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RESUMO

HAUSEN, Moema de Alencar. Avaliagcdo do efeito de drogas sobre o processo de
diferenciac¢do de Giardia lamblia e na intera¢do com células epiteliais intestinais in vitro.
2009. 67 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Os protozoarios do género Giardia apresentam como caracteristica principal, a
capacidade de diferenciacdo em duas formas, o cisto inerte e infectante, € o trofozoito movel e
vegetativo, cuja adesdo ao epitélio intestinal caracteriza o parasitismo. Seu ciclo de vida
compreende o encistamento, transformagdo do trofozoito em cisto, enquanto o
desencistamento se caracteriza pelo inverso. A giardiase, ¢ uma das principais enfermidades
parasitarias que acometem criancas de regides com saneamento basico precdrio no Brasil. O
tratamento atual em humanos envolve principalmente os farmacos da familia dos
benzimidazdis. Outros farmacos como o pamoato de pirantel (PP) e o metronidazol (MZ) sdao
mais utilizados em tratamentos veterindrios, sendo este ultimo pouco utilizado por acarretar
efeitos colaterais, i.e., inflama¢ao da mucosa intestinal. Nao ha na literatura, dados que
avaliem quao infectante sdo os cistos de Giardia eliminados durante o tratamento, ou mesmo,
um estudo que avalie possiveis atividades sinérgicas das principais drogas anti-parasitarias no
tratamento contra giardia. Deste modo, este estudo avaliou estes dois questionamentos em
modelo in vitro com os principais farmacos utilizados no tratamento clinico humano e
veterindrio. No primeiro trabalho, foram analisados os efeitos de benzimidazois sobre a
diferencia¢do de Giardia e sua viabilidade pds-tratamento. No segundo trabalho, sobre a
forma trofozoita foram testados o MZ e PP combinados ou nao, a fim de verificar atuagao
sinérgica contra o parasita, mas sem afetar a viabilidade das células intestinais em co-cultura.
Os resultados demonstraram que embora o albendazol (AB) nio tenha inibido completamente
o encistamento, mesmo em doses baixas houve 100% de inibi¢cao do desencistamento. Os
resultados de microscopia eletronica de transmissdo revelaram que a ultraestrutura do disco
ventral bem como os flagelos despolimerizaram em corpos amorfos na forma cistica. Este
provavelmente foi o principal fator para inviabilizar a reorganizacdo do disco ventral e
estruturas associadas durante o desencistamento. A incapacidade em desencistar descrita aqui,
tornou o AB como a principal droga candidata para que o tratamento seja tdo eficaz quanto
livre de contaminagdes ambientais pelos cistos eliminados. No segundo trabalho, de acordo
com os isobologramas gerados a partir da contagem de trofozoitos sob os efeitos das drogas,
revelaram que houve efeito sinérgico entre 0 MZ e PP, ou seja, a menor concentragdo de MZ
potencializou o efeito de PP, induzindo a inviabilidade dos trofozoitos sem afetar as células
hospedeiras em co-cultura. Os resultados apresentados apontam que além do excelente
progndstico ao tratamento de giardia, as drogas testadas in vitro possuem potencial tanto para
tratar a giardiase, quanto para inibir a sua disseminag@o pelo hospedeiro durante o tratamento.
Adicionalmente, sobre os trofozoitos, o MZ quando combinado ao PP tem potencial para um
tratamento eficaz com menos efeitos adversos sobre as células intestinais.

Palavras-chave: Giardiase. Giardia lamblia. Drogas anti-parasitarias. Interacdo parasito-célula

hospedeira. [EC-6. Diferenciagdo celular in vitro.



ABSTRACT

HAUSEN, Moema de Alencar. Drug effects evaluation under the differentiation process of
Giardia lambla and during in vitro interaction with gut epithelials cells. 2009. 67 f. Tese
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

The protozoan of the genus Giardia are considered the most primitive eukaryotic cells
in evolutive scale. The main charactheristics are the ability to differentiate in two forms, the
infective and inert cyst, and the motil and vegetative trophozoite in which its adhesion to gut
epithelium charactherizes the parasitism. Its life cycle comprises the encystation, that is the
transformation of the trophozoite in cyst, whereas the excystation is characterized by the
inverse. Giardiasis is one of the main parasitic diseases that affect children from regions with
precarious basic sanitation in Brazil. Current treatment in humans mainly involves the
benzimidazole family drugs. Other drugs such as pyrantel pamoate (PP) and metronidazole
(MZ) are more commonly used in veterinary treatments, the latter one being rarely used
because it causes side effects, i.e. inflammation of the intestinal mucosa. Most drugs act on
giardia trophozoites and bind primarily to the microtubule structures of the giardia
cytoskeleton. Regarding treatment, the main questions about the effectiveness are based on
healing, and secondarily, on the removal of cysts. There are in the literature, no data
evaluating how infective Giardia cysts are when eliminated during treatment, or even a study
to evaluate possible synergistic activities of the major anti-parasitic drugs for the treatment
against Giardia. Thus, this study evaluated these two questions in an in vifro model with the
main drugs used in human and veterinary clinical treatment. In the first study, we analyzed the
effects on the differentiation benzimidazoles Giardia and their viability after treatment. In the
second work, on the trophozoite form the MZ and PP were combined or not, in order to verify
synergistic action against the parasite but having focus to not reduce the viability of the
intestinal cells in co-culture. The results demonstrated that although albendazole (AB) did not
completely inhibit encystation, even at low doses there was 100% inhibition of excystation.
Transmission electron microscopy results revealed that the ultrastructure of the ventral disc as
well as the flagella depolymerized in amorphous bodies in the cystic form. This was probably
the main factor that prevented the reorganization of the ventral disc and associated structures
during the excystation. The inability to excyst described herein has made AB as the main
candidate drug in order to be effective in both treatment and environment, taking it free of
contamination. In the second study, according to the isobolograms generated from the
trophozoites count under the effects of drugs, it revealed that there was a synergistic effect
between the MZ and PP, i.e., the lowest concentration of MZ potentiated the effect of PP,
leading to inviability of the trophozoites with no effects in host cells under the co-culture. The
results indicated that in addition to the excellent prognosis for the treatment of giardia, the
drugs tested in vitro have the potential both to treat giardiasis and to inhibit their spread by
host during treatment. In addition, on trophozoites, MZ when combined with the PP has the
desired properties for an effective treatment with fewer adverse effects on intestinal cells.

Keywords: Giardiasis. Giardia lamblia. Anti-parasitic drugs. Parasite-host cells interaction.

IEC-6. In vitro Cell diferentiation.



Figura 1
Figura 2

Figura 3
Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Esquema mostrando o ciclo monoxénico de Giardia ............................ 11
Microscopia Eletronica de G. lamblia e representacdao esquematica da

fOrma trofOZoTta ......ooueeiieiiiieieeee e 13
Microscopia eletronica de transmissao de cisto de G. lamblia .............. 16

Esquema do ciclo de G. lamblia indicando a ploidia nuclear ................ 19



1.1
1.2
1.3

2.1
2.2
23
24
2.5
2.6

4.1

5.1
5.2
53
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8

6.1

6.2

SUMARIO

INTRODUQGAO ...t
PARASITO GIARDIA SP. ...

FOrma trofOZOMta ........coooveeeiiiiiiiiieeeeee e ettt e e e e e eeeeaaans

Forma cistica

€ CNCISTAMECIITO ....ooiiiieiiiiieee e e et

DESENCIStAMICIITO .....ooeieneieee e e e e e

MECANISMO BIOQUIMICO DA ACAO DE DROGAS ANTI-

GIARDIA. ...
Metronidazol (MZ)).............ooiioeiieeeeeeeee ettt e e e e e
Pamoato de Pirantel (PIV)............cooooiiiiiiiiiiiie et

Albendazol...

Tiabendazol (TB).........ccccoooiiiiiiiie e e
Mebendazol (MB).............ouiiiiiiiii et e e e e e e e e eaareeeeeeeens

Benzimidazol

0.V YOS OO

JUSTIFICATIVA DO TRABALHO...........cocoiiiiiiiiieceeceeeceeee

OBJETIVO..

ODbjeticos eSPecifiCos.............cooiuiiiiiiiiiiiiieiee e

MATERIAL E METODOS. .......o oo,

CUItUra de CEIULAS. ... e

Encistamento

Ensaios com dro@as...............ocooviiiiiiiiiiiiiiiieceiee ettt

Avaliacao da inibicdo do encistamento........................coccooiiiiiiiiiinii

Avaliacio da eficacia do desencistamento...................cccceeeeviiiieiiiiieeeecciieeen,
Co-cultura de Giardia e IEC-6....................coooiiiiiiiiiiiiieeee e
Determinacao de IC50 e FICK................oooiiiiiiiiie e

Avaliacao da viabilidade de IEC-6 em combinacio com as drogas...........

RESULTADOS. ...t

Giardia lambia: a report of drug effects under all differentiation (Artigo

publicado).....

Synergic effect of metronidazole and pyrantel pamoate on Giardia lambia

(Artigo PUblicado).......ccc.eooiiiiiiii e

DISCUSSAO

10
12
15
18

20
20
21
22
23
23
24
26
27
27
28
28
28
29
29
30
30
31
32
33

41
53



7.1
7.2

Discussao referente ao primeiro artigo publicado

Discussao referente ao segundo artigo publicado

CONCLUSOES.
REFERENCIAS

53
56
60
61



INTRODUCAO

Os protozoarios do género Giardia sao considerados os eucariontes mais primitivos
dentro da escala zoologica, pertencentes ao Filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophorea, a ordem Diplomonadida e a familia Hexamitidae. Estes flagelados foram
primeiramente descritos por Antoine van Leeuwenhoek em 1681. A denominagdo de Giardia
deveu-se a Kunstler que em 1882 descreveu um microorganismo detectado em girinos, dos
quais originou o nome do género.

Mais de quarenta espécies de giardia foram descritas ao longo do tempo, em fung¢do do
hospedeiro em que se encontravam. Com o avanco das técnicas de microscopia essas espécies
foram agrupadas com base na descricdo morfoldgica minuciosa do corpo celular da Giardia
propondo a existéncia de trés espécies diferenciadas: G. agilis (parasito de anfibios), G. muris
(de roedores, aves e répteis) e G. lamblia (sindbnimo G. duodenalis e G. intestinalis), parasito
de mamiferos, incluindo o homem. Durante a década de 1990, muitos pesquisadores adotaram
o nome Giardia intestinalis, mas, atualmente, a denomina¢do de Giardia lamblia continua

sendo muito aceita pela comunidade cientifica (Adam, 2001).
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1. PARASITO GIARDIA SP.

Os protozoarios do género Giardia sao considerados os eucariontes mais primitivos
dentro da escala zoologica, pertencentes ao Filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophorea, a ordem Diplomonadida e a familia Hexamitidae. Estes flagelados foram
primeiramente descritos por Antoine van Leeuwenhoek em 1681. A denominagdo de Giardia
deveu-se a Kunstler que em 1882 descreveu um microorganismo detectado em girinos, dos
quais originou o nome do género.

Mais de quarenta espécies de giardia foram descritas ao longo do tempo, em funcdo do
hospedeiro em que se encontravam. Com o avanco das técnicas de microscopia essas espécies
foram agrupadas com base na descricdo morfoldgica minuciosa do corpo celular da Giardia
propondo a existéncia de trés espécies diferenciadas: G. agilis (parasito de anfibios), G. muris
(de roedores, aves e répteis) e G. lamblia (sindbnimo G. duodenalis e G. intestinalis), parasito
de mamiferos, incluindo o homem. Durante a década de 1990, muitos pesquisadores adotaram
o nome Giardia intestinalis, mas, atualmente, a denomina¢do de Giardia lamblia continua
sendo muito aceita pela comunidade cientifica (Adam, 2001).

A Giardia lamblia é um protozodario flagelado, binucleado que estd presente no trato
intestinal dos humanos e de varios animais mamiferos de abrangéncia mundial, com maior
prevaléncia em jovens e em dareas endémicas onde as condi¢des sanitdrias sdo precdrias
(Mohammed et al, 2008). O ciclo bioldgico da Giardia apresenta duas formas evolutivas: o
cisto e o trofozoito. Os cistos, formas infectantes do parasito, sdo relativamente inertes e
resistentes as condi¢des adversas do meio (Friend, 1966; Holberton, 1973; Owen et al, 1979;
Adam, 1991). Estas caracteristicas permitem que estes organismos sobrevivam no meio
ambiente por periodos prolongados de tempo, sendo, por isso, muito importantes para a
manuteng¢ado de seu ciclo de vida (Ward et al, 1985).

