdo com compartimento que ndo apresenta reacdo positiva para AcP
(C e E, pontas de seta). Observa-se em E auséncia de precipitados eletrondensos na superficie de
trofozoitos (setas), e em alguns (F), ha uma reacdo positiva para AcP em regides descontinuas da
membrana plasmética (seta). Barras: A=2um; B=2pum; C=2um; D=2 pum; E=2 um; F =
0,5 um. N = nucleo.
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5.6. Ensaio de Eritrofagocitose

Com o objetivo de avaliar o papel de PTPases em eventos associados a viruléncia do
parasito, como a fagocitose, particularmente de eritrdcitos, realizamos experimentos para
mensurar tal atividade. Trofozoitos de E. histolytica foram incubados por 15 minutos com
eritrocitos na proporcdo de 1:10 apos o tratamento com os moduladores da sinalizacéo celular
OVS, bpV(phen) e PAO, por um periodo de 60 minutos. Observou-se uma diminui¢do da
capacidade fagocitica dos parasitos tratados por 1 hora com 1 uM de PAO, o mesmo ocorrendo
quando as hemacias foram expostas a amebas tratadas com 50 uM de vanadato ou o seu
derivado, bpV(phen) (figura 11). Nas mesmas condi¢fes, trofozoitos da cepa ICB — 452
fagocitaram menos eritrocitos do que as células da linhagem HM1:IMSS. O indice de fagocitose
foi calculado a partir da contagem randomizada das amostras analisadas, onde se demonstra a
diferenca estatistica entre os trofozoitos da cepa HM1:IMSS ndo tratados e as amebas pré-
incubadas com estas substancias, bem como com relacdo a linhagem ICB — 452. O indice de
fagocitose foi mantido em niveis comparaveis ao controle apds o pré-tratamento das células com
0,01% de DMSO (figura 12).
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Figura 11. Avaliacdo da capacidade fagocitica de trofozoitos de Entamoeba histolytica na
presenca de moduladores da sinalizacé@o celular. Trofozoitos das linhagens HM1:IMSS e ICB
- 452 incubados por 15 minutos na propor¢do de 1:10 com eritrocitos isolados de sangue
periférico humano. (A) Trofozoitos da cepa HM1:IMSS. (B) Células da linhagem ICB — 452. (C)
Trofozoitos da linhagem HM1:IMSS pré-incubados por 1 hora com 0,01% de DMSO, (D) 1 uM

de PAO, (E) 50 uM de ortovanadato de sodio e (F) bpV(phen).
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Figura 12. Quantificacdo da capacidade fagocitica de trofozoitos de E. histolytica na
presenca de inibidores de PTPases. Hemacias internalizadas apds 15 minutos de interacdo com
0 parasito foram marcadas pela reacdo com diaminobenzidina e quantificadas para o calculo do
indice de fagocitose. (A) Parasitos da cepa HM1:IMSS pré-incubados ou ndo com PAO e o0 seu
diluente, 0 DMSO. (B) Células da linhagem HM1:IMSS pré-tratadas ou ndo com o vanadato e 0
derivado de vanadio, bpV(phen). As barras correspondem a média *+ erro padrdo da média
(ANOVA, * p <0,05; *** p <0,001).
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5.7. Avaliacdo qualitativa e quantitativa da destruicdo da monocamada de células MDCK
Apds analise da capacidade fagocitica de amebas tratadas com conhecidos inibidores de
PTPases, foram realizados ensaios de interacdo das mesmas com monocamadas de células
MDCK com o objetivo de avaliar a participagdo destas proteinas em processos patologicos da
amebiase, a exemplo de invaséao tecidual. Observagdes morfologicas por microscopia Optica de
laminulas usadas como substrato para o crescimento das células de mamifero utilizadas neste
estudo e coradas com HE demonstraram que na auséncia da interagdo com o parasito, existe uma
confluéncia destas células ap6s 48 horas de incubagdo, caracterizando-a como uma monocamada
(figuras 13 A e 14 A). Apo6s 60 minutos de interacdo com amebas da linhagem ICB — 452,
visualizamos alguns espacos entre as células, com alguns trofozoitos aderidos particularmente as
areas de descontinuidade (figuras 13 B e 14 B). Nas mesmas condi¢es, amebas da linhagem
HMZ1:IMSS promoveram uma destruicdo macica da monocamada de células MDCK (Figuras 13
C e 14 C), o mesmo ocorrendo quando trofozoitos de E. histolytica desta mesma cepa foram pré-
tratados com 0,01% de DMSO (figura 13 D). O tratamento com 1 uM de PAO diminui de modo
significativo as alteracfes morfoldgicas observadas no controle, apesar de aparentemente néao
haver reducdo da adesdo do parasito a estas células (figura 13 E). A interacdo de amebas pré-
incubadas com 50 uM de vanadato com a monocamada de células MDCK resultou em uma
diminuicdo parcial das alteraces observadas no controle (figura 14 D), sendo esta diferenca mais
aparente quando visualizamos o resultado da interacdo entre trofozoitos de E. histolytica pré-
tratados com 50 uM de bpV(phen) e as células de mamifero confluentes (figura 14 E). ApGs
experimentos de quantificacdo desta interacdo pelo método colorimétrico, observamos que 0s

resultados sdo comparaveis aos mostrados pela analise qualitativa aqui descrita (figura 15 A e B).
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Figura 13. Avaliacdo da destruicdo da monocamada de células MDCK por trofozoitos de E.
histolytica. Monocamadas de células MDCK entram em confluéncia (A) e sdo expostos por 60
minutos & interacdo com indculos de 1x10° trofozoftos da cepa ICB — 452 (B) ou HM1:IMSS (C).
O pré-tratamento dos trofozoitos da linhagem HM1:IMSS com 0,01% de DMSO né&o afetou o
padrdo de interacdo (D). De modo adverso, a pré-incubacdo realizada com 1 uM de PAO reduziu

a atividade citopatica do parasito (E).
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Figura 14. Analise qualitativa da destruicdo da monocamada de células da linhagem
MDCK pelo protozoario Entamoeba histolytica. Células da linhagem MDCK confluentes (A)
sd0 expostas por 60 minutos & interagdo com 1 x 10° trofozoitos de Entamoeba histolytica das
cepas ICB — 452 (B) ou HM1:IMSS (C). Trofozoitos da linhagem HM1:IMSS pré-tratados com
50 uM de vanadato (D) ou 50 uM de bpV(phen) (E), apresentam uma reducdo da atividade
citopaética.
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Figura 15. Analise quantitativa da interacédo de trofozoitos de Entamoeba histolytica com a
monocamada de células da linhagem MDCK. (A) Trofozoitos de Entamoeba histolytica (cepa
HM1:IMSS) pré-tratados ou ndo com 0,01% de DMSO e o modulador da sinalizacdo celular
PAO. Houve a interacdo também de células de E. histolytica da linhagem ICB — 452. (B) Células
da linhagem HM1:IMSS pré-incubados ou ndo com o vanadato, ou o derivado de vanadio
bpV(phen). A cepa ICB — 452 também interagiu com a monocamada de células. As barras
correspondem a média * erro padrdao da média (ANOVA, ** p <0,01; *** p < 0,001).
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5.8. Avaliacdo Ultraestrutural e da atividade fosfatase acida de trofozoitos de E. histolytica
tratados com moduladores da sinalizacao celular

Com a finalidade de compreender os efeitos associados a acdo dos moduladores da
sinalizacdo celular utilizados neste estudo sobre a biologia do parasito, ndés realizamos
experimentos de citoquimica enzimatica para deteccdo de atividade fosfatdsica e avaliacdo
ultraestrutural de trofozoitos de Entamoeba histolytica da linhagem HMZ1:IMSS. As células
foram pré-incubadas por 60 e 180 minutos em presenca dos inibidores, sendo fixadas e
processadas em seguida, de acordo com a metodologia descrita. Amebas incubadas com 1 mM de
CeCl; por 40 minutos em pH 5,0, na auséncia do substrato B-glicerofosfato, ndo apresentaram
marcacdo, exibindo aspecto ultraestrutural normal (figuras 16 A e 17 A). A adicao do substrato a
reacdo promoveu a deposicdo de material eletrondenso em vesiculas presentes no citoplasma e na
superficie do trofozoito (figuras 16 C e 17 C). Amebas pré-tratadas com 1 uM de PAO por 60
minutos exibiram forte marcacdo préxima a face externa e em compartimento subjacente a
membrana plasmatica, sugerindo que o tratamento com este composto aumenta a secrecdo destas
enzimas pelo trofozoito (figura 16 D). Ap6s 3 horas de tratamento, observamos estruturas
semelhantes a vesiculas presentes no ndcleo da célula, bem como regides dilatadas e com
acumulo de granulos de glicogénio proximos a esta organela. Também foram observadas
marcacgdes para atividade fosfatase na membrana do protozoario (figura 17 D). Parasitos pré-
incubados por 1 hora com 50 pM de vanadato apresentaram altera¢fes ultraestruturais similares
as visualizadas pelo tratamento com PAO, porém as deposicOes de material eletrondenso foram
menos intensas em comparacao ao composto supracitado (figura 16 E). Vesiculas marcadas para
atividade fosfatase acida foram observadas apds 3 horas de tratamento com OVS (figura 17 E).
Houve uma expressiva reducdo da atividade fosfatase acida em trofozoitos tratados por 60
minutos com 50 uM de bpV(phen), evidenciada pela diminuicdo da deposicdo de material
eletrondenso em vesiculas e na membrana plasmatica do parasito (figura 16 F). Este mesmo fato
foi observado ap6s 180 minutos de incubagdo com este derivado de vanadio (figura 17 F). N&o
foram visualizadas marcac6es semelhantes as encontradas neste ensaio apds adi¢do de 100 uM de
vanadato a reacdo em células néo tratadas (figuras 16 B e 17 B).