O modo de transmissao de Giardia se da através de dgua e de alimentos contaminados
por fezes de individuos infectados com cistos (Figura 1). Apods sua ingestdo, ocorre a etapa de
desencistamento, no duodeno, como resultado da exposicdo dos parasitos ao pH do acido
gastrico e as enzimas pancreaticas, quimiotripsina e tripsina, produzindo dois trofozoitos para
cada cisto (Feely et al, 1991; Hill, 1993). J4 os trofozoitos replicam-se nas criptas do duodeno
e na parte superior do jejuno, onde se reproduzem assexuadamente por fissdo binaria. O
destino final do parasito, nesta forma flagelada, ¢ a regido do duodeno, aonde ira se fixar as

células epiteliais deste orgdo. Os trofozoitos, encistam-se no ileo, possivelmente em
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consequéncia do contato com os sais biliares ou da falta de colesterol (Gillin et al, 1988;
Lujan et al, 1996). A concentracdo de cloro usada na 4gua potavel ndo ¢ suficiente para
eliminar os cistos de Giardia. Eles podem permanecer vidveis por varios meses € apenas a

filtragdo ¢ considerada eficaz para a sua eliminagdo (Ortega & Adam, 1997).

Figura 1. Esquema mostrando o ciclo monoxénico de Giardia.

Contarmmnacio de dgua,
alimentos e mios com cistos
infactantes

Trofozoitos também sdao
liberados nas fezes, mas nio
sobrevivem no meio ambiente

&: Estdgio infectante A 5
A =Estdgio usado no A
diagndstico

Nota: Um cisto ao desencistar gera dois trofozoitos méveis que aderem ao epitélio intestinal e se dividem por
fissdo binaria. Cada trofozoito ao encistar gera um cisto inerte revestido por uma parede cistica.

Fonte: Esquema adaptado da homepage do Centro de Controle e Prevencao de doengas americano (CDC) online).
(Centers for Disease Control and Prevention [homepage na Internet]. New York:Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01[atualizada em 2002 May 16; acesso em 2002 Jul 9].Disponivel em:
http://www.cancer-pain.org/.retirado de Parasitology Diagnostic www.dpd.cdc.gov).



http://www.dpd.cdc.gov/
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1.1. Forma trofozoita

Os trofozoitos de Giardia lamblia tém de 12 a 15 pm de comprimento por 6 a 8 um de
largura (Kirkpatrick & Farrell, 1982; Campanati et al, 2001), com formato de pera,
apresentando simetria bilateral, oito flagelos e achatamento dorso ventral. Na superficie
ventral possui um disco que ocupa dois tercos da face e recebe o nome de disco ventral ou
disco adesivo. Esta estrutura tem forma achatada, dotada de uma rede de microtibulos e
microfitas dispostos de maneira espiralizada ¢ mede de 8 a 10um de diametro. Esse disco
adesivo ¢ uma das estruturas responsaveis pela fixacdo do protozoario; o batimento flagelar
ventral e a flange também possuem papel na adesdo do parasito a um substrato. O protozoario
se reproduz assexuadamente, por divisdo binaria longitudinal (Adam, 2001).

Como protozoarios flagelados do género Giardia, os trofozoitos apresentam flagelos
aos pares, emergindo nas posi¢des: anterior, latero-posterior, caudal e ventral (Fig. II). Os
trofozoitos sdo formados por axonemas, seguindo o mesmo arranjo dos flagelos dos demais
eucarioticos, que partem de corpos basais posicionados nos polos anteriores dos nucleos
(Adam, 2001). A Figura II ¢ um esquema da ultraestrutura da Giardia que possibilitara o

entendimento da descricdo de sua estrutura e organelas.
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Figura 2. Microscopia Eletronica de G. lamblia e representacdo esquematica da

forma trofozoita

Legenda: (A) Ultraestrutura observada por MET de um corte transversal de um trofozoito de G. lamblia
e suas principais organelas. (cm) plasmalema; (pv) vesiculas periféricas; (f) flagelo; (ad)
disco adesivo; (n) ntcleo; (setas) numerosas endomembranas dispersas no citoplasma;
(cabegas-de-seta) granulos de glicogénio. (B) Representagdo esquematica demonstrando o
trofozoito visto longitudinalmente. (¥) corpo mediano; (#) ntcleos; (+) disco adesivo.

Fonte: (A): retirado de Gillin et al,1996; (B): desenhado por Luiz Henrique Carvalho).

Estudos prévios sugerem que os flagelos auxiliem tanto na locomog¢dao quanto na
manutencdo da adesdo dos trofozoitos as células intestinais do hospedeiro, possivelmente
promovendo succ¢do pela depressdo causada pelo disco adesivo (Holberton, 1973; Monteiro-
Leal et al, 1996).

O corpo mediano da Giardia é uma estrutura exclusiva desse género e tem sido usado

como ferramenta taxondmica. Ele difere discretamente na forma e posi¢do em cada uma das
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trés espécies, como foi definido por Filice em 1952. Em G. lamblia o corpo mediano ¢
descrito como em forma de clava e situa-se transversalmente ao eixo maior da célula, no meio
do corpo celular. Os primeiros estudos feitos descreviam-no como corpos parabasais.
Entretanto, estudos realizados por microscopia eletronica de transmissdao mostraram que o
corpo mediano ¢ composto, em sua grande parte, por microtibulos (Friend, 1966; Holberton,
1973; Brugerolle, 1975). Em G. lamblia é encontrado um, as vezes, dois corpos medianos.
Existem outros componentes no corpo mediano, além dos microtubulos, Brugerolle (1975)
demonstrou a presencga de pequenos apéndices nos microtubulos do corpo mediano similares
as microfitas do disco ventral. Em Giardia muris o corpo mediano ¢ oval com microtubulos
curvados e alguns se estendem ventralmente em dire¢do a por¢ao caudal do flagelo. Nenhuma
fungdo especifica at¢ o momento foi descrita para o corpo mediano, no entanto, especula-se
que sirva de reserva de proteinas do citoesqueleto, para rapida mobilizagdo, sendo, entdo,
utilizadas na mitose e encistamento (Brugerolle, 1975; Feely et al, 1991).

A analise por MET revelou que o citoplasma de Giardia spp. apresenta logo abaixo da
membrana plasmatica uma série de vactiolos denominados vesiculas periféricas (Friend, 1966;
Owen, 1980). Estas estruturas podem ser observadas inclusive na area nua do disco adesivo,
que ¢ desprovida de elementos do citoesqueleto (Friend, 1966; Holberton, 1973; Owen,
1980). A maioria das vesiculas encontradas na periferia ¢ oval e/ou alongada, podendo ter
comprimento variando entre 100 e 400 nm, e seu limen apresenta material de baixa
eletrondensidade (Friend, 1966; Owen, 1980; Feely & Dyer, 1987). Algumas vesiculas podem
ser observadas com material granular em seu interior (Friend, 1966). Essas vesiculas,
aparentemente, sdo derivadas de processos endociticos do trofozoito (Bockman & Winborn,
1968; Kattenbach et al, 1991), apresentam fosfatase acida (Feely & Dyer, 1987; Lindmark,
1988) e acumulam macromoléculas ingeridas pelo protozoario (Kattenbach er al, 1991).
Estudos mostraram que essas vesiculas podem representar um sistema de organelas integradas
(Lanfrendi-Rangel et al, 1998).

Os dois nucleos esféricos de Giardia estdio medianamente localizados na porcao
alargada da célula (Fig. II), apresentam aproximadamente 1 pm de didmetro e juntos ocupam
aproximadamente um quarto do comprimento e dois tergos da largura da célula (Friend,
1966). Aparentemente, os dois nucleos de Giardia sdo idénticos tanto morfologicamente,
quanto na quantidade de DNA, sendo, provavelmente, ambos haploides (Kabnick & Peattie,
1990) e quando o envoltério nuclear apresenta ribossomos em sua face citoplasmatica.
Quando ocorre a divisdo binaria os niicleos se dividem ao mesmo tempo. No entanto, ndo esta

estabelecida a importancia dos dois nucleos, € questiona-se a troca de material cromossomial
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entre eles (Adam, 1991). Outras estruturas presentes no citoplasma desse flagelado sdo:
reticulo endoplasmatico rugoso, granulos de glicogénio e ribossomos.

A Giardia, como outros protozoarios da familia Hexamitidae, carece de algumas
organelas encontradas em eucariotos superiores, como mitocondrias e peroxissomos. Por
muito tempo acreditou-se que o parasito ndo possuia complexo de Golgi, entretanto com o
avanco das técnicas in vitro que promovem o encistamento, tornou-se possivel a detec¢ao de
uma estrutura semelhante a essa organela (Reiner et a/, 1990). O aparecimento dessa estrutura
foi justificado pela intensa atividade sintética durante a fase de formacao da parede cistica.
Lujan e colaboradores (1995a) detectaram, através de fragdes subcelulares de trofozoitos na
fase de encistamento, enzimas que se localizam no complexo de Golgi. Lanfredi-Rangel e
colaboradores (1999) demonstraram a presenca de uma organela semelhante ao complexo de
Golgi na regido perinuclear, através da marca¢do pela molécula ceramida C6-NBD (marcador
conhecido de Golgi em células de mamiferos). A presenca desta organela nao foi detectada na
fase vegetativa do parasito (Gillin et al, 1996). Em razdo desses dados, supde-se que o seu

aparecimento na fase de encistamento esteja relacionado com a formacao da parede cistica.

1.2 Forma cistica e encistamento

A diferenciacdo dos cistos ¢ importante para a sobrevivéncia da espécie no meio
externo, permitindo a resisténcia a ambientes secos € a mecanismos de desinfec¢do. A parede
do cisto, que ndo estd presente na forma trofozoitica, confere ao cisto sua resisténcia
caracteristica (Bingham & Meyer, 1979). A parede cistica também permite ao parasito
ultrapassar a barreira acida estomacal, durante o inicio da infec¢do no hospedeiro (Reiner et
al, 1993). O processo de encistamento se inicia no ileo, e o portador da giardiase elimina
cistos com as fezes.

Os cistos possuem uma forma oval, com dimensdes que variam entre 8 e 12 um em
seu comprimento e 7 a 10 um de largura. No revestimento externo apresenta uma espessa
parede de aproximadamente 0,3-0,5 um, birrefringente ao contraste interferencial (Sheftield
& Bjorvatn, 1977). A Figura Il mostra detalhes da apresentacdo das organelas na forma

cistica.
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Figura 3. Microscopia eletronica de transmissao de cisto de G. lamblia

Legenda: Eletromicrografia de transmiss@o de um cisto maduro de G. lamblia evidenciando a espessa parede
cistica (*), nucleos (n), axonemas (cabegas-de-seta), disco adesivo fragmentado (setas) e vesiculas
periféricas (v).

Fonte: Retirado de Hausen e colaboradores, 2006.

Por microscopia eletronica de transmissao observa-se que a parede cistica ¢ composta
por duas camadas bem distintas: a primeira, mais interna consiste de estruturas fibrilares que,
em estudos por MEV, mostram filamentos de 7 a 20 nm de didmetro. Estes filamentos estao
firmemente agrupados com interconexdes formadas por filamentos finos e curtos, e
apresentam-se intercalados com pequenos granulos (Erlandsen et al, 1989). A segunda
camada, mais externa e adjacente a primeira, ¢ formada por uma densa por¢io membranosa
(Fig. II).

Estudos bioquimicos de encistamentos realizados in vifro mostraram que a parede
cistica € composta basicamente por dois aglcares, galactosamina e N-acetil-galactosamina, os
quais sdo produzidos a partir da ativagdo de dois genes CWP1 e CWP2, respectivamente
(Lujan et al, 1995b). Acredita-se que a ativagdo destes genes esteja relacionada
principalmente com o pH alcalino. Abaixo da camada interna da parede cistica ¢ observado
um extenso sistema lacunar que aparece em toda a periferia da célula. Esse sistema lacunar ¢
determinado por uma fina camada citoplasmatica que o separa da membrana celular e ¢

constituido por material de baixa eletrodensidade. Numerosos vactolos na periferia do cisto
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possuem no seu interior material de aspecto similar ao observado no sistema lacunar, porém,
nenhuma correlagdo entre si foi descrita até o momento (Sheffield & Bjorvatn, 1977).

De acordo com a maturacao do cisto podemos encontrar de dois a quatro nticleos com
dimensdes menores do que as encontradas nos trofozoitos, que apresentam nucleoplasma
denso e envoltdrio nuclear tipico (Sheffield & Bjorvatn, 1977). Entre os nucleos podem ser
visualizados corpusculos basais e, normalmente, encontram-se trés pares de axonemas
proximos ao envoltorio nuclear. O quarto par €, quase sempre, encontrado na regido do
sistema lacunar. Além dos microtiibulos encontrados associados aos axonemas, outros podem
ser observados com disposicao aleatdria (Sheffield & Bjorvatn, 1977).

O disco adesivo, por sua vez, se apresenta fragmentado e pode ser visualizado no
citoplasma do cisto, em dois pares em polo oposto a regido nuclear (Palm et al, 2005). Os
fragmentos sdo compostos por microtiibulos paralelos e microfitas. Inimeros ribossomos
estdo presentes no citoplasma. Granulos de glicogénio foram identificados dispersos no
citoplasma, refor¢ando a idéia de que os cistos sdo metabolicamente ativos.

No que diz respeito a obtencdo de cistos duas técnicas tém sido rotineiramente
utilizadas, uma obtida a partir de fezes e a outra a partir do encistamento in vitro, mais
detalhes estdo descritos a seguir: (a) Para a obtencdo de grandes quantidades de cistos nas
fezes utiliza-se uma técnica de purificagdo, através de gradientes de sacarose de diversas
densidades (Roberts-Thomson et al, 1976). O emprego desta técnica evita a presenca da flora
bacteriana normal e “debris” fecais, facilitando o desenvolvimento das pesquisas neste campo
(Schupp et al, 1988); (b) A partir do cultivo de trofozoitos in vitro foram desenvolvidas
técnicas de encistamento, facilitando a compreensdao do mecanismo utilizado pelo trofozoito
para promover o encistamento (Gillin et al, 1987; Schupp et al, 1988; Faubert et al, 1991;
Kane et al, 1991). Estudos com clones diferentes da cepa WB indicam que variagdes
ambientais ténues podem ser necessarias para que o processo de encistamento in vitro ocorra,
como a substituicdo do soro bovino por uma solucao de lipoproteina-colesterol (Reiner et al,
1995). No hospedeiro, o processo de encistamento ocorre de forma continua (Reiner et

al, 1990).
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1.3 Desencistamento

O desencistamento ¢ uma fase do ciclo de vida do parasito relativamente curta, ocorre
cerca de duas horas apds a ingestdo do cisto pelo hospedeiro. Este processo de diferenciagdo
se caracteriza pela liberagdo de um exzoito pelo cisto, que ¢ a forma intermedidria sem
morfologia tipica e considerada um “pré-trofozoito”, que rapidamente sofre citocinese
gerando dois trofozoitos 8N que em uma nova citocinese gera mais dois trofozoitos 4N,
totalizando quatro trofozoitos formados a partir de um tnico cisto. O desencistamento in vitro
apresenta trés estagios bem definidos. No primeiro estagio, em meio acido, a membrana
plasmatica se destaca da parede cistica. No segundo estdgio, a célula reorganiza seu
citoesqueleto e no terceiro, emerge o exzoito. Abel e colaboradores (2001) relataram que a
proteina quinase-A estd envolvida no inicio do desencistamento enquanto que, em estigio
mais avangado, para emergir do compartimento cistico, ocorre sinalizagdo mediada por célcio
(Reiner et al, 2003). Em todos os eucariotos um anel contratil de actina-miosina ¢ o
mecanismo fundamental da citocinese. Nas leveduras o aparato mitdtico terminal ¢
responsavel por regular a atividade do anel contratil e genes semelhantes a actina, cinesina e a
algumas proteinas envolvidas no aparato mitotico terminal ja foram descritas (Temlp, Rac e
Cyclin B/Cdk 1) em Giardia (Smith et al, 1998), sugerindo que a maquinaria basica que
regula este processo ¢ semelhante ao que ocorre em leveduras. Durante a forma vegetativa os
trofozoitos apresentam ciclos celulares de ploidias que variam de 4N ou 8N. Quando o
estimulo para o encistamento ¢ disparado, a giardia inicia sua diferencia¢do ao chegar na fase
G2 ou M. A fase final do encistamento ¢ caracterizada pela divisdo nuclear e 0 DNA ¢
replicado gerando cistos com uma ploidia de 16N. Quando ocorre o desencistamento, o
exzoito quadrinucleado recém liberado apresenta ploidia de 16N. O exzoito se divide duas
vezes sem replicacdo do DNA e a partir de um exzoito sdo formados quatro trofozoitos
(Figura IV) (Bernander ef al, 2001; Svard et al, 2003).

As modificagdes na forma da célula durante a diferenciacdo para trofozoito foram
descritas por Hetsko e colaboradores (1998), que caracterizou trés estdgios de acordo com o
meio utilizado. Os primeiros sinais indicativos de que o cisto disparou seu processo de
desencistamento se apresentam, ultraestruturalmente, pelo surgimento de um a dois pares de
protusdes de citoplasma sem ribossomos ou glicogénio no interior do espaco peritrofico,
caracterizando o estagio I onde ocorre exposi¢ao dos cistos a um pH 4cido. Fosfatase acida ¢

liberada no espago peritrofico enquanto a flange surge neste espaco e pode estar relacionada
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com o estabelecimento da polaridade celular nesta fase. No segundo e terceiro estagios do
encistamento o espaco peritréfico ¢ aumentado e o parasito se apresenta praticamente
separado da parede cistica que, por sua vez, apresenta-se menos densa. Finalmente, a parede
se rompe € em poucos minutos emerge o exzoito. Cerca de 60 minutos apds o
desencistamento, os trofozoitos e seus nucleos sdo observados em varios estadgios de divisao,

incluindo células filhas conectadas, tanto ventral quanto lateralmente.

Figura 4. Esquema do ciclo de G. lamblia indicando a ploidia nuclear

trofozoito

Encistamento

Pré-cisto
0000
// cisto
(4X2N) 0 ) (4X4N)
|\ 7

Legenda: Diversas modificagdes na ploidia nuclear sdo evidentes em cada fase do ciclo de G. lamblia,
tanto no encistamento quanto no desencistameto. O ponto de restri¢do ira disparar (mediante
estimulo) a mudanga de fase do ciclo.

Fonte: Modificado de Bernander e colaboradores, 2001.
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2. MECANISMO BIOQUIMICO DA ACAO DE DROGAS ANTI-GIARDIA

Vérios compostos quimicos foram desenvolvidos nos ultimos anos para o tratamento
da giardiase. Muitos deles sao utilizados no tratamento de doencas helminticas ou bacterianas.
As drogas comumente empregadas incluem os fiarmacos da classe dos nitroimidazois
(metronidazol), dos nitrofuranos (furazolidona), dos benzimidazois (albendazol, mebendazol,
tiabendazol e mebendazol) e das tetra-hidropirimidinas (pamoato de pirantel). Maiores
detalhes das drogas escolhidas neste trabalho estdo expostos a seguir. (As formulas

moleculares estdo representadas ao lado de cada droga descrita).

N \}3

2.1. Metronidazol (MZ) OH

Embora o emprego do MZ contra parasitoses nao seja recomendado pelo FDA (U.S.
Food and Drug Administration), ¢ ainda um dos tratamentos mais comuns na América Latina
contra Giardia, além de ser amplamente utilizado na medicina veterinaria sendo o principal
principio ativo do medicamento comercialmente denominado Giardicid® (CEPAV
PHARMA LTDA). Esse nitroimidazol ¢ considerado pelo IARC (International Agency for
Research on Cancer) citotoxico e carcinogénico. Em pacientes com cancer, o MZ
radiosensibilizado ¢ adicionado em altas concentragdes em tumores com caracteristicas
hipoxicas (Lamp et al, 1999). Fortes efeitos colaterais estdo diretamente relacionados a
administracdo de MZ sendo os principais: desordens gastrintestinais, gosto metalico na boca e
cefaléia. Dentre todos os nitroimidazdis, o metronidazol ¢ a droga cujo mecanismo de ag¢ao
em Giardia tem sido mais estudado (Smith et al, 1988; Sousa & Poiares-da-Silva 1999;
Campanati & Monteiro-Leal, 2002). Este farmaco utiliza o metabolismo anaerdbico da célula.
Uma vez ingerido pelo parasito, a piruvato ferredoxina oxiredutase (PFOR), uma proteina
transportadora presente em Giardia, doa elétrons para o grupo nitro deste composto (Muller,
1983; Smith et al, 1988). O MZ reduzido serve como um aceptor de elétrons o qual se liga ao

DNA, ocasionando danos como a quebra e “cross-link” das fitas, levando a morte do parasito
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(Upcroft & Upcroft, 1998; Gardner & Hill, 2001). Ensaios morfolégicos, realizados em
estudos anteriores, demonstraram que essa droga tem efeito na ultraestrutura do parasito
(Campanati & Monteiro-Leal, 2002). Ap6s a incubagao das células com esse composto foram
observadas estruturas membranosas no interior das células e mudancas no tamanho das
vesiculas periféricas (Campanati & Monteiro-Leal, 2002). No entanto, nenhuma mudan¢a no
citoesqueleto de trofozoitos tratados pode ser detectada. O estudo mais recente mostrou que, o
MZ inibiu significativamente a diferenciacdo em cistos vidveis na cultura in vitro, na presenga

de MZ durante o processo de encistamento (Hausen et al, 2006).

2.2. Pamoato de Pirantel (PM)

Os primeiros testes utilizando pamoato de pirantel, na década de 70, logo
demonstraram sua eficiéncia contra helmintos, posteriormente ao ser combinado com outras
drogas como mebendazol, praziquantel ou ivermectina, gerou altas taxas de curas em animais
ou em criangas infectadas com nematddeos (Shield, 1985; Nolan et al, 1992; Lloyd &
Gemmell, 1992). O PM ¢ o principal principio ativo do medicamento comercial de uso
veterinario denominado comercialmente como VERMIVET® (BIOVET VAXXINOVA
LTDA). E também um dos principas principios ativos do DRONTAL® (Bayer S/A).

O PM apresenta uma baixa biodisponibilidade plasmatica em humanos, mesmo apds a
ingestdo de altas doses. A concentracdo maior se mantém no trato gastrintestinal e as reagdes
adversas ocasionadas pelo PM sdo muito baixas (Fasanmade et a/, 1994; Bagheri et al, 2004).
A resisténcia a drogas tanto em helmintos quanto em protozodarios sugerem fortemente o
emprego de um tratamento combinado com uma alternativa solida. Em outros protozodarios
como Plasmodium falciparum e Trypanosoma cruzi, a combinagdo de drogas ja demonstrou
resultados satisfatorios na eliminagdo do parasito (Santa-Rita et al, 2005; Bhattacharya et al,

2008). No tratamento para aplicagdo veterinaria contra helmintos, as principais opgdes sao o



22

praziquantel e o PM, normalmente prescritos combinados, contra ancilostomos, nematodeos e
oxiuros (Scorza et al, 2006).

O modo bioquimico de agdo do PM em gidrdia ainda nao estd elucidado, mas seu
papel na inibi¢do das colinesterases no sistema nervoso de helmintos ja estd bem descrito
(Feng-lin et al, 1979). Campanati e colaboradores (2001) mostraram que durante a incubacao
de trofozoitos de gidrdia com PM a flange ventro-lateral se mostrou degenerada, além de
inibir a adesdo e o crescimento dos trofozoitos. O trabalho de Barr e colaboradores (1998)
sugere que a combinagdao de PM com praquizantel e febantel, seja uma boa alternativa contra
a giardiase em cachorros, devido a redugdo da eliminacdo dos cistos de giardia durante o

tratamento.
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2.3. Albendazol

Inicialmente testado em helmintos em 1982 (Pene et al, 1982), o albendazol apresenta
um grupo carbamato em sua formula molecular, e causa alteracdes degenerativas no
tegumento e nas cé€lulas intestinais destes parasitos. O seu mecanismo de acao se da através
do sitio da proteina tubulina, 0 mesmo sitio também sensivel a ligacdo com a colchicina,
inibindo assim a polimerizacdo e forma¢do dos microtiibulos. A perda dos microtibulos
citoplasmaticos em helmintos leva a perdas no ganho de glicose tanto nos estagios de larva
quanto no adulto, deletando seu armazenamento de glicose. Consequentemente, ha
diminui¢do na producao de ATP levando entdo, a paralisia seguida de morte do helminto (Gao
et al, 2007).