72




73

Figura 16. Deteccdo ultraestrutural da atividade fosfatase &cida em trofozoitos de
Entamoeba histolytica da linhagem HM1:IMSS em presenca dos inibidores de PTPases.
Células incubadas por 40 minutos na auséncia do substrato B-glicerofosfato, apresentando reacao
negativa para a atividade enzimatica, tanto em vesiculas citoplasmaticas (*), quanto na membrana
plasmaética (seta) (A). O mesmo foi observado em células incubadas na presenca de 100 UM de
vanadato durante o periodo de reacdo enzimatica (B). Observa-se a presenca de precipitados
eletrondensos em vesiculas citoplasmaticas (*) e na superficie de trofozoitos de E. histolytica
(seta) pré-tratados por 1 hora com 0,01% de DMSO (C). H& uma aparente secrecdo da enzima
por parasitos pré-tratados por 60 minutos com 1 uM de PAO, evidenciada pelo aumento da
presenca de precipitados indicativos de atividade enzimética em regides proximas (D, ponta de
seta) e subjacentes a membrana plasmatica (D, em detalhe, setas). Trofozoitos pré-incubados com
50 uM de OVS apresentaram alteracfes similares as observadas no composto supracitado (E,
ponta de seta). Observa-se uma reducdo da marcacdo positiva para AcP, tanto em vesiculas
citoplasmaticas (*), quanto na superficie de parasitos (ponta de seta), apos o pré-tratamento com
50 uM de bpV(phen) (F). Barras: A =2um; B=2pum; C=2um;D=1pm; E=2 um; F =2
pm. N = ndcleo
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Figura 17. Deteccdo da atividade fosfatasica em pH &cido e avaliacdo ultraestrutural de
trofozoitos de E. histolytica da cepa HM1:IMSS em presenca de inibidores de PTPases.
Observa-se a auséncia de precipitados indicativos de atividade enzimatica em vesiculas
citoplasmaticas (*) e membrana plasmatica (setas) de trofozoitos incubados por 40 minutos na
auséncia do substrato B-glicerofosfato (A) ou em células incubadas na presenca de 100 pM de
vanadato durante o periodo de reacdo enzimatica (B). Vesiculas citoplasmaticas (*) e a superficie
de trofozoitos de E. histolytica (setas) apresentaram reacdo positiva para AcP em parasitos pre-
tratados por 3 horas com 0,01% de DMSO (C). Em trofozoitos pré-tratados pelo mesmo periodo
de tempo com 1 uM de PAO, foram observadas inimeras vesiculas (ponta de seta) presentes no
nucleo (N) da célula, aparente dilatacdo de compartimentos membranares em regides
perinucleares, além do acumulo de granulos de glicogénio nestas regides (D, setas brancas). A
presenca de vacuolos em provavel processo autofagico (pontas de seta brancas) e precipitados
eletrondensos na membrana plasmatica do trofozoito também foram visualizadas em D (setas). A
dilatacdo supracitada também foi observada em células pré-incubadas com 50 uM de OVS (E,
setas brancas), além de um aumento do numero de vesiculas marcadas positivamente para a
atividade enzimatica (E, pontas de seta). Reacdo positiva para AcP também foi visualizada na
face externa da membrana do trofozoito (E, seta) Observa-se em F uma reducdo de precipitados
eletrondensos na superficie do parasito (setas), apds o pré-tratamento por 3 horas com 50 uM de
bpV(phen). Barras: A =2um; B=2um; C=2um; D=1pum; E=2 um; F =2 pm.
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5.9. Purificacd@o parcial e efeito de antagonistas de PTPases em trofozoitos de Entamoeba
histolytica

Visando um maior entendimento da acdo de moduladores da sinalizagdo celular em
PTPases de trofozoitos de Entamoeba histolytica, a sua purificacéo a partir da fracdo solubilizada
do parasito, e posterior quantificacdo da atividade enzimatica, foi realizada. A tabela 5 sumariza
as etapas de purificacdo e seus respectivos percentuais de rendimento. A atividade especifica da
enzima aumentou cerca de duas vezes ap0s a solubilizagdo com triton X — 100, e em torno de
treze vezes apos a passagem pela coluna de Con A — sefarose. O padrédo de elui¢do na coluna de
DEAE - celulose exibiu um pico de atividade fosfatasica entre as fracdes 8 e 11 (dados nao
mostrados), com aumento da concentracdo enzimatica total de aproximadamente 35 vezes. A
andlise eletroforética das diferentes etapas de purificagdo demonstrou um perfil proteico
complexo para amostras oriundas do homogenato e fracdo solubilizada (figura 18, linhas 2 e 3),
porém uma banda bem definida, com peso molecular entre 78 e 45,7 KDa, foi encontrada tanto
na fracdo correspondente ao produto da eluicdo da coluna de Con A — sefarose, quanto a amostra
procedente da fracdo 8 da coluna de DEAE — celulose (figura 18, linhas 4 e 5). A adicdo de 10
UM de PAO a reacdo foi incapaz de inibir a atividade fosfatasica das fragdes purificadas (figura
19 A). No entanto, o vanadato e os derivados de vanadio inibiram de forma significativa a
hidrolise do p-NPP pelas mesmas, com reducdo total da atividade enzimatica para as amostras
incubadas com 10 uM de bpV/(phen) e bpV(pic) (figura 19 B).
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Tabela 5. Sumério da purificacdo parcial da fracdo solubilizada de trofozoitos de Entamoeba

histolytica
Atividade especifica )
Etapas ) Rendimento (%)
(nM p-NP/ug proteina)

Homogenato 0,59 100
Fracdo Solubilizada 1,18 200
(Con A) — Sefarose 7,55 1279,66
DEAE — Celulose’ 20,72 3511,86

' A oitava fracdo de DEAE-celulose foi utilizada para o calculo do percentual de rendimento.

KDa
216

136

78

45,7

32,5
18,4

7,6

1 2 3

Figura 18. Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras provenientes das diferentes
etapas de purificacdo. Linha 1: padrdo; linha 2: homogenato; linha 3: fracdo solubilizada; linha
4: eluato procedente da coluna de Con A-sefarose; linha 5: Fracdo 8 oriunda da coluna de DEAE

— celulose.
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Figura 19. Avaliacdo da atividade fosfatasica das fragdes purificadas em presenca de
inibidores de PTPases. As fragcdes procedentes do material eluido da coluna de DEAE-celulose
foram testadas para quantificdo da atividade fosfatasica em presenca de 10 mM de p-NPP e
diferentes moduladores da sinalizagdo celular. (A) Deteccdo da atividade enzimatica da fracdo 8
na presenca ou auséncia de 0,1% de DMSO ou 1 uM de PAO e (B) do vanadato ou dos derivados
de vanadio. As barras correspondem a média  erro padrdo da média (ANOVA, *** p <0,001).
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6. DISCUSSAO

Um dos principais eventos que envolvem vias de transducdo de sinais € a fosforilacao de
proteinas, reacdo regulada pela acdo conjunta de proteinas cinases e fosfatases. Enquanto as
proteinas cinases transferem fosfato do ATP para grupos hidroxila de residuos serina, treonina ou
tirosina, as proteinas fosfatases hidrolisam o fosfato destes aminoacidos, em proteinas
sinalizadoras intracelulares especificas (STONE e DIXON, 1994; TONKS, 1996).

A fosforilacéo reversivel de residuos de tirosina desempenha papel crucial no controle de
processos fundamentais, tais como proliferacdo, diferenciacéo e locomocéo celular, regulacéo do
metabolismo e expressdo génica. As proteinas tirosina fosfatases atuam como verdadeiros
efetores negativos da transducdo de sinal, desfosforilando proteinas-alvo especificas e,
consequentemente, assegurando a curta duracéo das fosforilagdes e o reduzido nivel de tirosinas
fosforiladas, o que as qualifica como possivel alvo terapéutico em doencgas em que ha alteracdes
neste perfil de fosforilagdo (HENDRIKS et al., 2012; NINFA e DIXON, 1994; OSTMAN e
BOHNER, 2001).

Diversos estudos tém demonstrado que trofozoitos de E. histolytica secretam e
apresentam em sua superficie proteina tirosina fosfatases, as quais vem sendo descritas na
literatura como importantes fatores de viruléncia em diversos microorganismos patogénicos
(ANDREEVA e KUTUZOV, 2008; GOMES et al., 2011; WHITMORE e LAMONT, 2012). Em
E. histolytica, dados da literatura sugerem que estas PTPases se apresentam sob duas formas:
SAP — fosfatase acidofila secretada e MAP — fosfatase acidofila ligada & membrana (TALAMAS-
ROHANA, 1999). A anélise destas proteinas tem sido realizada em uma série de patdgenos,
porém pouco ainda se sabe acerca do papel fisiologico destas enzimas nestes parasitos. Uma das
ferramentas utilizadas para a caracterizacdo de fosfatases é a avaliacdo enzimatica e funcional
destas proteinas atraves de inibidores, quelantes de metal e/ou cations divalentes, em diferentes
condicdes de pH (GOMES et al., 2011).

A anélise da proliferacdo celular de trofozoitos de E. histolytica tratados com conhecidos
moduladores da sinalizacdo celular em concentragdes micromolares, demonstrou que estas
células foram susceptiveis, nas condi¢des avaliadas, apenas ao PAO e ao derivado de vanadio
bpV(phen). No que concerne a este Ultimo, os compostos peroxovanadio foram sintetizados por
POSNER e colaboradores (1994), ap6s observacdes de que a combinacdo do vanadato com o

peroxido de hidrogénio (H,0,) apresentava um efeito sinergistico na ativacdo do receptor de
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insulina cinase (IRK) em adipdcitos, e mimético da insulina (KADOTA et al., 1987). Sugeriu-se
que estes efeitos deveram-se & formacéo de complexos peroxovanadio aquosos (pV[aq])?, onde o
fon peroxido entra na esfera de coordenacdo do vanadio. Estes compostos sintetizados foram
figado de ratos. Além disso, ha neste estudo, uma aparente correlacdo entre 0 nimero de grupos
peroxo em cada composto sintetizado e a sua atividade biologica (POSNER et al., 1994). Isso
poderia explicar, em parte, a diferenca observada na detec¢do de atividade fosfatasica entre os
compostos que possuem dois grupos peroxo utilizados em nosso estudo, como o bpV(phen),
bpV(bipy), bpV(pic), bpV(hopic), e 0 mpV(pic), que apresenta apenas um grupo peroxo. De
modo semelhante, estudos anteriores demonstraram uma variagdo consideravel na atividade
destas substancias a depender do ligante auxiliar coordenado ao vanadio, ja que alguns
complexos peroxovanadio apresentam efeito inibitério preferencial na desfosforilacdo de IRK,
em comparacdo ao receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) (POSNER et al., 1994).
Os derivados de vanadio sdo considerados potentes inibidores de proteina tirosina fosfatases,
atuando como moduladores oxidativos do residuo de cisteina presente no sitio catalitico,
regulando negativamente a atividade enziméatica (AOYAMA et al., 2003). O ortovanadato de
sodio, mais conhecido como vanadato, € um classico inibidor de proteina tirosina fosfatases,
sendo considerado um analogo estrutural do fosfato (HUYER et al., 1997). Como tal, este
composto também pode inibir a atividade de uma série de enzimas que utilizam grupos fosfato
como substrato, a exemplo de Na*,K*-ATPase (CARUSO-NEVES et al., 1998), Ca®"-ATPase
(FRAQUEZA et al., 2012) e fosfofrutocinase (INOUE et al., 1994; SIGNORINI e BERGAMINI,
1990).