Em 1986 os primeiros testes com albendazol em Giardia demonstraram sucesso
(Zhong et al, 1986), juntamente com outras drogas da mesma familia. Os efeitos
ultraestruturais de albendazol em gidrdia foram demonstrados inicialmente por Chavez e
colaboradores (1992), em trofozoitos que apresentavam fragmentagdo do disco adesivo. Além
disso, apresentavam a propriedade de se ligarem as microfitas de giardina, evidenciando a
ligacdo do albendazol a uma outra classe de proteinas estruturais exclusivas de giardia. Outros

estudos corroboraram este mesmo resultado (Reynolson ef al, 1992; Oxberry et al, 1994). No
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Brasil, albendazole ¢ comumente prescrito contra giardiase, quando o tratamento com

metronidazol ndo foi eficiente.

H
i

s s
2.4. Tiabendazol (TB) ~ N M

O tiabendazol ¢ amplamente utilizado no tratamento do nematddeo Strongyloides
stercoralis e dos nematelmintos da larva migrans (bicho geografico) (Mahdi et al, 1993;
Grover et al, 2001). Por pertencer a classe dos benzimidazois, o TB também atua nos
microtubulos pela ligagdo seletiva a B-tubulina (a mesma que a colchicina) prevenindo a
formag¢ao dos microtubulos em helmintos e protozoarios (Martin et al, 1997). O TB ¢
considerado a droga que apresenta efeitos colaterais mais graves dentre as demais derivadas
de benzimidazois, embora apresente Otimas taxas de erradicagdo de parasitoses (revisto em
Rosenblatt, 2001).

Os efeitos do TB em protozoarios sdo pouco descritos e em Tritrichomonas foetus,
embora tenha gerado diversas alteragdes morfologicas, ndo impediu a citocinese deste
organismo (Carvalho & Gadelha, 2007). Nos dois Unicos trabalhos que testaram o TB contra
giardia in vitro, os efeitos contra os trofozoitos foram, em menor propor¢do, quando
comparados ao metronidazol ou outros benzimidazois (Edlind et al, 1990; Katelaris et al,

1994),

1 H A/
G

2.5. Mebendazol (MB)

O mebendazol ¢ um benzimidazol desenvolvido mais recentemente e representa um
subtipo denominado benzimidazol carbamato, tem sido utilizado tanto em humanos quanto na
medicina veterinaria, para tratar uma variedade de infestacdes parasitarias. Acredita-se que

seu mecanismo de agdo se da pela ligacdo aos microtubulos inibindo o transporte intracelular
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de wvesiculas contendo proteinas no parasito. O metabolismo do MB ocorre
predominantemente no figado (Gotschall et al, 1990). Ensaios em humanos mostraram que,
apos serem degradados, os metabolitos de MB ndo apresentam atividade parasitaria (EMEA,
1999). O MB apresentou-se teratogénico em certas doses em ratos e camundongos, mas nao
se apresentou teratogénico em porcos, caes, gatos, ovelhas e cavalos (EMEA, 1999).

Segundo Dayan (2003), o MB ¢ rapidamente inativado pelo metabolismo, a partir de
sua reducdo e decarbamilacao seguida de conjugacdo enzimatica. Embora cause aneuploidia,
tanto em experimentos in vitro quanto in vivo, seus efeitos ndo sao considerados um risco aos
humanos, considerando-se que durante a sua administracdo apresentam baixos efeitos
colaterais e, principalmente, devido a sua baixa taxa de absor¢ao pelo organismo. Estudos em
individuos infectados com G. lamblia mostraram que mebendazol foi quase tdo eficiente no
tratamento quanto os nitroimidazois secnidazol e metronidazol, e por ser menos téxico e
praticamente ndo apresentar efeitos colaterais, ¢ uma droga recomendada para tratamento,
principalmente nos casos em que haja infecgdo nematddea coexistente (Sadjjadi et al, 2001,

Escobedo et al, 2003).

M y SitioR1
2.6. Benzimidazol (BZ) X
b H OH
Sitio R2

O derivado original benzimidazol ¢ um composto organico aromatico heterociclico.
Este componente biciclico consiste na fusdo de um grupo benzénico e um anel imidazole. O
composto BZ mais predominante na natureza ¢ o N-ribosil-dimetilbenzimidazol, e esta
presente compondo parte da vitamina B12, na forma de um ligante entre o cobalto e essa
vitamina (Barker et a/, 1960).

O BZ produzido industrialmente € sintetizado pela condensacdo de o-fenilenodiamina
com o acido formico, além de ser adicionado um metanol em seu sitio de ligacdo R1 (vide
acima a imagem da estrutura molecular).

Nos protozoarios G. lamblia, Encephalitozoon intestinalis e Cryptosporidium parvum,
foi demonstrado que o BZ se liga a heterodimeros de a-B-tubulina diminuindo a formagao de
microtubulos. Quando o BZ ¢ adicionado aos microtubulos j& formados ndo ocorre
despolimerizagdo (MacDonald et al, 2004). Os derivados de benzimidazois que apresentam

ligacdo de um grupo carbamato ao seu sitio R2, t€ém maior atividade contra protozodarios, se
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ligando mais especificamente a sub-unidade PB-tubulina. Quanto maior a afinidade de um
carbamato de benzimidazol a esta subunidade, maior € o seu efeito anti-giardia (Morgan et al,
1993; MacDonald et al, 2004).

Nem todos os derivados dos benzimidazodis apresentam atividade anti-parasitaria,
alguns como o omeprazol e o pantoprazol, que atuam inibindo a bomba de proténs das células
parietais do estdmago, sdo derivados de féormulas moleculares adicionadas de diversos outros

compostos.
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3 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A giardiase ¢ a segunda causa mais comum de diarréia de origem infecciosa (atras
apenas das infec¢des bacterianas), ¢ muito frequente em locais onde as condigdes sanitarias
sdo precarias. O parasitismo estabelecido pela adesdo ao epitélio intestinal pode gerar desde
uma desnutricdo grave a um quadro assintomatico, em que o hospedeiro em poucas semanas
apresenta cura espontanea. Diversas condigdes como a viruléncia do parasito, baixa
imunidade do hospedeiro e, principalmente, a resisténcia do parasito as drogas, tém levado a
extensivos esfor¢os na busca de compostos ou combinagdes de fArmacos para maior eficiéncia
no tratamento. As drogas utilizadas neste trabalho foram escolhidas apds pesquisas
bibliograficas de estudos clinicos utilizando o seguinte critério: efeitos colaterais versus taxa
de cura. Entretanto, antes da aplicagdo clinica, os estudos na biologia celular de giardia sobre
o efeito de drogas, bem como avaliar os efeitos utilizando drogas combinadas sao
fundamentais para compreensdo das implicacdes geradas pelos fArmacos tanto sobre a célula
hospedeira, a célula epitelial intestinal, quanto na célula infectante, a Giardia lamblia.
Conforme a busca bibliografica, as drogas comerciais escolhidas sdo notoriamente efetivas
contra gidrdia, portanto o foco principal ndo se fundamenta em identificar a droga mais eficaz
contra giardia. Deste modo, este trabalho se fundamentou em um estudo in vifro com dois
desdobramentos, visando elucidar as seguintes perguntas: qual ou quais drogas sdo mais
eficazes para inibir o ciclo de vida do parasito?, ou seja, é possivel que mesmo durante o
tratamento as células remanescentes conseguem desencistar e dar continuidade para
reinfectar um novo hospedeiro? Em um segundo momento, direcionado as principais drogas
usadas para uso veterinario: hd sinergia entre o metronidazol e o pamoato de pirantel?, ou
seja, como ¢ de conhecimento cientifico que o metronidazol acarreta em fortes efeitos
colaterais, como a inflama¢do da mucosa intestinal, é possivel diminuir a concentragdo de
metronidazol quando combinado com outra droga, mantendo o mesmo efeito anti-giardia sem
afetar as celulas epiteliais intestinais? Portanto, este estudo se justifica por preencher esta

lacuna na literatura e apresenta os resultados na forma de artigos recentemente publicados.
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4 OBJETIVO

Analisar a a¢do de benzimidazbis sobre a diferenciacdo do protozodrio Giardia
lamblia e o efeito combinado de metronidazol e pamoato de pirantel durante a interagdo

parasito e células epiteliais intestinais (IEC-6).

4.1 Objetivos especificos

- Analisar a agdo de benzimidazois sobre a diferenciagdo do protozoario Giardia
lamblia, considerando-se as taxas de encistamento e de desencistamento;

- Avaliar o efeito desses compostos na ultraestrutura do parasito por microscopia
eletronica de transmissao e varredura.

- Testar concentragdes combinadas de metronidazol ¢ pamoato de pirantel sobre o
crescimento de giardia, estabelecendo a partir de isobologramas o tipo de efeito (sinérgico,
antagdnico ou aditivo) das drogas sobre o parasito;

- Avaliar a toxicidade dessas drogas combinadas em diversas concentragdes em
monocamadas de IEC-6 ndo infectadas, a partir de ensaios colorimétricos;

- Avaliar por microscopia eletronica de varredura os efeitos morfologicos das

concentragdes consideradas sinérgicas durante a interacao parasito-IEC-6.



28

5. MATERIAL E METODOS

Na primeira etapa deste trabalho, a seguinte metodologia foi empregada:

5.1. Cultura de células

Os trofozoitos de Giardia lamblia da cepa WB (ATCC 30957) foram cultivados em
frascos tipo falcon de 15mL até a fase log em meio TYI-S-33, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 100pug/mL de bile bovina sem adicdo de vitaminas ou antibioticos
(Keister, 1983). As culturas foram mantidas em incubadora de células a 370C suprida com
atmosfera de CO2 a 5%. A passagem das culturas ocorreu a partir da soltura dos trofozoitos
aderidos pelo método de choque térmico em gelo durante 10 minutos. Aliquotas do
sobrenadante contendo os trofozoitos livres foram transferidas para novos frascos contendo

meio TYI-S-33 recém preparado em pH neutro.

5.2. Encistamento

O processo de diferenciacdo em cistos ocorreu através de algumas modificagdes do
protocolo de Boucher & Gillin, 1990 e Kane et al. 1991. Como reportado por Hausen et al,
2006, o processo de encistamento foi dividido em duas fases. A primeira teve duragdo de 18h
(fase I) e a segunda de 7h (fase II). Apds o periodo 18 + 7h, trofozoitos e cistos foram
contados em camara de Neubauer. Como durante o processo de encistamento gera cisto
viaveis (tipo I) e invidveis (tipo II) facilmente distinguiveis pelo constrate de fase, a
classificagdo dos cistos ocorreu pela observacdo por microscopia de constraste interferencial
(modo DIC) com objetivas de alta resolucdo (63x plan-apochromatic). Os cistos foram
classificados como viaveis ou nao de acordo com o critério estabelecido por Gillin et al, 1989.
Adicionalmente, o criterio de exclusdo por marcagdo via corante de viabilidade também foi
utilizado pela coloracdo das células com azul de trypan a 0.4%, conforme previamente

descrito por Meng et al, 1993.
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5.3. Ensaios com drogas

Os benzimidazois utilizados no primeiro desdobramento do trabalho foram:
albendazol (AB), mebendazol (MB), benzimidazol (BZ) e tiabendazol (TB). Todos estes
farmacos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) nas concentragdes de 0, 0.1, 1, 5 e
10ug/mL, sendo 0, o grupo controle contendo apenas a mesma diluicdo de DMSO no meio de
cultura, o qual ndo demonstrou apresentar nenhum efeito sobre Giardia. As drogas nestas
concentragdes foram adicionadas na fase I apenas ou na fase I e Il do processo de
diferenciagdo em cistos. Durante o processo de desencistamento, nenhuma droga foi
adicionada. Todos os experimentos foram conduzidos em placas de 24 pogos contendo 2 x
105 trofozoitos/mL. Apo6s a diferenciacdo contendo os farmacos, as amostras foram
submetidas a avaliagdao por DIC, microscopia eletronica de transmissdo (MET) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para a avaliagdo por microscopia eletronica, as células foram
fixadas em Karnovski overnight e processadas conforme a literatura convencional para estas
técnicas (Bozzola & Russell, 1999). As amostras foram observadas no LABMEL-UERJ nos

microscdpio eletronicos de transmissdo e no microscopio eletronico de varredura.

5.4. Avalia¢ao da inibicao do encistamento

Foi aplicado o célculo estabelecido em trabalho anterior (Hausen, et al, 2006), em
funcao da reducdo do niimero original de trofozoitos diferenciados. Desta forma, foi possivel
estabelecer uma correlagdo entre a quantidade de cistos obtidos no controle, pelo nimero de
cisto obtidos nos ensaios contendo drogas. Portanto, foi estabelecida uma razao de fungao dos
valores médios obtidos nos controles para se estabelecer uma taxa de inibicao das células que
nao sofreram a diferenciagdo de cistos em trofozoitos. Os calculos foram realizados conforme
as duas férmulas abaixo descritas:

Formula 1: Nc=TdxRc/T

Sendo que Nc¢ ¢ o numero de cistos viaveis que seriam obtidos hipoteticamente a partir
de experimento controle, T € o nimero inicial de trofozoitos submetidos a diferenciagdo, e Td
¢ o numero fiinal de trofozoitos remanescentes apds a diferenciacdo, enquanto que Rc ¢

numero real de cistos diferenciados e vidveis. Assim, ao obter o valor Nc com a formula 1,
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este dado ¢ incorporado a formula 2 para se obter o percentual de redugdo da diferenciagdo
em cistos vidveis comparavelmente ao controle.