O oxido de fenilarsina é considerado um potente inibidor de proteina tirosina fosfatases
permeavel a membrana. Este € um composto arsénico trivalente, o qual se liga covalentemente a
residuos cisteina residentes no sitio catalitico da enzima, impedindo a acdo de PTPases
(GERHARD et al., 2003). No entanto, esta substancia também atua em outras fosfatases que
possuem grupamentos tiol vicinais, a exemplo de calcineurina, uma serina/treonina fosfatase
dependente de Ca**/calmodulina (BOGUMIL et al., 2000). Além disso, a inibicdo estérica de
NF«B pelo PAO ¢ responsavel, possivelmente, pela reducdo da ligagdo deste fator de transcrigao
ao DNA em hepatdcitos (ODA et al., 2000). Outro efeito observado em timadcitos e atribuido a

este composto é o aumento da mobilizagdo intracelular do calcio resultante da inibicdo da
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ATPase dependente de Ca®* (HMADCHA et al., 1999), que estd diretamente associada &
regulacdo da concentracdo de calcio do reticulo nucleoplasmatico em eucariotos superiores
(ABRENICA e GILCHRIST, 2000; ALONSO e GARCIA-SANCHO, 2011; ESCHEVARRIA et
al., 2003). Este mecanismo envolve bombas ou canais de Ca’* em membranas préximas ao
nucleo destas células (ABRENICA e GILCHRIST, 2000), e alteracfes na homeostase de calcio
intracelular podem gerar respostas celulares fisioldgicas especificas. Em neutréfilos, foi
observada uma diminuicdo da producdo de radicais livres de oxigénio, com concomitante
aumento do Ca*" intracelular promovido pela oxidacdo de grupos tiol vicinais por este composto
arsénico (WANG et al., 2005). A reducdo dos niveis de Ca®* mitocondrial em células HeLa foi
associado a abertura do poro de transicdo de permeabilidade pelo PAO, um mecanismo que esta
intimamente associado a morte celular por apotose (VAY et al., 2009).

Apesar de ter apresentado importante efeito antiproliferativo em trofozoitos de
Entamoeba histolytica, o PAO ndo apresentou efeito inibitdrio significativo na atividade
ectofosfatasica nas concentragfes utilizadas. Embora este composto bloqueie a atividade de
PTPases em outros tipos celulares, ele ndo é um inibidor exclusivo desta proteina e é possivel que
ligacOes sejam feitas pelo PAO em outros grupamentos tiol em residuos cisteina de proteinas
expressas pelo parasito. No que se refere a L-cisteina, este € um aminoacido essencial em
processos celulares vitais do parasito, a exemplo de metabolismo de aminoacidos que contém
enxofre e regulacdo redox, este Ultimo de importancia crucial no processo de invaséo tecidual
(HUSAIN et al., 2011). Outro fato observado é que em concentra¢des acima de 1 uM de PAO, ha
um aumento da atividade fosfatasica de trofozoitos de E. histolytica. E possivel que em
concentracdes elevadas este composto apresente efeito citotoxico, com liberacdo do conteddo
vacuolar dos trofozoitos para o meio extracelular. A viabilidade, analisada por exclusdo de
corante de trofozoitos tratados em concentracGes acima de 10 puM, foi reduzida em comparagédo
ao controle (dados ndo mostrados). Apesar do provavel efeito citotdxico em concentragdes
micromolares, dados de citoquimica enzimatica avaliados por microscopia eletrbnica de
transmisséo para deteccao da atividade de fosfatases em pH acido de parasitos tratados com 1 uM
de PAO, evidenciaram um aumento de precipitados eletrondensos proximos a face externa da
membrana plasmaética, indicando que a secre¢do enzimética é um provavel mecanismo de atuagdo
deste composto arsénico na biologia do trofozoito. A este respeito, na mesma concentracdo

supracitada, a viabilidade deste patdgeno foi avaliada através da andlise colorimétrica da reducao
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do MTT a formazan por desidrogenases do parasito (CEDILLO-RIVERA et al., 1992).
Observou-se que nestas condi¢cdes, ndo houve alteracdo da viabilidade de trofozoitos tratados
com este composto. Novos estudos visando o entendimento dos possiveis mecanismos de acao
deste inibidor em Entamoeba histolytica sdo necessarios.

Outros tipicos inibidores de PTPases descritos na literatura testados em trofozoitos de E.
histolytica apresentaram pouco ou nenhum efeito na atividade proliferativa e ectofosfatasica
destas células. O composto antimonial pentavalente estibogluconato de sédio (Pentostam®) tem
sido utilizado h& mais de 60 anos para o tratamento da leishmaniose visceral e cuténea
(SEIFERT, 2011). No entanto, casos de resisténcia tém sido relatados na literatura e o seu uso foi
descontinuado em algumas regiGes do mundo (SUNDAR et al., 2000). Antimoniais pentavalentes
precisam ser reduzidos para a forma trivalente para exercer a sua atividade bioldgica. Os
mecanismos de reducdo e atuacdo deste composto na interface parasito — hospedeiro ainda nao
sdo bem compreendidos, porém dados indicam que ha um comprometimento do metabolismo
redox de grupos tiol de Leishmania donovani sensivel ao antimonial trivalente (WYLLIE et al.,
2004). O estibogluconato de sédio é um inibidor irreversivel da atividade de PTPases, incluindo
enzimas com dominios de homologia a src SHP- 1 e SHP-2, além de PTP1B (PATHAK e YI,
2001), porém esta inibicdo enzimatica ndo foi observada em trofozoitos de E. histolytica tratados
com este composto. Resultados semelhantes foram vistos tanto para a defostatina, quanto para o
substrato 4-MUP. A defostatina € um inibidor de PTPases de ocorréncia natural descoberto em
1993 (UMEZAWA et al., 2003). Este inibidor também induz liberagdo de célcio intracelular, o
que promove a secrecdo de amilase em células pancreéticas. E possivel que este efeito seja
gerado pela acdo oxidante deste composto (LAJAS et al., 2000). Analogos desta substancia
também foram responsaveis pela liberacdo de 6xido nitrico (NO) em neurdnios (CULMSEE et
al., 2005). O composto 4-MUP é um conhecido substrato fluorescente para fosfatase alcalina. A
utilizacdo desta substancia em ensaios de proliferacdo celular e de atividade enzimaética se deveu
a hipotese de uma possivel inibicdo competitiva de PTPases do parasito em condic@es in vitro. O
DMHV é um potente inibidor reversivel de proteina tirosina fosfatases. Esta molécula ndo
apresenta cargas em pH fisiologico, e devido a esta caracteristica, apresenta maior
permeabilidade a membrana plasmatica do que o vanadato. Dados da literatura indicam que
células de mamiferos intactas tratadas com o DMHV apresentaram maiores niveis de proteinas

fosforiladas em residuos tirosina do que as incubadas com o vanadato. Em niveis comparativos, a
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captacao de glicose aumentou em cerca de 10 a 20 vezes, bem como a sintese de glicogénio em
adipdcitos tratados com o composto permeavel a membrana, provavelmente devido ao aumento
da fosforilac@o de receptores de insulina (CUNCIC et al., 1999). Apesar disso, este composto ndo
inibiu a atividade ectofosfatasica em trofozoitos de E. histolytica de modo similar ao observado
no tratamento com o vanadato e seus derivados.

Dentre as cepas utilizadas neste estudo, a HM1:IMSS foi a que apresentou maiores niveis
de atividade, tanto para a fosfatase acidofila secretada, quanto para a detectada na face externa da
membrana plasmatica. A cepa ICB — CSP apresentou uma reducéo desta atividade ectofosfatasica
em comparacao a linhagem supracitada, porém seus niveis foram maiores do que os encontrados
na linhagem ICB — 452. As cepas HM1:IMSS e ICB — CSP sdo classificadas na literatura como
altamente virulentas, enquanto que a cepa ICB — 452 é considerada avirulenta (SILVA, 1997). As
cepas HM1:IMSS, isolada no México, e ICB — CSP, oriunda de paciente do estado da Bahia,
foram isoladas de pacientes sintomaticos apresentando colite disentérica (SILVA, 1997).
Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo de De Sa-Pinheiro e colaboradores
(2007), onde demonstrou-se que a atividade ectofosfatasica da cepa de E. histolytica considerada
virulenta foi maior do que a da linhagem nédo virulenta e de vida livre. Em um estudo
desenvolvido por Talamés-Rohana e colaboradores (1999), observou-se que ha uma secregédo
ativa de fosfatases acidofilas por trofozoitos de E. histolytica, particularmente entre 45 e 68 horas
de cultivo, correspondente a fase logaritmica de crescimento. Esta atividade secretdria ocorreu
em diferentes linhagens de E. histolytica, independente do seu grau de viruléncia e/ou
patogenicidade. Contudo, ficou evidenciado que Entamoeba dispar, uma espécie nao patogénica,
contém fosfatase acidofila associada a membrana, porém ndo a secreta, reforcando a tese de que
as proteinas fosfatases de E. histolytica podem desempenhar importante papel no processo
patogénico da amebiase.

Sabe-se que a evolugdo da infeccdo por E. histolytica é decorrente da interacéo de fatores
do hospedeiro e mecanismos de viruléncia do parasito. A qualidade da resposta inflamatoria,
status nutricional e o tipo de flora bacteriana sdo reconhecidos como alguns dos fatores que
interferem no desfecho sintomatico ou assintomatico da doenca (LEJEUNE et al., 2009;
MENDOZA-MACIAS et al., 2009). Uma definicio importante diante da discussio na literatura
acerca dos termos “patogenicidade” e “viruléncia” ¢ a de Gladstone (1970) apud Talamés-

Rohana e colaboradores (1999). Segundo este autor, patogenicidade é a capacidade de produzir a
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doenca, sem especificacdo das condicGes. Viruléncia é a capacidade de produzir a doenga em um
determinado conjunto de circunstancias. Varios graus de viruléncia podem ser encontrados a
depender das condi¢fes, mas 0s organismos ou s&o patogénicos, ou ndo sdo. Nesse sentido,
diferencas no perfil de atividade fosfatasica podem ser encontradas em linhagens patogénicas de
Entamoeba histolytica, uma vez que a viruléncia abrange maultiplos fatores e inUmeras moléculas
do parasito estdo envolvidas neste processo (ANAYA-VALAZQUEZ e PADILLA-VACA,
2011).

A familia de proteina tirosina fosfatases possui um dominio catalitico altamente
conservado ([I/V]JHCXAGXXR[S/T]G), onde cisteina (C) e a arginina (R) sdo essenciais para a
catalise enzimatica (AOYAMA et al., 2003). A presenca da cisteina no sitio ativo das PTPases é
crucial para formacédo do intermediario tiofosforil enzima-fosfato, enquanto que a arginina tem a
funcdo de se ligar ao substrato, estabilizando o estado de transicdo, para que este possa ser
hidrolisado (AOYAMA et al., 2003). Um estudo de Herrera-Rodriguez e colaboradores (2006),
demonstrou através da identificacdo e clonagem de genes de E. histolytica associados a PTPases,
que as fosfatases deste parasito codificadas pelos genes EnRPTPA e EhPTPB apresentam dominio
catalitico conservado, similar ao de PTPases encontradas em outros microorganismos.

As PTPases sdo reguladas por reacGes de oxidagdo-reducdo. A oxidacdo do residuo de
cisteina do sitio ativo, atraves de agentes oxidantes como o vanadato e H,0,, causa alteracdo
reversivel deste residuo, com producdo de acido sulfénico, o que tem sido caracterizado como um
mecanismo de regulacdo negativa desta enzima. Isto se deve provavelmente ao fato de a cisteina
do sitio catalitico se apresentar na forma de anion tiolato, o que a torna mais susceptivel a
oxidacdo (HUYER et al, 1997). A formacdo de acidos sulfinico e sulfénico por novas oxidacdes
no sitio catalitico gera inibicdo enzimatica irreversivel (BARRETT et al., 1999; CALLSEN et al.,
1999; THOMAS e MALLLIS, 2001). Em trofozoitos de E. histolytica o tratamento com ZnCl,, um
conhecido agente que interage com residuos cisteina em proteinas (FRANCO et al., 1999), inibiu
de modo dose-dependente a atividade enzimatica de ectofosfatases neste parasito, possivelmente
pela sua acdo oxidante em grupamentos tiol. Em contrapartida, agentes redutores, como
ditiotreitol (DTT) e glutationa reduzida aumentaram a atividade enzimatica desta proteina,
demonstrando que a mesma é regulada por reacdes de oxidacao e reducdo (DE SA-PINHEIRO et
al., 2007).

A fagocitose se caracteriza como um evento crucial durante o processo de invasédo de
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trofozoitos de E. histolytica, no qual ele adere, mata e fagocita células epiteliais, do sistema
imune e eritrécitos (BOETTNER et al., 2005), sendo considerado um marcador de viruléncia
neste patégeno (VOIGT et al., 1999). A importancia da fagocitose na patogenicidade deste
protozoario se tornou evidente quando se demonstrou que cepas que ndo tinham a capacidade de
fagocitar eram consideradas avirulentas (OROZCO et al., 1983). Neste estudo, demonstramos
que trofozoitos de E. histolytica da linhagem HML:IMSS, que apresentam maior atividade
fosfatésica, tanto na superficie, quanto secretdria, possuem maior capacidade fagocitica do que
celulas que possuem seus niveis de atividade reduzidos, como a cepa avirulenta ICB — 452.
Parasitos da linhagem HM1:IMSS tratados com os moduladores da sinalizacdo celular diminuem
a sua capacidade eritrofagocitica. Esta variagdo na fagocitose pode ser explicada em parte por
diferencas na expressao de receptores de superficie do protozoario ligados a eventos como adesao
e internalizacdo da celula do hospedeiro (SATERIALE e HUSTON, 2011). Além disso, a analise
protedmica de fagossomos de Entamoeba histolytica detectou a presenca de duas fosfatases
acidofilas nestas organelas, sugerindo que estas proteinas também estejam envolvidas no
processo de digestdo neste parasito (OKADA et al., 2005). E possivel também que fosfatases
presentes na membrana plasmatica do trofozoito e/ou secretadas desempenhem importante papel
na fagocitose de eritrdcitos e outras células imunes. Alguns trabalhos tém apontado a participacao
de proteina tirosina fosfatases do parasito como promotor de morte celular através da inducgéo de
apoptose da célula do hospedeiro (KIM et al., 2010; TEIXEIRA e MANN, 2002). Trofozoitos de
E. histolytica utilizam fosfatidilserina para reconhecer e fagocitar células do hospedeiro, a
exemplo de eritrocitos (BOETTNER et al., 2005) e linfécitos (HUSTON et al., 2003).

O efeito citopatico de trofozoitos de Entamoeba histolytica da cepa HM1:IMSS sobre
monocamadas de células da linhagem MDCK também apresentou-se significativamente maior,
em comparacgdo ao da linhagem avirulenta ICB — 452. A destruicdo de monocamadas de células
de mamiferos por trofozoitos de E. histolytica constitui um importante pardmetro utilizado na
avaliagdo do grau de viruléncia das linhagens desta espécie (KEENE et al., 1990; OROZCO et
al., 1983). A amebiase invasiva é caracterizada pela ruptura e invasdo da mucosa colonica pelo
parasito, e a perda da fungé@o da barreira entérica € uma das principais causas de manifestacdes
clinicas observadas nesta doenca (LEROY et al.,, 2000). Os mecanismos citopatogénicos
relacionados a este processo envolvem a adesdo do trofozoito a célula do hospedeiro (RAVDIN e

GUERRANT, 1981), porém moléculas secretadas pelo parasito também tém sido relatados na
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literatura como causa de citotoxicidade em monocamadas de células de mamiferos (GADASI e
KOBILER, 1983; RAVDIN et al., 1985; REED et al., 1989). Alteracdes na resisténcia elétrica
transepitelial sdo atribuidas as mudangas moleculares em proteinas do complexo “tight junctions”
(i. e., zonula ocludens), como demonstrado por Leroy e colaboradores. (2000). Neste estudo,
observou-se uma degradacdo de ZO-1 e desfosforilagdo de ZO-2. Em nosso trabalho, observamos
que ha uma reducao significativa da destruicdo da monocamada de células da linhagem MDCK
por trofozoitos de E. histolytica da cepa HM1:IMSS pré-tratados por 1 hora com o inibidor de
PTPases bpV(phen). O vanadato também apresentou um efeito similar, contudo menor do que o
observado para o seu derivado. Estes fatos podem estar ligados a diminuicdo da especificidade
deste composto a PTPases, em comparacdo aos bpV(phen). O ortovanadato de sddio é
caracterizado como um inibidor de fosfatases de amplo espectro, bloqueando também a acdo de
fosfatases aciddfilas e alcal6filas (MCLAUCHLAN et al., 2010; WHISNANT e GILMAN, 2002)
bem como a atividade de outras enzimas ndo correlatas, a exemplo de Na' K'-ATPase
(MAKIHIRA et al., 2011) e fosfofrutocinase (KHOJA et al., 1996). O bpV(phen) é mil vezes
mais potente na inibi¢do da desfosforilagcdo de receptores de insulina autofosforilados in situ do
que o ortovanadato de sédio (POSNER et al., 1994). Trofozoitos pré-incubados com PAO
também apresentaram efeito citopatico reduzido, em comparac¢édo ao controle.

A deteccdo citoquimica de fosfatase acidéfila por microscopia eletronica de transmissédo
de trofozoitos de E. histolytica demonstrou que esta atividade se localiza tanto na membrana
plasmética destas células, quanto em vacutolos citoplasmaticos. De modo semelhante, Batista e
colaboradores (2000), em um trabalho desenvolvido com o objetivo de caracterizar a via
endocitica de E. histolytica, também demonstrou reacdo positiva para AcP em vesiculas presentes
em numerosos compartimentos no endoplasma. Nesse sentido, Temesvari e colaboradores
(1999), demonstraram que endossomas tardios, seguidos de iniciais purificados magneticamente,
apresentam de forma decrescente maior atividade fosfatase acidofila do que o seu homogenato.
Andlises de fragcbes microssomais de E. histolytica também detectaram atividade para esta
enzima em estruturas celulares que apresentavam atividade tipica de reticulo endoplasmatico
(SALGADO et al., 2005). Vesiculas muito proximas a membrana plasméatica com reacdo positiva
para AcP também foram observadas nestas células em nosso estudo, porém ndo foi possivel
avaliar se estas tinham natureza exocitica ou endocitica. Além disso, nas trés cepas utilizadas,

numerosas vesiculas marcadas positivamente para atividade fosfatdsica em pH acido foram
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visualizadas em provavel processo de fusdo com compartimentos ndo marcados para tal
atividade. Processos fusionais entre vesiculas com contetdo vacuolar diverso ja foram
demonstrados neste patdgeno, onde se visualizou que alguns compartimentos marcados
positivamente para a atividade peroxidase estavam fusionando com vesiculas que néo
apresentavam tal marcacdo (BATISTA et al., 2000). Ainda em nosso estudo, foram visualizados
em trofozoitos da cepa ICB — CSP estruturas semelhantes a corpos multivesiculares apresentando
reacdo positiva para atividade fosfatase em pH &cido. Esta organela j& foi descrita neste patdgeno,
estando associada a destinaco final de material a ser degradado (BANUELOS et al., 2012).

Em termos comparativos, a cepa HM1:IMSS apresentou maior atividade enzimatica do
que as cepas ICB — CSP e ICB - 452, particularmente no que concerne a superficie do trofozoito.
Em algumas células, os precipitados eletrondensos presentes na membrana plasmatica ndo
apresentavam distribuicdo uniforme, fato mais frequentemente observado na cepa ICB — 452. De
Sa Pinheiro e colaboradores (2007) também demonstrou, através de analise citoquimica para
atividade fosfatase, reacdo positiva na membrana plasmatica de trofozoitos de Entamoeba
histolytica da cepa invasiva. Em outro estudo, a localizagdo in situ da fosfatase acidofila deste
patdgeno, realizada através de imunodeteccdo por anticorpo policlonal em figado de hamster
infectado, revelou que esta enzima esta presente no sistema vacuolar de trofozoitos, na interface
parasito — célula do hospedeiro, e em material engolfado de polimorfonucleares (VENTURA-
JUAREZ et al., 2000). Ainda neste trabalho, foi possivel detectar em trofozoitos de E. histolytica
a marcacdo pelo anticorpo de alguns granulos em provavel processo secretorio, confirmando a
hipétese de que a atividade fosfatasica deste patdgeno pode ser um importante mecanismo
patogénico (VENTURA-JUAREZ et al., 2000).