Formula 2: R =Nc - Nd

Portanto, nesta segunda formula, R ¢ o valor percentual da reducao na produgdo de
cistos viaveis, enquanto que Nd é o percentual de cistos obtidos durante o ensaio com as
drogas. Os valores de R foram comparados entre todos os grupos conforme o teste estatistico
de Dunnett realizado no software Graphpad Instat, no qual se estabeleceu o valor de P<=0.05

como sendo estatisticamente significante.

5.5. Avaliac¢ao da eficacia do desencistamento

Apds o processo de encistamento in vitro realizado, todas as células em suspensdo
foram submetidas a choque hipotdnico em agua destilada estéril overnight em geladeira. Apos
este periodo, os cistos vidveis foram contados e submetidos ao desencistamento. Algumas
modifica¢des no protocolo padrio de duas etapas desenvolvido por Boucher e Gillin (1990)
foram realizados conforme descrito a seguir: na primeira etapa os cistos foram incubados em
HBSS contendo cisteina e glutationa sob pH alterado com HCL IN para 2,5 durante 40min.
Apos este periodo, as células foram centrifugadas em baixa rotagdo (800g/5min) e colocadas
em solu¢do salina de Tyrode contendo tripsina a 1mg/mL em pH 8 por mais 1h. Em seguida,
foram centrifugadas novamente e o pellet obtido foi ressuspendido em meio recém preparado
TYI-S-33 por 24 e 96h a 370C. Apos o tempo estabelecido, os trofofoitos recém formados e
aderidos foram submetidos a choque térmico em gelo por 10min para soltura do tubo,
centrifugados e contados em camara de Neubauer.

Na segunda etapa deste trabalho, o seguinte desdobramento metodoldgico € descrito a

seguir:

5.6 Co-cultura de Giardia e IEC-6

A cultura de células convencional de trofozoitos de Giardia lamblia ocorreu conforme

o item anterior para a primeira etapa deste trabalho. Adicionalmente, nesta segunda etapa
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deste trabalho foram realizadas predominantemente co-culturas de Giardia com a célula
hospedeira para mimetizar in vitro o processo de parasitismo deste protozodrio, neste caso, as
células epiteliais intestinais sdo as hospedeiras do parasitismo estabelecido por Giardia, no
qual os trofozoitos aderem as suas microvilosidades preferencialmente via disco adesivo pela
regido ventral. Deste modo, o modelo celular imortal IEC-6 (do inglés, intestinal ephitelial
cells type 6) obtido de cripta de rato, foi utilizado neste trabalho. As IEC-6 foram cultivadas
rotineiramente em meio DMEM suplementado com 1 U/ ImL de insulina regular humana e
10% de soro fetal bovino, sem adi¢do de antibidticos. As passagens ocorreram apoés as células
atingirem subconfluéncia com tripsina e cultivadas a frascos de 25cm? a 37°C sob atmosfera
de 5% de CO;. As células foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. José Morgado Diaz
(INCA-RJ). Para os experimentos, as IEC-6 foram adicionadas nas concentracdes de 0.8 x 10*
ou 1 x 10° células em cada pogo de placas 24 ou 96 pogos, respectivamente. Apos 24h de
cultura nas placas de 24 pogos, os trofozoitos foram adicionados na concentragio de 2 x 10°
células/pocgo, ou seja, em uma relagdo em torno de 2:1 trofozoitos para cada célula intestinal.
Apo0s 24h em co-cultura entre trofozoitos e células IEC-6, no qual o meio para co-cultura foi
modificado para viabilizar a sobrevivéncia de ambos tipos celulares, o o meio DMEM
suplementado para as células intestinais foi adicionado de 0.95% de caseina e 0.07% de L-
cisteina, conforme descrito por Gadelha et al, 2007. Dentro deste periodo de 24h em co-
cultura os ensaios foram realizados contendo diversas concentragdes de metronidazol (MZ) ou
pamoato de pirantel (PM) combinados ou ndo. Os ensaios em placas de 96 pocos foram

realizados apenas com trofozoitos contendo as drogas combinadas ou nao.

5.7. Determinacao de 1C50 e FICI

As concentracdes testadas para se estabelecer 50% da viabilidade das células (IC50)
foram avaliadas durante o periodo de 24h. Solucdes estoque de MZ e PP foram diluidas em
dimetilsulfoxido nas concentragdes de 60mM e 20mM, respectivamente.

Para determinar se houve efeito sinérgico, os parasistas foram cultivados por 24h e o
indice de concentracdo inibitoria fracionada (FICI, do inglés, fractional inhibitory
concentration index) foi calculado pela equagdo, conforme descrito por Hallander et al, 1982:

FICI = (IC50 da dose 6tima de MZ com dose-subotima de PM / IC50 do MZ apenas)
+ (IC50 da dose otima de PM com dose sub-otima de MZ / IC50 do PM apenas)
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Deste modo, foram obtidos isobologramas classico pela combinagdo das drogas
combinadas ou ndo, dentro de uma inibi¢ao de crescimento de 50% em 24h. De acordo com a
literatura (Odds, 2003), o efeito sinergico ¢ identificado quando o FICI <= 0.5. Entre 0.5 — 4.0
¢ considerado que as drogas combinadas nao apresentam interagao (efeito aditivo), e quando o

FICI <4, ¢ considerado que o efeito combinatério das drogas ¢ antagonico.

5.8 Avalia¢ao da viabilidade de IEC-6 em combinacio com as drogas

IEC-6 ndo infectadas com Giardia foram cultivadas em placas de 96 pocos e tratadas
com as duas drogas combinadas ou ndo por 24h e a toxicidade foi avaliada pelo ensaio de
redu¢do do MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), o MTT ¢
convertido em formazan pela atividade mitocondrial das células e o produto de sua conversao
gera um pigmento de absorbancia detectavel por espectrofotometria colorimétria em leitor de
microplacas, conforme j& descrito por Mosmann, 1983. Apos o periodo de 24h em cultura, o
meio foi retirado e as células foram submetidas a mais 4h em cultivo de meio DMEM
contendo 0.5mg/mL de MTT a 37°C. Apds este periodo, o meio foi retirado e foi adicionado
DMSO para revelar o formazan. Apos homogeneizagao, as placas contendo as amostras foram

lidas no leitor de microplacas VersaMax a 490nm.
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Abstract The Giardia lamblia life cycle is characterized
by two phases during which two major cell differentiation
processes take place: encystation and excystation. During
encystation, the trophozoites transform into cysts, the resis-
tance form. Once ingested by a susceptible host, the cysts are
stimulated to excyst in the stomach, and the excysted
trophozoites adhere to the epithelium of the upper small
intestine. Our work analyses the effects of four benzimidazole
derivatives during Giardia differentiation into cysts and
evaluates the excystation efficiency of water resistant cysts.
Albendazole (AB) showed the most significant results by
inhibiting encystation about 30% and a decreasing rate of
excystation efficiency. The ultrastructural organization of the
cyst adhesive disk was notably affected by AB treatment.
Although other benzimidazoles showed some effect on
encystation, they were not able to inhibit the excystation
process. It is known that the benzimidazoles affect the
cytoskeleton of many organisms but how it interferes in
Giardia differentiation processes is our main focus. The
importance of studying Giandia's differentiation under drug
action is reinforced by the following arguments: (1) Cysts
eliminated by hosts undergoing treatment could still be
potentially infective; (2) once the host has been treated, it
would be desirable that the shedding of cysts into the
environment is avoided; (3) the prevention of Giardia
dissemination is a question of extreme importance mainly
in underdeveloped countries, where poor sanitary conditions
are related to high rates of giardiasis. This report concerns
the importance of keeping the environment free from
infective cysts and on Giardia’s drug resistance and
differentiating abilities.
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logical and physiologically different stages: the dormant
and resistant cyst and the motile trophozoite, which
represents the vegetative/reproductive stage. The attach-
ment of the trophozoites to the epithelial lining of the
intestine is probably mediated by its ventral adhesive disk
and flagellar beating (Holberton 1973; Campanati and
Monteiro-Leal 2002). The resistant cyst is oval-shaped, is
surrounded by a thick cyst wall, and can remain infective
for long periods once it is release by the host (Adam 2001).
The encystation of trophozoites is required for survival
outside the host organism. The encysted cells maintain their
infectivity by resistance to hypotonic lysis and disinfection
(Reiner et al. 1995). The excystation step, which leads to
the release of trophozoites, has also been applied to
questions of epidemiology (Isaac-Renton et al. 1992).
During treatment against giardiasis, some hosts can
continue to eliminate cysts in stools although less and less
until eradication (Olson et al. 1996; Keith et al. 2003),
meaning that it takes some time for it to be cleared from the
infection and also not to be a source of contamination for
others.

The trophozoite form has usually been used as the
experimental model for the test of several drugs intended to
treat giardiasis because this form is the one responsible for
host injury and symptoms (Gardner and Hill 2001;
Campanati and Monteiro-Leal 2002; Cruz et al. 2003).
However, to determine the effectiveness of the drugs that
could act against all G. lamblia life cycle stages, we
developed a model which takes into account the effects of
drugs over the differentiation processes that this cell
undergoes (Hausen et al. 2006). Also, we successfully
demonstrated the effects of drugs inhibiting cyst formation
in vitro. The importance of this analysis has already been
pointed out by Jarroll and Sener (2003), who argued that it
is not known whether chemotherapeutics could also block
the shedding of cysts. The prevalence of giardiasis can
reach 18% in underdevelopment countries, where the main
sources of contamination are interpersonal transmission and
poor sanitary conditions (Teixeira et al. 2007). Many
studies have shown that benzimidazoles prevent Giardia
trophozoite from attaching to a substrate (Cruz et al. 2003;
Morgan et al. 1993). In the in vivo environment, as the
trophozoites travel down the intestine, they trigger parasite
differentiation (Lujan et al. 1997), while in vitro, according
to Faubert et al. (1991), when encystation media is added,
most encysting trophozoites remain attached until they
begin to round up. If the host is being treated, the
trophozoites will most likely detach, and some will die
but others will pass through the lower portions of the
small intestinal tract, triggering their encystation process.
This situation generates the following question: Are the
climinated cysts still infective even when the host is
being treated?

@ Springer

In order to verify if the parasites maintain their infectious
ahilities, we evaluated in an in vitro model the effect of four
benzimidazole compounds over the full life cycle of the
parasite, including the encystation and excystation process-
es. The effect of the drugs on Giardia morphology was
investigated by light and electron microscopy. Also, we
examined the efficiency excystation of cysts previously
differentiated by albendazole, mebendazole, benzimidazole,
or thiabendazole treatment.

Material and methods

Unless otherwise stated, all reagents were obtained from
Sigma Chemical, St Louis, MO, USA.

Cell culture and encystation

Trophozoites of G. lamblia (WB strain, ATCC 30957) were
grown up to log phase in TYI-S-33, supplemented with
10% fetal bovine serum and 0.1 mg/mL of bovine bile,
without added vitamins and antibiotics (Keister 1983).
Subcultures were produced two or three times a week by
chilling the glass tubes on ice and removing an aliquot from
the medium containing the cells and transferring it to tubes
with fresh medium. G. lamblia was induced to encyst, with
some modifications to the methods previously published
(Boucher and Gillin 1990; Kane et al. 1991). As reported in
our previous work (Hausen et al. 2006), the encystation
process was divided in two phases of 18 h (phase I} and 7 h
(phase II). After that period, the number of cells (troph-
ozoites and total number of cysts) was quantified using a
Neubauer chamber. The cells were observed by phase
and differential interference contrast (DIC) using a =63
plan-apochromat objective and digitalized, and the mature
cysts were classified as viable or not following the
typical cell morphology criteria (Gillin et al. 1989) and
also by dye exclusion with trypan blue 0.4% (Meng et al.
1993).