Trofozoitos da cepa HM1:IMSS pré-tratados por 1 hora com 1 uM de PAO apresentaram
uma maior quantidade de depdsitos eletrondensos na regido extracelular, sugerindo que haja uma
maior atividade secretoria desta enzima por estas células na presenca deste composto. Em
diferentes tipos celulares foi constatado o aumento da atividade secretdria apos tratamento das
mesmas com este composto arsénico. Em células acinares do pancreas de ratos, a mobilizacdo do
calcio pelo PAO de estoques intracelulares induziu um aumento da secrecdo basal de amilase,
efeito este bloqueado pelo uso do ditiotreitol (DTT), indicando que a atuacdo deste composto
provavelmente se da pela inativacdo de bombas e/ou canais contendo grupamentos tiol vicinais

(LAJAS et al., 1999). Bennett e colaboradores (2000) demonstraram que ha uma inducéo de
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‘shedding’” de L-selectina em neutrofilos incubados com PAO, independente da ativacéo
leucocitaria. Em macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS), este composto arsénico
aumentou, significativamente, a secrecdo de IL-12p40 pela inibicdo do elemento de resposta ao
AMP ciclico (CRE) (CHO et al., 2010). O PAO é muito utilizado como ferramenta para estudos
acerca de processos exo- e endociticos (TARASENKO et al., 2005), visto que este composto é
um conhecido inibidor de endocitose dependente de clatrina (TAKANO et al., 2004; YUMOTO
et al., 2006). Apo6s 3 horas de incubacdo, ainda é possivel observar marcacdo para fosfatase
aciddfila na superficie do trofozoito, indicando que 0 mecanismo de acdo desta substancia ndo se
da através da inibicdo enzimatica de fosfatases de E. histolytica. Além disso, nestas células foi
observada uma dilatacdo de estruturas que apresentava perfil membranoso e granulos de
glicogénio na regido perinuclear, além de vesiculas presentes no nicleo observado em trofozoitos
tratados com este composto. Vesiculas nucleares ja foram descritas em trofozoitos de Entamoeba
histolytica, assim como acumulo de granulos de glicogénio em determinadas regifes
citoplasmaticas, porém ndo relacionadas a dilatacdo de estruturas associadas a membranas em
locais proximos ao ndcleo (ROSENBAUM e WITTNER, 1970). E provavel que este fendmeno
esteja associado a um desequilibrio na homeostase de célcio, como observado em alguns
eucariotos superiores, onde se visualiza uma dilatacdo do reticulo endoplasmatico nestas células
com o concomitante aumento do calcio citoplasmatico (LIU et al., 2010; RAEYMAEKERS e
LARIVIERE, 2011). Em trofozoitos de E. histolytica, a secrecdo de vesiculas acidicas por este
parasito é dependente de temperatura, microfilamentos, célcio e estimulada por ésteres de forbol
(RAVDIN et al., 1988). Estes mesmos autores também sugeriram que o fluxo de calcio
intracelular e a entrada de calcio extracelular interferem em processos secretdrios neste parasito
(RAVDIN et al., 1985).

Apb6s o pré-tratamento destas células com 50 pM de vanadato por 60 minutos,
observamos uma menor atividade fosfatase aciddfila na membrana do trofozoito de Entamoeba
histolytica, e uma secre¢cdo menos acentuada do que a observada em trofozoitos pré-incubados
com PAO. Vesiculas com depdsito de material eletrondenso foram observadas em parasitos pré-
tratados com o vanadato por 180 minutos, indicando haver uma reversibilidade do efeito
observado anteriormente. Uma das explicacdes para este fato € o provavel efeito reversivel deste
composto em proteina tirosina fosfatases deste patdgeno, algo que ja foi demonstrado em outros
tipos celulares (CUNCIC et al., 1999; MIKALSEN e KAALHUS, 1996). Outra possibilidade é
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de que o rapido ‘turnover’ de membranas apresentado por este parasito possibilitaria uma
expressdo de novo de proteinas de superficie pelo mesmo (CALDERON et al., 1980). Dilatac&o
de estruturas associadas a membrana em regides perinucleares também foi observada em
trofozoitos tratados pelo mesmo periodo de tempo supracitado, possivelmente pela inibi¢do de
enzimas associadas ao transporte do ion célcio pelo referido composto. Em um trabalho
desenvolvido por Sangramitha e colaboradores (1994), demonstrou-se que houve um alto grau de
inibicdo pelo vanadato da incorporacédo de célcio dependente de ATP, com subsequente liberacdo
intracelular deste ion induzida por trifosfato de inositol (InsP3). Dados da literatura indicam que
este inibidor inespecifico diminui a incorporacao de calcio em Herpetomas sp., sendo este efeito
relacionado, aparentemente, ao reticulo endoplasmatico do parasito (SODRE et al., 2009).
Alguns trabalhos tém evidenciado a presenca de reticulo endoplasméatico em trofozoitos de
Entamoeba histolytica (BREDESTON et al., 2005; GIRARD-MISGUICH et al., 2008;
VAITHILINGAM et al., 2008). O pré-tratamento do trofozoito com 50 uM de bpV(phen), por 1
e 3 horas, demonstrou uma reducdo significativa de depodsitos eletrondensos na membrana
plasmética do parasito, indicando que h& uma irreversibilidade da atividade fosfatase acidéfila
por este composto. A inibi¢do da capacidade proliferativa de trofozoitos de E. histolytica tratados
com este derivado de vanadio pode estar relacionada a esta caracteristica associada ao tratamento
com o composto supracitado.

Diversos estudos tém apontado a presenca de fosfatase acidofila em compartimentos
endossomais (TEMESVARI et al., 1999), fracdes microssomais (SALGADO et al., 2005),
fagossomos (BOETTNER et al., 2008; OKADA et al., 2005) e membrana plasmatica de
trofozoitos de Entamoeba histolytica (DE SA-PINHEIRO et al., 2007). Além disso, uma
fosfatase acidofila expressa pelo parasito foi localizada na interface parasito — célula do
hospedeiro, bem como em material engolfado por leucécitos polimorfonucleares (VENTURA-
JUAREZ et al., 2000). A caracterizacio enzimatica destas fosfatases de E. histolytica tornou-se
possivel apds a purificacdo desta enzima, e inibidores ou ativadores especificos foram testados
para uma maior compreensdo da atividade exercida por estas proteinas neste protozoario. Em um
trabalho desenvolvido por Aguirre-Garcia e colaboradores (2003), a inibicdo de uma fosfatase
que apresentava pH 6timo em torno de 5,0 e purificada da fragdo solubilizada (MAP) de
trofozoitos de E. histolytica, foi realizada com sucesso em concentraces micromolares por

inibidores competitivos de proteinas tirosina fosfatases, como o ortovanadato de sédio, molibdato
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de amoénio e tungstato de sodio. No entanto, o acido ocadaico, um conhecido inibidor de
serina/treonina fosfatases, ndo apresentou efeito algum sobre esta enzima (AGUIRRE-GARCIA
et al., 2000). Entretanto, a fosfatase acidofila secretada (SAP) demonstrou uma resisténcia parcial
a conhecidos inibidores de PTPases (AGUIRRE-GARCIA et al., 2000). O reconhecimento da
enzima MAP pelo anticorpo que se liga ao dominio catalitico conservado de uma proteina
tirosina fosfatase da placenta humana, a PTP-1B, indica que é possivel que este sitio também seja
conservado na fosfatase do parasito (AGUIRRE-GARCIA et al., 2003). Em nosso estudo, a
purificacdo de fosfatases da fracdo solubilizada de trofozoitos de E. histolytica se deu pela
metodologia utilizada por Aguirre-Garcia et al. (2000). Em um trabalho anterior publicado pelo
mesmo grupo, diversas lectinas foram testadas para avaliar a sua capacidade de se ligar a
fosfatase acidofila. A concanavalina A (Con A) foi a que apresentou a maior eficiéncia neste
processo (ANAYA-RUIZ et al., 1997). A capacidade desta fosfatase aciddfila se ligar a lectinas
indica que esta enzima é glicosilada (AGUIRRE-GARCIA et al., 2003), possivelmente em
residuos de asparagina. A este respeito, foi demonstrado que Con A se liga a glicoproteinas da
superficie de trofozoitos de E. histolytica, agregando-os em ‘caps’, que sdo eliminados para o
ambiente extracelular através de ‘shedding” (ARHETS et al., 1995). Este resultado indicou uma
alta concentracdo de manose em N-glicanos (MAGNELLLI et al., 2008) A cromatografia de troca
aniodnica realizada comumente através da coluna de DEAE — celulose € amplamente usada para
purificacdo de diversas fosfatases acidofilas de microoganismos, a exemplo de Leishmania
donovani (NANDI e SARKAR, 1995) e Trypanosoma brucei (AMLABU et al., 2009). Em nosso
estudo, observamos que a atividade desta proteina purificada de fracdes solubilizadas de
trofozoitos de E. histolytica foi inibida de modo semelhante pelo vanadato e os seus derivados, a
excecdo do composto que apresenta apenas um grupamento peroxo em sua molécula, o
mpV(pic), que demonstrou um efeito inibitério reduzido em comparacdo as outras substancias
avaliadas. Em contrapartida, o0 PAO né&o apresentou inibicdo desta atividade nas fracGes testadas,
confirmando os achados que obtivemos até o presente momento com relagdo a atuacdo destes
compostos em proteinas fosfatases de trofozoitos de E. histolytica.

No presente estudo, foram detectados diferentes perfis de atividade fosfatasica na
superficie de cepas de trofozoitos de E. histolytica, com graus de viruléncia distintos. Tal
atividade enzimética foi avaliada em células viéveis, pela adicdo do substrato exdgeno p-

nitrofenilfosfato, considerado um analogo da fosfotirosina (FURUYA et al., 1998). Além disso, a
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inibicdo da atividade de fosfatases presentes na superficie de trofozoitos pelo vandato, um
classico inibidor de PTPases (GOMES et al., 2011), indica que existe uma alta probabilidade
desta enzima se caracterizar como uma ectofosfatase que hidrolisa substratos que contenham
residuos fosfotirosina em sua sequencia de aminoacidos. Dados ultraestruturais de citoquimica
enzimatica para atividade de fosfatases, através da adi¢do do substrato B-glicerofosfato ao meio
de reacdo em pH 5,0, sugerem que esta ectofosfatase atua em pH &cido. Vesiculas presentes no
citoplasma do trofozoito também foram marcadas positivamente para atividade fosfatase em pH
acido. Nao foi observada reacdo positiva para AcP em trofozoitos onde houve a adi¢do do
vanadato ao meio de reacdo, corroborando a hipdtese de que se tratam de enzimas que
desfosforilam residuos de fosfotirosina. A purificacdo da fracdo solubilizada deste parasito nos
forneceu indicios da atuacdo do vanadato e seus derivados na biologia do parasito, e novos
estudos devem ser desenvolvidos para a compreensdo dos mecanismos utilizados pelo PAO para
alterar aspectos funcionais relevantes em trofozoitos de Entamoeba histolytica.

O conjunto de resultados aqui relatado e brevemente discutido indica que a abordagem
funcional de proteina tirosina fosfatases em Entamoeba histolytica pode promover o
entendimento dos mecanismos patogénicos da amebiase, e fornecer valiosas estratégias

terapéuticas para esta doenca.
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7. CONCLUSOES

7.1.  Os trofozoitos de E. histolytica apresentam uma maior suscetibilidade aos moduladores da
sinalizacdo celular bpV(phen) e PAO, onde ha uma relacdo de concentracdo-dependéncia em

seus efeitos antiproliferativos;

7.2. A analise enzimatica revelou que ha uma maior atividade secretdria de fosfatase acidofila
em trofozoitos da linhagem HM1:1IMSS, bem como da sua atividade ectofosfatasica, havendo
inibicdo da mesma pelo vanadato e seus derivados. Em contrapartida, a cepa ICB — 452,
isolada de paciente assintomatico, apresentou, comparativamente, a menor atividade
fosfatasica das linhagens testadas neste estudo, indicando a participacdo destas proteinas

como importantes fatores de viruléncia neste parasito;

7.3.  Os moduladores OVS, bpv(phen) e PAO interferem em eventos relacionados a viruléncia
em trofozoitos de E. histolytica, a exemplo de eritrofagocitose e efeito citopatico, indicando
no caso especifico do vanadato e seu derivado bpV/(phen) a provavel participacdo de PTPases

do parasito neste processo;

7.4. A atividade fosfatase aciddfila de trofozoitos de E. histolytica é inibida pelo vanadato e
bpV(phen), mas néo pelo PAO;

7.5. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na suscetibilidade parasitaria a este composto
poderia ajudar na elucidacdo dos eventos associados a patogénese da amebiase.
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9. APENDICES

Tabela 6. Lista dos compostos utilizados neste estudo, com as respectivas formulas estruturais.
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Entamoeba histolytica is among the most deadly parasites accounting for the second highest mortality rate
among parasitic diseases. Nevertheless, contrary to trypanosomatids, this protozoan in hardly studied by
parasitology groups. This astonishing discrepancy is largely due to the remarkable intricate conditions
required for parasite proliferation in vitro, particularly whenever large cell numbers are required. The
present study was undertaken in order to optimize E. histolytica culturing harvest, using mineral oil layers
preventing culture medium-air contact to maintain anaerobic conditions in culture plate wells. 2 x 10*
trophozoites were plated on each well in 2.0 mL YI-S-33 medium, supplemented with bovine serum
and 700 pL mineral oil. Parasites were daily quantified by light microscopy counting for up to 96 h
and trophozoite motility was also assessed. We notice that E. histolytica cultures in 24-well plates reached
several-fold higher cell densities, particularly whenever the mineral oil layer was placed on top of the
medium surface, blocking the air interface.

At least 99% of the parasites were vigorously motile for 72 h in oil-containing wells, whereas only less
than 5% displayed significant motility in oil-devoid wells.

In order to determine whether such different growth responses were due at least in part to the oxida-
tive stress, we used the reactive oxidant species fluorescent probe dihydroethidium (DHE).

The remarkably higher DHE parasite labeling in oil-devoid cultures indicate that oxidative stress reduc-
tion can play a significant role in elevated growth rates observed in oil supplemented cultures. Propidium
iodide and Trypan blue dye-exclusion assays indicate that parasite necrosis resulted from the stressing
conditions.

The present study indicates that E. histolytica culturing in oil-sealed wells may comprise a valuable tool
for bioactivity of antiparasitic compounds.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction
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Entamoeba histolytica is the protozoan parasite responsible for
human amoebiasis which comprises a potentially fatal disease of
cosmopolitan distribution, reaching up to 10% of world population,
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causing circa 100.000 deaths every year (Garcia-Zepeda et al,
2007; Upcroft and Upcroft, 2001; WHO, 2012).

The disease is established with the ingestion of food or water
contaminated with parasite cysts and progresses with the prolifer-
ation of trophozoites in the large intestine lumen (Pritt and Clack,
2008; Upcroft and Upcroft, 2001). This luminal parasite mostly sur-
vive commensally feeding on bacteria, but can eventually injure
the large intestine epithelial layer, ulcerate the mucosal tissues
and reach other organs such as liver, lungs and even brain
(Espinosa-Cantellano and Martinez-Palomo, 2000). There are innu-
merous unanswered questions on the amoebiasis pathophysiology.
Many of them wait to be elucidated because of deficient experi-
mental models. Despite the medical importance of this disease of
high lethality and the relevant scientific questions regarding the
control of virulence in a protozoan which may shift between an
asymptomatic infestation to a deadly infection, E. histolytica is sel-
dom approached experimentally. The tricky and burdensome isola-
tion and cultivating procedures have usually hampered attempts
to study this parasite.

E. histolytica dwell in low oxygen tension conditions, but im-
mune responses and even the protozoan per se produce oxygen
and nitrogen reactive species (Wang et al., 1994; Tekmani and
Mehlotra, 1999) which may be toxic for the parasite, nevertheless
little is known about the mechanisms employed to endure oxida-
tive stress during tissue invasion or experimental handling. There-
fore, cultivation of this parasite requires microaerophilic
conditions, mimicking the human gut environment.

The present study was undertaken in order to standardize the
anaerobic/microaerobic in vitro conditions adapting the early
methodology of oil blocking culture medium surface to optimize
E. histolytica axenic proliferation in multi-well plates.

2. Material and methods
2.1. Parasite cell culture

E. histolytica HM1-SS strain was kindly provided by the
Dr. Edward Felix Silva and Dr. Maria A. Gomes, Parasitology
Department, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) and
maintained in YI-5-33 medium.

2.2. Proliferation assays

E. histolytica routine growth was performed in 15 mL test tubes,
containing 12 mL YI-5-33 medium supplemented with 20% (v/v)
bovine serum, using 2 x 10*/mL inoculum. The tube ice-
cold-detached cells were centrifuged at 380g, 4°C, for 10 min,
washed in cold PBS, pH 7.2, before counting. Parasite proliferation
was assessed by daily light microscopy direct counting on Neu-
bauer chambers for 96 h.

For assays performed in 24-well plates, each well was seeded
with 2 x 10%/mL E. histolytica trophozoites, in 2 mL YI-5-33 med-
ium supplemented with 20% (v/v) bovine serum. Some wells also
received a 700 uL mineral oil (Nujol®) layer on top of the culture
medium surface (Fig. 1). The oil layer was carefully laid on the cen-
ter of the culture medium surface and whenever necessary the tip
was gently used to lay it down regularly. Different mineral oil
trademarks were tested, producing the same results (not shown).
Living trophozoites were incubated with either 4% trypan blue
(TB) or DAPI before counting on an inverted microscope.

Dye exclusion assays were performed with coverslip-adherent
parasites, so that detached parasites were removed.

Statistical analysis and data plotting were performed using
Graphpad Prism 5.0 employing ANOVA and Tukey as a post-test.

[

-

Fig. 1. Side view of a 24-well culture plate displaying wells with (arrow) and
without added 700 pL mineral oil (Nujol™) layer on top of the 2 mL YI-S-33 culture
medium, supplemented with 20% (v/v) bovine serum.

2.3. Detection of ROS

In order to detect reactive oxidant species (ROS) we used the
probe DHE. Glass coverslip-containing wells were plated with
2 x 10° trophozoites/mL with and without mineral oil and cul-
tured for 72 h. Living trophozoites were incubated with 5 pM/mL
DHE for 10 min and directly observed under an Olympus BX51fluo-
rescence microscope and all micrographs were made in using the
same capture parameters.

3. Results

E. histolytica proliferation in both tubes and 24-wells plates
peaked within 72 h, but the growth in tubes was characterized
by a long lag phase, whereas in plates the parasites entered an
early log phase, therefore the cell densities achieved were three-
fold higher, although the medium volume used was 6 times lower.

We compared the E. histolytica proliferation in oil-covered med-
ium within 24-well plates with cultures carried out in anaerobic
jars. Interestingly no significant difference was observed but the
handling was quicker and easier (particularly microscopical moni-
toring) in the former. The parasite growth in tissue culture plates
displayed similar pattern in the first 48 h, but addition of a mineral
oil layer on the top of the culture medium significantly (p < 0.0001)
enhanced E. histolytica trophozoite numbers in 72 and 96 h time-
points (Fig. 2). This effect was not achieved by adding the same
volume of medium. At 48 h the parasites grown in oil-covered
medium displayed about 25% enhanced proliferation, higher motil-
ity and substrate adherence than the ones kept in oil-devoid wells.
At 72 h, oil-containing E. histolytica cultures reached an almost
complete confluency, covering most of the well bottom area and
kept high motility with constant pseudopod emitting, whereas
the oil-devoid wells presented mostly immotile, clustered and/or
detached parasites (Fig. 3). At this time point mineral oil-
containing cultures presented about 120% more adherent and fully
motile trophozoites (Fig. 2).

Cell viability, was assessed by adherence, DAPl and TB dye
exclusion. Proliferation in the oil-containing wells was maintained
all over the assay and final cell counts were enhanced by circa 98%
and less than 1% of cells were DAPI- (not shown) or TB-stained
(Fig. 4). It is noteworthy that most of the cells cultured without
oil were detached and therefore not counted.

We also approached the possible effects of oxidative stress on
trophozoite viability. The fluorescent probe DHE was used for
ROS detection. We observed that protozoans cultured without
mineral oil were remarkably more labeled, indicating intense
ROS production (Fig. 5).
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Fig. 2. ba histolytica h ion curves. Parasite growth in test tubes, containing 12 mL YI-5-33 medium seeded with 2 x 10* trophozoites/mL (A). For

trophozoite culture in plates, each well was seeded with 2 x 10* parasite cells/mL inoculums, in 2 mL of the same medium supplemented (@) or not (¥) with 700 pL oil (B).
Note the significantly enhanced parasite proliferation. The symbols «+ and +«+ indicate p < 0.05 and p <0.01, respectively.

Fig. 3. Interference contrast microscopy of

in YI-S-33

ba histolytica troph

plus bovine serum, supplemented (A-D) or not (E-H) with mineral oil and

cultured for 24 (A, E), 48 (B, F), 72 (C, G) and 96 (D, H) hours. Although often in apparent confluency (C and D), the trophozoites were adherent and highly motile, displaying

profuse pseudopod emitting.
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Fig. 4. Proliferation/survival curves of a coverslip
trophozoites in well plates with (®, ©) and without (¥, 17) mineral oil, taken daily
for 96 h stained (closed symbols) or not (open symbols) with trypan blue (TB).

4. Discussion

E. histolytica is a widespread pathogen associated to high mor-
tality in many parts of the globe (Ravdin, 2000). Nevertheless only
a few research teams focus this protozoan experimentally. This
unexpected and astonishing observation is largely due to the intri-
cate culturing procedures required for maintaining and prolifera-
tion of this cavitary parasite. The present study was undertaken
in order to optimize axenic E. histolytica in vitro culture, employing
a simple and inexpensive procedure. We employed mineral oil
overlays on the air-medium interface to decrease oxygen tension,
so promoting parasite proliferation (Ahn and Burne, 2007). We
standardized culture conditions in 24-well plates so that culturing

outcomes may be followed continually with minimal contamina-
tion risks. The reduced medium volume and high number of viable
trophozoites yielded indicate the technique is suitable for anti-
amoebic compound in vitro essays. This simple approach may
comprise a valuable tool since anaerobic parasites such as tricho-
monads, Giardia lamblia and Entamoeba sp. are often cultured in
tubes (e.g Bernardino et al., 2006; Maia et al., 2008; Jesus et al.,
2002, 2004; Reis et al., 1999). It is noteworthy that these protozoa
are often adherent while viable and parasite attachment maybe
modulated by surface charge (Saraiva et al.,, 1989) and free energy
(Silva Filho et al, 1990). In this regard oxidative damage was
shown to affect bacterial surface free energy and adhesion
(Marciano et al., 2009).

Cell proliferation was enhanced by over four-fold by addition of
a mineral oil layer, presumably due to the increased viability, as as-
sessed by DAPI and TB exclusion. It is noteworthy that parasites
maintained under such conditions displayed much higher motility,
indicating remarkably elevated metabolic rates. It is also interest-
ing to remark that trophozoites grown in oil-devoid medium were
largely aggregated, what may hamper some assays and may point
out to the oxidative stress effect.