Drug assays

The benzimidazoles derivatives albendazole (AB), meben-
dazole (MB), benzimidazole (BZ), and thiabendazole (TB)
were all diluted in dimethylsulfoxide at concentrations of 0
(control), 0.1, 1, 5, and 10 pg/mL. The final concentration
of solvent did not exceed 1%, which had no effect per se on
the parasites. In the 18 h of the first phase occurs the most
remarkable changes in trophozoite morphology, initiating
with the observation of encystation secretory vesicles and
accomplishing the phase with rounded and detached cells.
In the small period of 7 h of step 2, the peripheral
birefringency due to cyst wall components release is the
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notable characteristic observed by DIC, which as an
average result for this methodology reaching a total amount
of 50% of viable cysts (Hausen et al. 2006). An aliquot of
2% 10° trophozoites/mL was induced to encyst in the drug-
containing medium either into the first step of encystation
only or through both steps of differentiation. An aliquot of
2107 trophozoites/mL was induced to encyst in the drug-
containing medium either into the first step of encystation
only or through both steps of differentiation. No drug was
added during the excystation process. Cells under the effect
of drugs were morphologically analyzed by DIC, transmis-
sion electron microscopy (TEM), and scanning electron
microscopy (SEM).

Inhibition of encystation

Although there was a significant reduction in the number of
trophozoites as a result of the drug treatment, which
reduced the original number of encysting cells, the
inhibition of encystation was calculated as detailed de-
scribed previously (Hausen et al. 2006). The encystation-
inhibition rate was reached by using two formulae, which
established a correlation between the number of cysts in
control experiments and the number of cysts found in the
drug assays.

Ta = R
Ne = — 0o 1)
T (1)
R=N,_— N, (2)

In Eg. 1, N. is the number of viable cysts obtained
hypothetically as derived from control experiments, T is the
number of trophozoites obtained after the treatment (7y)
and the real number of cysts counted in the control assay. In
Eq. 2, R is the percentage of reduction in the production of
cysts type I compared to control, and Ny is the percentage
of cysts type | obtained afier the drug treatment.

Excystation efficiency

After the encystation process, the non-encysted cells were
ruptured by hypotonic shock in sterile double distilled
water overnight at 8°C. The viable cysts were counted and
induced to excyst. The excystation process was carried out
with some slight modifications in time and pH in the three-
step method as previously described by Boucher and Gillin
(1990). During the first step, cysts were incubated for
40 min with HBSS containing cysteine and reduced
glutathione at pH 2.5, followed by the second step of 1 h
atpH 8 in Tyrode's salt solution containing trypsin at 1 mg/mL
and finally incubated with fresh TYI-8-33 for 24 and 96 h
at 37°C for trophozoite release and the establishment of a
new culture. The tubes were cooled on ice for 10 min for
trophozoites detachment and then centrifuged, and cells
were counted in a Neubauer chamber.

Transmission electron microscopy

After encystation in the medium containing the drugs, cysts
were washed twice with distilled water and then fixed for
24 h with Kamovsky fixative diluted in Na-cacodylate
buffer. Afier that, the cells were post-fixed for 30 min with
2% osmium tetroxide, dehydrated in graded series of
ethanol, and embedded in epoxy resin. Thin sections were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate and observed
by TEM (LEO 906E).

Scanning electron microscopy

After encystation under the effects of the drugs, water
resistant cysts were added to Karnovsky fixative for 1 h.
Cells were washed with distilled water and allowed to
adhere for 10 min on cover slips pre-treated with 1% poly-
L-lysine. They were then washed with PBS, post-fixed for
30 min in 1% osmium tetroxide, and dehydrated with
increasing concentrations of ethanol. Samples were then
critical point-dried with CO,, coated with gold, and
observed by SEM 940 (Zeiss) operating at 15 kV.

Table 1 Inhibition of encystation according to drug action during differentiation in phase I (18 h with drug plus 7 h without drug action)

Drug concentration AB (IE% + SD%)

MB (IE% + SD%)

BZ (IE% £ SD%) TB (IE% £ SD%)

0 (contral) 0.00=0.0 0.00£0.0 0.00£0.0 0.00+0.0

0.1 pg/mL 33042834 2.71£5.8™ 1.06£6.1™ 2,22+1.7"
I pg/mL REN B 2.69+14.0™ 0.63£12.6™ 359244
5 pg/mL 3LTRE5TH 2.50=10.0™ 0.85+45™ 4.1T£1.7%*
100 pg/mL 337120 3 34=13.0%* 0.81+6.6™ ERRES Wb

Data are expressed in mean values of six experiments

IE percentage of inhibition of encystation, D percentage of standard deviation, ns not significant

*P=0.0001; **P<0.05, significant differences from the control values

@ Springer



36

Parasito] Res

Excystation efficiency
Control
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-+ TB
—a-BZ

Excysted trophozoites (%)
3
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0.1 1 5 10
Drug concentration
Fig. 1 Percentage of excystation rate compared to control (dashed
line), which was raised from a real 10% rate to 100% for improved
visualization. The cysts obtained in dmg conditions were collected
and induced to excyst The effectiveness of each drug was observed
by a decrease in the percentage of quantified trophozoites

Results

Inhibition of encystation

Our statistical results (Dunnet multiple comparison test)
showed that AB was the most effective drug for inhibiting

the differentiation of trophozoites into viable cysts, dis-
playing a non-dose-dependent inhibitory rate of 33% for all

concentrations used (Table 1). We observed no statistical
difference in the number of viable cysts when drugs were
added to the encystation medium during both phases (18 h
plus 7 h).

Excystation efficiency

Excystation efficiency was measured as the ability of cysts
to generate trophozoites, which is capable of attaching. As
described before, encysted trophozoites were grown in
medium containing the benzimidazole derivatives during
phase 1 only or in both phases of encystation. The cysts
were then stimulated to undergo the excystation process.
The assays in which the control reached 10% of excysted
cells after 24 h and established a new culture afier 96 h
were included in the statistical analysis. Albendazole was
the most effective drug since we only observed cysts
capable of excystation in cultures treated at 0.1 pg/mL.
Although less effective than AB, all the other drugs except
TB were considered significant when compared to the
control (Fig. 1).

Microscopy analysis

After the encystation process in medium containing the
benzimidazole derivatives, the cysts were observed by DIC.

Fig. 2 Light microscopy images of a recently encysied Giardia
obtained after albendazole treatment under the first phase (18 h) of
encystation. By DIC at the concentration of 0.lpg/mL, a shows a
sequence of the same cyst observed under three different focal planes.
The fragmented adhesive disk (@rrow) can be distinctly observed as
several sheets organized into a “horseshoe™ shape. After digitally
processing a using a border enhancing filter, the new image (b)
showed the adhesive disk and the cyst wall clearly visualized. ¢ and d

‘2 Springer

After treatment at the highest concentration of 10 pg/mL, the cyst wall
continued to be distinctly highlighted (white arrow in d), the
horseshoe-shaped adhesive disk (arrowhead in ¢) was observed as a
slight shadow by DIC (c¢) and was not detected by the border
enhancing filier (d). There was no morphological difference in the
adhesive disk observed by DIC at the lowest concentration of AB
compared to controls. The images of this assay were acquired at the
same time under the same bright and contrast conditions. Bars 5 pm
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The effect of AB on the general morphology was
concentration dependent. The cysts exhibited externalized
flagella and the adhesive disk was less evident (Fig. 2).
Additionally, bubble-like structures outside the cysts and
large vacuoles in cyvtoplasm were noticed, and based on
morphological criteria, a slight increase in the number of
unviable cysts was detected with AB (data not shown).

By SEM, the main morphological alterations due to AB
were irregularities such as the uneven appearance and pore-
like structures in the cyst wall. Figure 3a-d show the AB
effects in detail. By TEM, control cysts present the typical
structural architecture of the Giardia mature cyst in which
the fragmented adhesive disk and the intemalized flagella
are distinctly observed. Another feature of cyst maturity is
the thickness of the wall (0.3 to 0.5 pm), homogeneously
dispersed around the cytoplasm (Fig. 4a and b). As
observed by TEM, AB disrupted the adhesive disk structure
(Fig. 4c-1). Although observed in high quantity by DIC and
SEM, we did not observe in our TEM sections the
externalized flagella in the cysts in which differentiation
was carried out with AB. Except for the adhesive disk and
the externalized flagella, no other cytoskeleton structure
was affected by AB.

Fig. 3 SEM images of a control
cysl presenting homogeneous
cyst wall (CW) and b—d cysts
that differentiated with 0.1, 5,
and 10 ug/mL of albendazole,
respectively. b Pore-like
structures (arrows) are ohserved.
¢ Bubbles {arrowheads) above
the shrunken cyst wall, d
external flagella (@rows). The
bubbles and the outer flagella
are usually present in higher
concentrations. Bars 3 um

Discussion

Since AB was the most effective of the four benzimidazole
derivatives evaluated on the encystation and excystation
processes, it was chosen for a more detailed analysis on the
cytoskeleton structures.

It was demonstrated that during the encystation process
the cell disassembles the adhesive disk in four distinct parts
disposed in pars around each nuclei (Palm et al. 2005). Our
results demonstrated that with AB, microtubule aggregates
disassociated from the adhesive disk were randomly
dispersed in the cytoplasm, which differs from their usual
localization. Similar results were observed by others groups
but on trophozoites under the effect of AB (Chavez et al.
1992) and under nocodazole effects (Mariante et al. 2005).
Intriguingly, our results showed mature and apparently
viable cysts presenting completely loss of adhesive disk
organization (Fig. 4f), suggesting that the cells were
resisted to the drug and reached the cystic form, carried
out the damages to the cyst. The term resistance is usually
employed when an organism develops any metabolic or
structural pathway to avoid the deleterious effects of a drug,
which also depends on virulence factors (Upcrofti and

@ Springer
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Fig. 4 TEM images of control
cysts showing a homogeneous
glycogen granules dispersed in
cytoplasm (asterisk) and
fragmented adhesive disk
(arrows). The peripheral
vesicles (arrowheads) are
located surrounding the cyst
wall (CW). b Internalized
flagella (arrows) in pertrophic
space (number sign). Effects of
albendazole on Giardia mature
cysts. TEM images of cysis
which went through
differentiation in
drug-containing medium in the
step 1. ¢ Electron dense and
lamellar bodies (asierisk) are
seen in the concentration of
0.1 ug/mL. d. e Adhesive disk
(arrow) disassembly observed at
concentrations of 1 and 5 ug/
mL, respectively. {
High-magnification image from
selected area in e showing
amorphous material (4M)
around the disorderly orgamzed
adhesive disk microtubules
(arrows). Bars a, b lum, c—e
500 nm, and f 150 nm

Upcroft 2001). Since differentiation is critical for Giardia
as explained before, it was considered here that this
capability for reaching the cystic form even under drug
effects could be somehow a kind of resistance and
adaptation that allows the encystation process to occur
even in adverse host conditions. This adaptation, which
exhibited the same inhibitory rate in all AB concentrations,
was compared to the 1Cs, values obtained for trophozoites
in the literature (Cruz et al. 2003; Cedillo-Rivera and
Muifioz 1992). We verified that in order to obtain an IC s, to
inhibit the encystation, the concentration needed would
probably kill the great majority of the trophozoites in the
initial periods of encystation. Encysting trophozoites have
their exo/endocitic pathways completely modified, i.e., the
pathways for production of the cyst wall proteins are
activated and the transport of many molecules decrease,

@ Springer

such as glucose (Touz et al. 2008; Gottig et al. 2006; Reiner
et al. 2001), explaining the low activity of albendazole on
the cyst formation.

To support our hypothesis of resistance, although the
increasing concentrations of AB generated the same
percentage of cysts (Fig. 1), the number of morphological
damages increased progressively according to dosage
(Fig. 2¢-d and 4d and f). Despite the higher inhibition of
encystation in the presence of AB than with others drugs, in
all AB concentrations, the ability to synthesize/release the
cyst wall components was not progressively lost under AB
effects in the cells that could reach a mature cystic form
(Fig. 2¢-d). Also, in Fig. 4f, microtubules were observed
around a deposit of amorphous material. We speculate that
the nature of this material is depolymerized tubulin, and
this will be the focus of our next analysis for immunolab-
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eling cytoskeleton proteins. The gradual dispersion of
microtubules, depending on the AB concentration used,
probably explains the low efficiency rate in the excysta-
tion procedures.

A similar study was made using mature cysts recovered
from stools (Bernal-Redondo et al. 2004), the cysts were
exposed to AB and then allowed to go through excystation
without drug. These authors did not observe any alteration
in the cysts treated with AB. Besides its known effects on
Giardia trophozoites and based on the data of Bemal-
Redondo et al. (2004), we suggest that the AB effects
described here could be restricted to the encystation process
when cell is metabolically more active and have not fully
developed its cyst wall. The lack of AB effects on the
mature cyst as observed by Bemal-Redondo et al. (2004)
could be most likely due to the low penetration of the drug
through the cyst wall or even by the cyst lower metabolic
activity to absorb the drug. The excystation analysis of
mature cysts treated with AB did not show a satisfactory
rate, reaching 0% of excystation efficiency at 10 pg/mL as
also demonstrated elsewhere (Bemal-Redondo et al. 2004)
in the recovered cysts from stools of patients under AB
treatment. Our results showed that during excystation of
Giardia, AB had the same effect (0% efficiency) at a
concentration 10-fold lower.

The video-microscopy observations of encysting cells in
medium containing AB showed that between each medium
replacement, the majority of cells revealed the typical
structures usually observed during encystation process, as
previously described and recently reviewed (Upcrofi and
Upcroft 2001). Interestingly, after the differentiation period
of cyst generation, the number of cysts decreased when
compared to controls, while a small increase in the number
of unviable cysts was noted. Many non-encysted troph-
ozoites showed intermediate characteristics between cysts
and trophozoites, such as rounded-shape, encystation
secretory vesicles, peripheral birefringence, and motile
flagella.

The cytoskeleton is essential for differentiation, and it is
mostly based on microtubular structures (Campanati et al.
2003). Albendazole is a benzimidazole derivative, in which
its effects on the Giardia cytoeskeleton are notorious (Hall
and Nahar 1993; Cruz et al. 2003). It was shown that in
protozoans, the benzimidazoles derivatives bind to of3-
tubulin heterodimers of assembling microtubules, thus
arresting polymerization, while binding to assembled
microtubules generated depolymerization (MacDonald et
al. 2004). Albendazole was also shown to bind to Giardia
[3-tubulin, disturbing microtubule polymerization on troph-
ozoites (Edlind et al. 1990). During Giardia encystation,
there is no assembling, but disassembling of the adhesive
disk while in excystation a rapid assembling of this strucure
is followed by cytocinesis (Palm et al. 2005). Hence, we

suggest that AB bound to cysts tubulin and strongly
interfered in the excystation (0% efficiency), while it did
not interfere so much in encystation (33% inhibition of
differentiation). Based on the known action of the benzi-
midazoles derivatives described above and on our results,
this probably explains why the encystation was less
inhibited than excystation.

Clinical studies have already suggested AB alone or
together with mebendazole or metronidazole for treating
giardiasis (Reynoldson et al. 1991; Cedillo-Rivera and
Muiioz 1992). Also, as few as ten to 25 cysts ingested are
sufficient to cause infection (Vesy and Peterson 1999).
According to these authors, more important than treatment
is prevention, but when the patient is infected with Giardia,
metronidazole or AB are the main medical options.

In the literature, there is a lack of information of how
infective the cysts that are shed by patients during treatment
are. Herein, we propose that the design of drugs against
giardiasis should aim not only the trophozoites stage but all
other phases of Giardias differentiation. It is now clear that
any of the benzimidazoles tested here do not act in the
encystation process by the same way it affects the
trophozoites, and this condition must be done on account
during treatment. This would include the analysis of a safe
treatment for both the patient and the environment. Our
work with AB, the most effective drug for Giardia, as
previously described, brings to light two new subjects
related to Giardia differentiation: (1) how AB affects
Giardia differentiation; (2) the establishment of a new
model for evaluating drug effects in the cell biology of
Giardia: its differentiation process. Based on the previous
topics and on our data, this paper contributes to the study of
the cell biology of this parasite, with the specific approach
to its differentiation under drug treatment, demonstrating its
interference on the cyst cytoskeleton assembly.
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abstract

Giardia lamblia is a pathogenic protozoan presenting as the main characteristic, the trophozoite capacity to
adhere in host intestinal epithelium, infecting mammals, including humans. The clinical treatment of this disease
is based on metronidazole (Mz) that acts as an alternative electron acceptor, and its reduction promotes DNA
impairment. In veterinary treatment, one of the best options is pyrantel pamoate (Pm), which the mode of action
has not elucidated yet. Different strategies for Giardia treatment have been explored to avoid side effects to the
host. In this context, the efficiency of treatment combining drugs raise as an interesting alternative for protozoan
diseases. Here, we evaluated in vitro synergic effect of Mz and Pm on trophozoites and on its adherence to IEC-6
cells. The treatment with Mz or Pm was effective on trophozoites, with 1Cs0/24 h values of 5.3 + 0.9 uM and
13.8 = 1.4 uM, respectively. The treatment of trophozoites with different combinations of Mz and Pm were also
evaluated, as showed by fractional inhibitory concentration index (FICI) under 0.5 in all conditions tested,
corresponding to the synergic effect. This synergic activity was also observed when the combinations of 5.3 pM
Mz + 0.4 uM Pm and 13.8 uM Pm + 0.1 pM Mz induced a remarkable reduction in % adhesion (85-90% and
52-59%, respectively) and in number of adhered parasites per 100 cells. The low cytotoxicity to the host cells of
the combinations, associated to the strong synergic potential of the combination, encourage us to further

investigate its effect in in vivo models.

1. Introduction

Giardia spp. is a pathogenic protozoan considered the earliest branching eukaryote, presenting as the main
characteristic, the capacity of trophozoite form to adhere in host intestinal epithelium [1.2]. Giardia lamblia
infects different mammals including dogs, cats and humans, and the same strain can be responsible for the
disease in domestic animals and humans [3]. The drugs susceptibility of these intestinal protozoa is common
related to compounds previously tested on helminths. Despite the evolutionary distance between these organisms
and Giardia sp., it was already reported that the most of those drugs share similar mechanisms of action and

cellular targets such as anaerobic pathways and the microtubules organization in both organisms [4-6].

The current treatment of G. lamblia infection is based on metronidazole (Mz), a cytotoxic nitroimidazole that
induces to several uncomfortable adverse effects such as headache, gastrointes-tinal tract disorders and
hypersensivity reactions, accordingly to the U.S. National Institutes of Health. This compound is also employed
for radiosensitisation of hypoxic tumours, being included as a potential human carcinogen by the International
Agency for Research on Cancer (IARC) [6-8]. In Giardia sp., Mz acts as an alternative electron acceptor, and its
reduction in the anaerobic metabolism, promotes DNA damage, blocking its segregation and the parasite
division [9]. Morphological alterations were previously characterized on tropho-zoites treated with Mz such as
bubble-like structures [10]. In veterinary treatment, the main options are the praziquantel and pyrantel pamoate
(Pm), which are usually prescribed alone or combined [11]. The mode of action of Pm in G. lamblia has not
elucidated yet, but the involvement of cholinesterases was described in helminths nervous system [12].
Ultrastructural studies showed that Pm induced a disorganization of protozoan lateral flange and an inhibition of

the attachment and growth of trophozoites in vitro [13].
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Extensive efforts are being directed to the development of different strategies for Giardia treatment, avoiding
side effects to the host tissues and organs. The increase in the resistance of the parasite to the clinical
compounds, together with the recognizable efficiency of combined treatment on many helminths, supports the
employment of the combined treatment for protozoa diseases as an interesting alternative. It was also described
that drugs combinations potentialize the effect of the compounds alone, therefore outcoming in more effective
treatment in a variety of parasitic protozoa such as Plasmodium falciparum and Trypanosoma cruzi [14.15]. In
Entamoeba hystolitica, the combinations of Mz and lactoferrin derivatives induced a higher effect when
compared to the drugs alone [16]. In this work, we evaluated the synergic activity of Mz and Pm on G. lamblia

trophozoite and on its adherence to intestinal

2. Materials and methods

2.1. Parasites and cell cultures

Experiments were performed with trophozoites of G. lamblia (WB strain, ATCC 30957) which were grown
up to log phase in TYI-S-33 medium (pH 7.0) at 37 °C for 72 h, supplemented with 10% fetal bovine serum and
0.1 mg/mL of bovine bile, without added vitamins and antibiotics [17].

Monolayers of rat intestinal epithelial cells (IEC-6 line, ATCC CRL-1592) were grown in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA) added to 10% fetal bovine serum and 1 U/mL of
regular human insulin. For all experiments [EC-6 cells were trypsinized, added to 24-well and 96-well plates
(Nunc Inc., USA) at final concentrations of 1 x 10° cells/mL and 0,8 x 10* cells/mL, respec-tively, and

maintained at 37 °C for 24 h in 5% CO; atmosphere.

2.2. Direct effect on G. lamblia

G. lamblia trophozoites (2 x 10° parasites/mL) were resuspended in TYI-S-33 medium containing desired
final concentrations of Mz and Pm (Sigma-Aldrich, USA) for 24 h at 37 °C. Cell counts were performed
in Neubauer chamber and the activity of the compounds and their combinations was expressed as 1Cso,
corresponding to the concentration that leads to 50% parasite lysis. The stock solutions of Mz and Pm
were prepared in dimethyllsulfoxide (Sigma-Aldrich, USA) at the concentration of 60 mM and 20 mM,

respectively.

For the determination of the synergic effect, parasites suspension was incubated with different combinations
of Mz and Pm for 24 h in prior to define the optimal and sub-optimal concentrations of each compound.
Fractional inhibitory concentration index (FICI) values were calculated by the equation FICI = ICso (optimal
dose of Mz + sub-optimal dose of Pm)/ICso (Mz alone) + ICso (optimal dose of Pm + sub-optimal dose of

Mz)/ICso (Pm alone) [18]. Classical isobolograms were constructed by plotting drugs concentrations (alone and
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in combination) that inhibits 50% trophozoites growth. According to accepted guidelines: FICI <0.5, synergic
effect; 0.5 b FICI <4.0, no interaction; and FICI N 4.0, antagonic effect [19].

The IEC-6 cells achieved monolayers were washed and incubated with G. lamblia trophozoites (ratio 2:1
parasite/host cell) for 1 h at 37 °C in the interaction medium that consists in DMEM (pH 7.4), 20% foetal bovine
serum, 0.95% trypticase peptone of casein (BBL Microbiology Systems, USA), 0.07% L-cystein (Sigma-
Aldrich, USA) and 1 U/mL insulin [20]. After the removal of non-adhered parasites by washing, Mz, Pm and
their combinations were added to the infected cultures for 24 h and the percentage of adhesion and the number of

adhered parasites/100 cells were quantified using a Zeiss Axiophot microscope (Oberkochen, Germany).

2.3. Toxicity to mammalian cells

Non-infected IEC-6 cells cultured on 96-well plates (Nunc Inc., USA) were treated with the two drugs and
their respective combinations for 24 h and their toxicity was evaluated by a dye-reduction assay [21]. The cells
were incubated with 0.5 mg/mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) for 4 h at
37 °C, then DMSO was added to stop the reaction and the absorbance was read at 490 nm in Molecular Devices

VersaMax microplate reader (Sunnyvale, USA).

2.4. Statistical analysis

The comparison between control and treated groups was performed by the Mann—Whitney test. Differences

with p <0.05 were considered as statistically significant.

3. Results

The treatment with Mz or Pm was effective on trophozoites in vitro, with ICs¢/24 h values of 5.3 £ 0.9 uM
and 13.8 + 1.4 uM, respectively (Fig. 1a,b). An increased activity was observed in parasites treated with different
sub-optimal doses of Mz + 13.8 uM Pm in relation to the treatment with each compound alone, leading to the
inhibition up to 66% (Fig. 1c). The combinations of 5.3 uM Mz + sub-optimal doses of Pm showed no

significant increase effect in comparison to each 1Cs¢/24 h drug alone (Fig. 1c¢).
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Fig. 1. Effect of (a) Mz, (b) Pm and (c) their combinations on G. lamblia trophozoites in TYI-S-33 medium at 37
°C for 24 h. The asterisks indicate significant differences in relation to 5.3 uM Mz and 13.8 uM Pm groups (p
<0.095).
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In prior to analyze the synergic effect of Mz and Pm on trophozoites, different combinations were employed
to construct isobolograms: 5.3 uM Mz+1.4 uM Pm and 0.5 uM Mz + 13.8 uM Pm; 5.3 uM Mz+0.7 uM Pm and
0.3 uM Mz+13.8 uM Pm; and 5.3 uM Mz+0.4 uM Pm and 0.1 uM Mz+13.8 uM Pm, being FICI=0.31+0.02,
0.154£0.03 and 0.07+0.01, respectively (Table 1). As described above, FICI values under 0.5, correspond a
synergic activity, and all the combinations tested are in this range. It was also observed that the strongest

synergic effect at combinations containing lower sub-optimal doses of both compounds (Table 1).