It has not been established why plate-grown trophozoites did
not enter a lag phase but the bacterial lag growth phase is associ-
ated with oxidative stress resistance (Rolfe et al., 2012; Lei et al.,
2011; Altincicek et al., 2011; Pin et al., 2009; Zheng et al., 2011).
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200um
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Fig. 5. Fluorescence microscopy for ROS detection in of Entamoeba histolytica trophozoites. Parasites were cultured for 72 h in plate wells with (A) and without (B) mineral oil,
before incubation with 5 M of DHE probe for 10 min. Oil addition clearly reduced probe labeling of trophozoites.

Cell aggregation may comprise an escape mechanism employed
by microbial organisms including bacteria/mycobacteria (Wu
et al,, 1999; Carvalho et al., 2004; Klebensberger et al., 2006;
Klebensberger et al., 2007; Bible et al., 2008) fungi (Giacometti
et al, 2011) and slime mold myxomycetes (Maniak and Nellen,
1988). Stress also leads to human leukocyte aggregation (Arber
et al., 1991; Berliner and Aronson, 1991; Schapiro et al., 1995) and
disrupted cells may form aggregates (Dewitz et al., 1977).

Cell aggregation can also be brought by oxidative stress condi-
tions upon prokaryotic and mammalian cells (Baskurt et al,
1998; Ben-Hur et al., 1997; Calejo et al, 2010) and may protect
cells from oxidative damage (Schwochau et al., 1998; Schembri
et al., 2003; Nachin et al., 2005; Tree et al., 2007). Thus it seems
reasonable to infer that the trophozoite aggregation and even the
culturing lag phase reported here are related to the oxidative dam-
age of parasites in oil-devoid cultures. This inference is supported
by the high frequency of DHE-labeled parasites in such conditions.

Taken together these data indicate that this method allows high
E. histolytica yields, using small culture medium volumes in a safe
reliable and uncomplicated procedure, quite suitable for antipara-
sitic compound assays.
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Eu, ,
nacionalidade , iIdade , estado civil , profisséo

endereco

, RG , estou sendo convidado a participar de um estudo
denominado MECANISMOS DE SINALIZACAO NA INTERFACE Entamoeba histolytica -
CELULA DO HOSPEDEIRO, cujo objetivo é estudar os mecanismos de a¢do que possam

constituir alvo para terapias alternativas no tratamento da amebiase através da interacdo parasito-
célula do hospedeiro.

A minha participagdo no referido estudo serd através da doacéo de sangue. Os procedimentos
para coleta consistem no posicionamento do bragco em uma linha reta do ombro ao punho, de
maneira que as Vveias fiquem mais acessiveis. Ap6s, uma tira de borracha (garrote) sera colocada
para facilitar a localizacdo das veias e o0 local escolhido para puncdo (furar uma veia com agulha
para retirar uma amostra de sangue) sera higienizado com &lcool 70%. Em seguida, uma agulha
sera introduzida e, em seguida conectada a um tubo de coleta. Quando o sangue estiver fluindo
para dentro do tubo, o garrote sera retirado. Completado os 25 mL de sangue, a agulha sera
retirada e o local sera novamente higienizado com alcool 70% e uma fita curativa sera colocada,
pressionando o local para que o0 sangue seja estancado. Todo o material utilizado sera estéril e
descartavel. Todos os esclarecimentos necessarios sobre as possiveis dores e desconfortos
gerados pela coleta foram dados.

A amostra de sangue serd utilizada para o isolamento de neutréfilos e eritrocitos. Um dos
beneficios da pesquisa serd a promocdo do desenvolvimento das ciéncias, com possiveis
aplicagdes na terapia contra a amebiase. O material coletado ser4 de uso exclusivo para a
finalidade prevista no protocolo de pesquisa.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro
dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e se desejar sair da pesquisa, nao

sofrerei qualquer prejuizo.
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Os integrantes do referido projeto sdo o pesquisador Marcos André Vannier dos Santos e a
doutoranda Karla Graziela Santana dos Anjos, da Fundacdo Oswaldo Cruz e com eles poderei
manter contato pelos telefones (71) 3176-2236 e 3176-2208.
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The chemotherapeutic agents used for the treatment of giardiasis are often associated with adverse side
effects and are refractory cases, due to the development of resistant parasites. Therefore the search for new
drugs is required. We have previously reported the giardicidal effects of metronidazole (MTZ) and its
analogues (MTZ-Ms, MTZ-Br, MTZ-Ns;, and MTZ-I) on the trophozoites of Giardia lamblia. Now we evaluated
the activity of some giardicidal MTZ analogues in experimental infections in gerbils and its effects on the
morphology and ultrastructural organization of Giardia. The giardicidal activity in experimental infections
showed EDs values significantly lower for MTZ-1 and MTZ-Br when compared to MTZ. Transmission electron
microscopy was employed to approach the mechanism(s) of action of MTZ analogues upon the protozoan.
MTZ analogues were more active than MTZ in changing significantly the morphology and ultrastructure of the
parasite. The analogues affected parasite cell vesicle trafficking, autophagy, and triggered differentiation into
cysts. These results coupled with the excellent giardicidal activity and lower toxicity demonstrate that these
nitroimidazole derivates may be important therapeutic alternatives for combating giardiasis. In addition, our
results suggest a therapeutic advantage in obtaining synthetic metronidazole analogues for screening of

activities against other infectious agents.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Giardia lamblia is a parasitic protozoan that colonizes the human
intestinal tract causing a wide clinical spectrum disorder called
giardiasis. The disease is a zoonosis which is considered an important
public health problem in many countries worldwide. It infects about
200 million people in Asia, Africa, and Latin America (Yason and
Rivera, 2007). G. lamblia is a major cause of diarrhea among children
and travelers (Buret, 2008).

Infected individuals may be asymptomatic or present dehydration-
causing diarrhea and abdominal discomfort. Giardiasis can produce
chronic diarrhea, lasting for several months, which may result in
malabsorption and weight loss, contributing to the increased mortality
of individuals who are malnourished or immune deficient in the first 3
years of life (Buret et al., 2002; Ankarklev et al, 2010; Wensaas et al.,
2010; Cotton et al., 2011). Both host and parasite factors contribute to the

* This work was supported by Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas-
FAPEMIG (grant number APQ 01766-10), FAPESB, PP-SUS, CNPq, and FIOCRUZ
* Corresponding author. Tel.: +55 31 3409 2846; fax: +55 31 3409 2970.
E-mail address: magomes@icb.ufmg.br (M.A. Gomes).

0732-8893/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2012.11.001

pathogenesis of giardiasis. Malabsorption, maldigestion, chloride hyper-
secretion, and increased rates of small intestinal transit are the main
factors involved in the onset of diarrhea (Buret, 2008; Cotton et al., 2011).

Therefore G. lamblia has been implicated in the disturbance of physical
(Farthing et al., 1986; Simsek et al., 2004) and cognitive (Thompson et al.,
1993) development among children. It is estimated that the incidence of
giardiasis in the world reached 1 billion cases, constituting one of the
most common protozoan infection (Wright et al, 2003). Nevertheless,
it is a neglected disease. A variety of chemotherapeutic agents have
been used in the treatment of giardiasis. However, most of the drugs
used display significant side effects and are contraindicated in some
cases. Moreover, Giardia is able to develop resistance to these agents
(Wright et al., 2003; Miiller et al., 2000). Giardiasis was included in the
‘Neglected Diseases Initiative' (Savioli et al., 2006) highlighting the
need for new effective nontoxic giardicidal drugs.

The introduction of nitroheterocyclic drugs, in the 1950s, repre-
sented a new era in the treatment of bacterial and protozoan infections.
Metronidazole (1- [3-hydroxyethyl-2-methyl-5-nitroimidazole) is cur-
rently the most widely used drug for the treatment of infections caused
by G. lamblia, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, and
Blastocystis spp. (Upcroft and Upcroft, 2001; Busatti et al., 2009; Leitsch
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et al, 2011; Mirza et al, 2011). Cases of recurrent symptoms and
resistance have been documented in all these parasites (Upcroft et al.,
2006; Bansal et al., 2006; Tejman-Yarden et al., 2011), encouraging the
advancement of research on alternative drugs against these parasites.
Metronidazole (MTZ) analogues have been developed and tested
against different microorganisms, and some of them have proved
effective against Giardia, Trichomonas, and Entamoeba histolytica
(Upcroft et al., 2006; Barbosa et al.,, 2006; Busatti et al., 2007).
Previously, we reported the activity of MTZ analogues against G.
lamblia (Busatti et al, 2007). Here we evaluated the giardicidal
activity of some MTZ analogues in experimentally infected gerbils and
employed an ultrastructural analysis as an instrumental tool to clarify
the mechanisms of action of these potential drugs upon the parasite.

2. Material and methods
2.1. Synthesis of MTZ analogues

MTZ analogues were obtained by reactions as described previously
(Busatti et al., 2007). The purity of these compounds was evaluated by
thin layer chromatography on silica gel plates. The structures were
confirmed by spectral data analysis (RMN'H and RMN'C). The dose-
response curves were obtained by associating axenic cultures of
Giardia with increasing concentrations of MTZ, MTZMs, MTZN3, MTZ-
Br, and MTZI, ranging from 0.08 to 30 umol/L.

2.2. Cultures and growth conditions

G. lamblia Portland strain (ATCC 30888) was used in all
experiments. It was kept axenically at 37 °C in Diamond's modified
TYI-S-33 medium (Keister, 1983) supplemented with heat-inacti-
vated bovine serum at 10%. To quantify the drug's action, 1.5 x 10°
trophozoites of Giardia were grown in culture plates of 24 wells
(Nunc, Berkeley, CA, USA) in CO, atmosphere at 37 °C for 48 h.

2.3. Antigiardial activity in vivo

Giardicidal activity, in vivo, of MTZ analogues was assessed by
determining the parasitic load of trophozoites as previously described
(Belosevicetal., 1983; Aratijo et al., 2008) with some modifications. The
activity of MTZ analogues on Giardia trophozoites was evaluated in vivo
using gerbils (Meriones unguiculatus) as an experimental model. The
experiments were performed in compliance with the guidelines of the
Institutional Animal Care and Committee on Ethics of Animal
Experimentation (Comité de Etica em Experimentagio Animal-
CETEA, national guidelines Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008) of
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; protocol number 181/
2008, approved on 03/04/2009). Animals aged 4-8 weeks of both sexes
were used. They were divided into groups of 6 animals for each
compound: a negative control group (in the absence of nitroimida-
zoles), a group that received the vehicle (phosphate buffered saline
[PBS, pH 7.2], containing dimethyl sulfoxide [DMSO, 0.05%]); a positive
control group (in the presence of metronidazole); and 5 test groups,
where animals infected with G. lamblia were treated with 0.1 to 6.0
umol/kg of MTZ and its analogues, MTZ-1 and MTZ-Br.

For the inhibition assay, 1 x 10° G. lamblia trophozoites in 1 mL of
PBS were inoculated in gerbils by gavage. Six days after inoculation,
the animals were treated intragastrically with 1 mL of the nitroimi-
dazoles, dissolved in PBS containing 0.05% DMSO. Two days after the
treatment with drugs (8 days after inoculation), the animals were
sacrificed and 18 c¢m of the small intestine of each animal was
removed, opened longitudinally, and placed in glass tubes containing
10 mL of cold PBS for 20 min. EDsq, which is the dose leading to 50%
parasite growth inhibition, compared to growth in the control, was
determined for each compound.

2.4. Transmission electron microscopy

Parasites were fixed in 4% paraformaldehyde (Polysciences,
Warrington, PA, USA), 2.5% glutaraldehyde (Polysciences), 4% sucrose
in 0.1 mol/L sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for at least 1 h, post-
fixed in 1% osmium tetroxide (Polysciences) and 0.8% potassium
ferricyanide in the same buffer for 40 min, dehydrated in acetone
series, and embedded in Polybed resin (Polysciences). Thin sections
were stained with 2% uranyl acetate for 20 min and with 1% lead
citrate for 5 min and observed under a Zeiss 900 transmission electron
microscope (Carl-Zeiss, Oberkochen, Germany).

The morphometric analysis of peripheral vesicles of trophozoites
was performed before and after MTZ-1 treatments. The area
determination was made based on the limits of these organelles,
using the software SIS iTEM (SIS iTEM, Palatka, FL, USA). Three
vesicles per cell were selected randomly on at least 20 cells
observed on ultrathin sections. The data plotted in GraphPad Prism
5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) are represented as the mean +
SEM and were analyzed by Student's t test with a significance level
of P < 0.05.

2.5. Statistical analysis

Each experiment was done at least 3 times in triplicate. Analysis of
variance (ANOVA) was used to analyze differences between ICsq (dose
required for 50% growth inhibition in vitro) and EDs, (dose required
to inhibit 50% of organisms growth in vivo) values. P values below
0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Antigiardial activity

The ICso of MTZ-Ms (0.69 + 0.05), MTZ-N3 (0.70 & 0.16), MTZ-I
(0.40 £ 0.03), and MTZ-Br (0.28 + 0.04) tested presented higher
giardicidal activity when compared with MTZ (1.96 + 0.13). MTZ-Br
and MTZ-I were the most active (P < 0.001), so they were chosen to
determine the antigiardial activity in vivo.

Both the MTZ analogues MTZ-1 and MTZ-Br were able to
significantly (P < 0.001) reduce the G. lamblia parasite load in infected
gerbils. MTZ-Br and MTZ-1 had greater giardicidal activity, with EDsq
values significantly lower than the MTZ (Table 1).

3.2. Transmission electron microscopy

Ultrastructural analysis of untreated control G. lamblia trophozoite
fixed after 48 h of incubation in the presence of 0.05% DMSO did not
induce alterations in the ultrastructure of the protozoan (Fig. 1A),
indicating that this solvent concentration was nontoxic.

Trophozoites incubated with MTZ showed evident ultrastruc-
tural disorganization (Fig. 1B) characterized by the centripetal
displacement of the peripheral vesicles and internalization of the
cytoskeletal components of the flagella and adhesive disk into
the cytoplasmic matrix.

Table 1

Activity in vivo of MTZ analogues against G. lamblia in gerbils.*
Compound EDso (umol/kg)®
MTZ* 0.74 (0.78-0.72)
MTZ-Br 0.51 (0.53-0.49)
MTZ-I 0.38 (0.42-0.34)

# Results are expressed as mean (n = 6).
b Dose required to inhibit 50% of organism growth with 95% confidence limits.
€ Positive control.
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0.5 pm

Fig. 1. (A) Cross section of Giardia lamblia trophozoite incubated with 0.05% DMSO showing characteristic ultrastructure, with the presence of peripheral vesicles (*), endoplasmic
reticulum cisternae (white arrows), nucleus (N), adhesive disk (black arrows), and axonemes of the flagella (arrowheads) within the homogeneously electron-dense cytoplasm. (B)
G. lamblia trophozoites incubated with 0.85 pmol/L of metronidazole for 48 h, with ultrastructural disorganization, centripetal displacement of peripheral vesicles (*), and flagellar
internalization (arrowhead) as well as numerous cytoplasmic axonemes (arrows). (C) Trophozoites incubated for 48 h in the presence of 0.51 pmol/L of metronidazole-N3 displaying
peripheral vesicle dilatation and interdigitation (black arrow), as well as concave regions of adhesion disk engulfment areas (arrowheads) and disassembly of its cytoskeleton
components (white arrow). (D) Trophozoites incubated for 48 h in the presence of 0.51 umol/L of metronidazole-N3 displaying the formation of extensive concentric arrays of
endoplasmic reticulum cisternae (arrowhead) circumscribing the nuclei (N). (E) Cells incubated for 48 h in the presence of 0.48 mmol/L of metronidazole-MS showed marked
disorganization of the cellular architecture of trophozoites and internalization of the flagella (black arrow), adhesive disk (arrowhead), and its comp " dis. bly (white
arrow). (F) We also observed a lower cytoplasmic electrondensity and the absence of glycogen granules. (G) and (H) C. lamblia trophozoites treated with 0.32 pmol/L of
metronidazole-Br for 48 h. We observed internalization and disaggregation of adhesive disk cytoskeleton components (G, arrow), heterogeneous cytoplasmic granulosity, and
electrondensity properties as many parasites displayed remarkable cytoplasmic extraction (H), resulting in altered cell architecture. (1) and (J) G. lamblia trophozoites treated with
0.26 pmol/L of metronidazole-I displayed remarkably swollen vesicles (1, *), which may be involved in the internalization of the flagella (arrow). Morphometry of the peripheral
vesicles revealed that the average area in the 0.26 pmol/L metronidazole-I-treated images was significantly (***, P < 0.001) enhanced (I, inset). Several cells presented autophagic
process (]), characterized by concentric membranes (arrowhead) surrounding the cytoplasmic material presumably in degradation.

Parasites incubated with MTZ-N; displayed large areas of adhesive
disk internalization and peripheral vesicle interdigitation (Fig. 1C).
Several cells presented multilayered membranes stacked in the peri-
nuclear area (Fig. 1D).

Altered parasite cell architecture and adhesive disk internaliza-
tion were also found in trophozoites incubated with MTZ-Ms
(Fig. 1E). Lower cytoplasmic electrodensity and absence of

glycogen granules were also observed (Fig. 1F). Heterogeneous
cytoplasmic granulosity and electrondensity properties were ob-
served in Giardia trophozoites treated with 0.32 pmol/L metroni-
dazole-Br for 48 h (Fig. 1G), as well as internalization of adhesive
disk cytoskeleton components (arrowhead). Many parasites dis-
played remarkable cytoplasmic extraction (Fig. 1H), resulting in
altered cell architecture.
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Parasites grown in the presence of MTZ-1 presented remarkably
large vesicles, which may be involved in the internalization of the
flagella (Fig. 11). Morphometric analysis of 0.26 pumol/L of MTZ-I-
treated parasites revealed 3-fold (P<0.001) enlargement of sectioned
peripheral vesicle areas as compared to controls (Fig. I, insert).
Autophagic vacuole formation surrounding the cytoplasmic material
presumably in degradation was also observed (Fig. 1]).

4. Discussion

Despite its significant morbidity causing considerable socioeco-
nomic impact, especially in underdeveloped countries, giardiasis is
largely overlooked.

Besides sanitation, disease control could be accomplished by
vaccination (Olson et al,, 2000) and with new drugs to avoid the
resistance phenomenon (Argiiello-Garcia et al., 2009; Leitsch et al.,
2011). MTZ analogues are efficient giardicidal compounds and could
become an alternative for the treatment of giardiasis (Upcroft et al.,
2006; Busatti et al., 2007). Thus, we evaluated the giardicidal activity
of some MTZ analogues in experimentally infected gerbils and its
effects on the morphology and ultrastructural organization of Giardia.

All analogues tested displayed higher anti-Giardia activity than the
MTZ. The analogues were able to significantly reduce the parasite load
of gerbils infected with G. lamblia. In an electrochemical study, these
analogues showed greater reduction potential for MTZ-Br followed by
MTZ-1 and MTZ (Cavalcanti et al., 2004). These results highlight the
reduction potential as a chemical giardicidal property relevant to the
activity of these compounds. Reduction leads to the formation of toxic
nitro radicals, which are responsible for the destabilization of DNA
and the production of other toxic radicals that react with essential
cellular components, interfering with cellular metabolism (Edwards,
1993; Leitsch et al., 2011).

The transmission electron microscopy revealed that trophozoites
of G. lamblia treated with MTZ and its analogues showed a marked
change in cellular architecture with evident ultrastructural disorga-
nization. Trophozoites treated with the analogues showed changes
similar to those observed in parasites treated with MTZ, such as
centripetal displacement of the peripheral vesicles, internalization of
the flagella and cytoskeletal components of the adhesive disk,
vacuolization, and dilation and extraction of peripheral cytoplasmic
vesicles, indicating that the mechanisms of action of these compounds
caused similar metabolic changes in the parasite.

Antiparasitic drugs may affect the protozoa endocytic (Bernardes
etal., 2000) and/or autophagic pathways (Vannier-Santos et al., 1999;
Vannier-Santos and de Castro, 2009). The formation of concentric
membranes and myelin figures is indicative of autophagic processes;
these changes were particularly observed in trophozoites treated with
MTZ-1 analogues. The engulfment of digit-form processes between
adjacent peripheral vesicles might characterize microautophagy
triggering as vacuolar tubular invaginations may be involved in
autophagy (Miiller et al., 2007). Interestingly, the Giardia lysosomal
functions may be performed by endoplasmic reticulum-like tubulo-
vesicular compartments (Abodeely et al., 2009). The formation of such
concentric cisternae in the perinuclear area may be related to the
endoplasmic reticulum nature of the nuclear envelop. In this regard, it
is noteworthy that herpes simplex virus 1-induced autophagy may be
associated with the formation of concentric cisternae from the
macrophage nuclear envelope (English et al., 2009). The internaliza-
tion of the flagella and adhesion disk components is presumably
associated with parasite encystment due to the drug-induced stress
(Maia et al., 2008).

In previous studies, we observed that the analogues of MTZ were
not cytotoxic in vitro to human cells in a concentration range from 0.2
to 6.4 umol/L (Busatti et al., 2007). These results coupled with the
excellent giardicidal activity in vivo and in vitro demonstrate that
these nitroimidazole derivates may be important therapeutic alter-

natives to combat giardiasis. Furthermore, the present results suggest
a therapeutic advantage with obtaining synthetic analogues of MTZ
for screening of activities against other infectious agents.
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