Another set of experiments was performed to evaluate the effect of Mz, Pm and their combinations on the
interaction of trophozoites and IEC-6 cells. Based on the ICs0/24 h values for the axenic parasites, it was
observed that 5.3 uM Mz led to an important decrease in % adhesion of trophozoites on cell surface (Fig. 2a) and
in the number of adhered parasites per 100 cells (Fig. 2b), inhibiting 70% of adhesion in both parameters while
13.8 uM Pm not presented a significant difference in relation to control (Fig. 2a,b). The combinations of 5.3 uM
Mz +0.4 pM Pm and 13.8 pM Pm+0.1 uM Mz also induced a remarkable reduction in % adhesion and number
of adhered parasites per 100 cells, being the % inhibition in range of 85-90% and 52-59%, respectively. MTT
assays carried out with non-infected IEC-6 cells showed that the preservation of Mz-treated cells viability up to
84.8 uM, however high doses of Pm (220.8 puM) led to lysis of 50% cells. It was also observed that the
combinations presented the same viability of untreated cells, except to a strong combination of 5.3 uM Mz +138

UM Pm which the toxicity was similar to the higher dose of Pm alone (Table 2).
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4. Discussion

Many efforts have been made for substitute the current treatment of Giardia infection, due to the increasing
number of refractory cases after use of nitroimidazoles or other chemotherapic agents (i.e. praquizantel,
benzimidazoles and pamoate salts). In order to improve the efficacy and reduce treatment course, drug
combinations have been explored for different bacterial, viral and parasitic infections [22]. On axenic
trophozoites, Mz presented a higher activity (ICs0/24 h=5.3+0.9 uM) in relation to Pm (ICs¢/24 h=13.8+1.4 uM),
being similar to ICs0/24 h values of Mz and Pm obtained for other G. lamblia strains and isolates [10,13.23.24].
Recently, structural modifications in Mz molecule were made, and four analogues presented higher giardicidal
activity in comparison to Mz, without relevant cytotoxic effects to the host cells [25]. The employment of Mz
analogues alone or in combination with other drugs such as Pm, could represent an interesting opportunity to

increase even more the anti-giardia potential.

The combination of different concentrations of Mz and Pm showed that sub-optimal doses of Mz +13.8 uM
Pm led to an increase in the inhibition of the parasite proliferation. It suggests a potencialization of the
compounds effect, as already described for P. falciparum and T. cruzi treated with clotrimazole+amphotericin B
and mevinolin+ergosterol biosynthesis inhibitors, respectively [14,26]. Isobolograms analysis in the present
study indicated a synergic activity in all experimental conditions performed in the Giardia sp. model employing

Mz and Pm. A dose-dependent decrease in FICI values, points to the higher synergy in

Table 1

Synergic effect of Mz and Pm on G. lamblia trophozoites.

Drugs combinations? [CT® ctivity®

'50Mz + 10% ICso Pm and 10% ICso Mz + ICso Pm31+ 0.024
CsoMz + 5% ICso Pm and 5% ICso Mz + ICso Pm 15+ 0.03
CsoMz + 2% ICso Pm and 2% ICso Mz + ICso Pm 07+ 0.01

a. 1Cs0 drug “A” + sub-optimal dose drug “B” and sub-optimal dose drug “A” + ICso drug “B.”
b. Fractional inhibitory concentration index.

c. S, synergic effect; NI, no interaction; A, antagonic effect.

d. Mean =+ standard deviation for 4 independent experiments.

Fig. 2. Effect of Mz, Pm and their combinations on the attachment of G. lamblia trophozoites on IEC-6 cells. (a)
The percent of adhesion and (b) the number of adhered parasites per 100 cells. The treatment with the

combinations led to the increase in the inhibition in relation to Mz and Pm alone. One asterisk represents the
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significant difference in relation to control (p <0.02), and two asterisks indicate differences in comparison to 5.3

puM Mz and 13.8 uM Pm groups (p < 0.05).

combinations of 5.3 pM Mz+0.3 pM Pm and 0.1 pM Mz+13.8 pM Pm on trophozoites, open promising
possibilities of doses reduction during the giardiasis treatment, maintaining similar proliferation inhibition. The
synergic effect of drugs on G. lamblia was already reported for phenyl-carbamate derivatives and albendazole,
being suggested the further potential application in the giardiasis therapy [27]. Previous studies pointed to potent
in vivo synergic effect of miltefosine+amphotericin B and mevinolint+ketoconazole on Leishmania sp. and T.
cruzi, respectively [22,26]. The treatment of experimental Giardia sp. infected kittens with combinations of
febantel, pyrantel and praziquantel demonstrated potential results, increasing the percentage of apparent cure
[11]. Therefore, our in vitro results motivate the investigation of the combined treatment of Mz and Pm in

murine models.

Table 2

Cytotoxic effect of Mz, Pm and their combinations on IEC-6 cells.

Drugs combinations

3uM Mz

84.8 uM Mz 924+ 6.8
13.8 uM Pm 83.1+12.9
220.8 uM Pm 43.1+7.1

ApuM Mz +13.8 uM Pm 86.0+9.5
SuMMz+03uMPm 98.1+£5.0
3uM Mz + 13.8 uyM Pm  85.8+ 10.1
53 uM Mz + 13.8 uM Pm81.1£9.5
SuM Mz + 138 uM Pm 49.9+2.6

a. Mean + standard deviation for 4 independent experiments.

The combined treatment also interferes with % adhesion of parasites in the intestinal epithelial cells. The
combination of 0.1 uM Mz + 13.8 uM Pm presented the highest synergic activity on axenic trophozoites, and
also induced an important reduction in the % adhesion (about 80%). However, the highest inhibition of the
attachment of G. lamblia on IEC-6 cells was determined after the treatment with 5.3 uM Mz + 0.3 pM Pm (in
range of 90%). Previous studies with thiazolide showed a significant inhibitory effect on the adherence of the
parasite in Caco-2 cultures, despite the moderate inhibition of G. lamblia proliferation in axenic condition [23].
In the present work, the intense synergic effect of Mz and Pm was observed on both experimental situations,

pointing to the effect of the combinations on free and adhered parasites. Our data also demon-strated the damage
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to the host cells detected only in combined concentrations at least 10-fold higher than those doses employed to
reduce the infection, an important indicative of low cytotoxicity, as already reported for IEC-6 cell line treated

with natural products [28].

Pm belongs to the tetrahydropyrimidine family which mode of action involves different metabolic changes in
the oxidative path-ways, however in Giardia sp. and other anaerobic pathogens the mechanism is unclear.
Previous pharmacokinetic studies reported a significant absorption of Pm in large intestine of pigs, decreasing
the compound bioavailability in the infection site [29]. So far, the Pm incorporation by IEC-6 cells could explain
the more prominent effect on the trophozoites adhesion of high concentration of Mz + sub-optimal doses of Pm.
On the other hand, Mz degradation rate is constant in different experimental conditions such as buffer and pH
variation [30]. Furthermore, it was demonstrated that intestinal epithelia of G. lamblia cronically infected
animals secrete high rate of anions, mainly chloride salts [31]. So far, this active anion secretion was observed in
other infections such as in HIV, resulting in the cytokines release from sub-epithelial immune cells [32]. For the
effective removal of G. lamblia, it is well-described that mechanisms of host defense have to be activated in the
intestinal lumen. Several components of the natural immune system, such as defensins and lactoferrin, possibly
contribute in this process [33,34]. One of those strategies involves nitric oxide (NO) production by the intestinal
epithelium. In order to evade the immune system, G. lamblia consumes arginine, the crucial substrate used by
epithelial NO synthase to form NO [35]. Our hypothesis involves that the treatment with Mz + Pm could
exacerbate a potent host defense, preventing the protozoan to escape. These secreted salts, cytokines and/or other
molecules produced by IEC-6 cells could have an additional activity to the effect of the combined drugs. Studies
performed with Caco-2 cells raise the possibility of an additional intestinal component provided by these
intestinal cells could modulate the action of the drugs [23]. Complementary assays must be performed to answer

these important questions.

Our light microscopy data showed that the treatment induced an accentuated decrease in % adhesion of
parasites to IEC-6 cells but no morphological injury in host cells in any drug combination performed was
observed. Potent cytoskeleton inhibitors (cytochalasin, colchicine and nocodazole) induced a completely
misshapen, detachment from the parasite substract, cell division impairment and alterations in flagella number
[38.39]. One possibility for this interference is that Mz and Pm interfered in the ventral disk functionality, as
described for anti-cytoskeleton agents. This structure is a crucial in trophozoite cell biology, involved in the
nutrients uptake, besides the attachment of the parasite to host cell [38,40]. The combined treatment of Mz and
Pm could induce alterations in this structure, reducing the % adhesion and also leading to the trophozoites death,
as demonstrated for thiazolides-treated parasites [23]. Flagellar and body damages were observed in trophozoites
under treatment with other classes of drugs [23,36,37]. Our preliminary results indicate similar alterations in
trophozoites treated with both combina-tions tested (0.1 pM Mz +13.8 uM Pm and 5.3 pM Mz+ 0.3 uM Pm)
(data not shown). Interestingly, neither of its morphological alterations were previously observed in parasites
treated with Mz or Pm alone [10,13], suggesting a specific mode of action of the combination of both

compounds.
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Giardiasis still poses critical challenges, including an efficient chemotherapy. The current severe side effects
and questionable activity in chronic phase and an increased resistance are the main difficulties in the clinical
administration of Mz [41]. Clinically, Pm is usually administrated in combination with other anti-helminthic
drugs, and presented absence, or mild side effects for dogs and humans [42.43]. The strong activity of the
combined treatment of Mz and Pm, increasing the inhibition of trophozoites proliferation and its attachment on
the IEC-6 cultures, associated to the high preservation of the host cells morphology and metabolic viability,
points to the combination of these two compounds, as an excellent alternative for the treatment assays of Giardia

infection in vivo.
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7 DISCUSSAO

7.1 Discussao referente ao primeiro artigo publicado

Dentre os quatro benzimidazoéis testados (AB, MB, TB e MB), o AB mostrou ser o
mais efetivo na inibicdo dos processos de encistamento e desencistamento de Giardia, e por
isso, foi a droga escolhida para a anélise morfoldgica do seu efeito sobre o parasito.

Durante o processo de encistamento foi demonstrado que a célula desmonta o disco
adesivo em quatro partes distintas, dispostas aos pares proximas a cada par de ntcleos (Palm
et al, 2005). Nossos resultados demonstraram que, com AB os microtibulos agregados se
dissociaram do disco adesivo e se dispersaram no citoplasma, de maneira completamente
aleatoria, desfazendo-se do padrdo descrito por Palm e colaboradores (2005). A desagregagao
do disco adesivo foi descrita em trofozoitos sob o efeito de AB (Chavez et al, 1992) e sob
efeito de nocodazol (Mariante et al, 2005). Intrigantemente, nossos resultados mostraram
cistos maduros e aparentemente vidveis, apresentando completa perda da organizagdo do
disco adesivo (vide figura 4, do artigo), sugerindo que as cé€lulas que resistiram a droga e
chegaram a forma cistica levaram a alteracao defeituosa até a fase madura do cisto.

O termo resisténcia ¢ normalmente empregado quando o organismo desenvolve
qualquer via metabolica ou estrutural para evitar os efeitos deletérios de uma droga, o que
também depende de fatores de viruléncia (Upcroft & Upcroft, 2001). Uma vez que a
diferenciagdo celular ¢ uma fase critica para a Giardia, foi considerado neste trabalho que esta
capacidade para alcancgar a forma cistica mesmo sob o efeito das drogas, poderia ser um modo
de resistir e se adaptar, permitindo que ocorra o encistamento e ndo a sua morte. Essa
adaptacao, demonstrada a partir da mesma taxa inibitoria, conforme apresentado na Tabela I,
em todas as concentracdes de AB, foi comparada com os valores de ICso de AB em
trofozoitos estudados previamente (Cedillo-Rivera & Mufioz, 1992; Cruz et al, 2003). Foi
verificado que para se obter uma ICso para inibir o encistamento a concentragdo da droga
necessaria iria, provavelmente, matar a grande maioria de trofozoitos nos periodos iniciais do
encistamento. Trofozoitos encistando apresentam suas vias exo e endociticas completamente
modificadas, i.e., quando as vias de producdo das proteinas da parede cistica sdo ativadas o

transporte de algumas moléculas diminui, como por exemplo na glicose (Reiner et al, 2001;
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Gottig et al, 2006; Touz et al, 2008). Esta condicdo explicaria a baixa atividade do AB na
formacao do cisto.

A hipotese de resisténcia também ¢ refor¢ada quando comparamos a inibicao do
encistamento com as alteracdes morfologicas encontradas. Embora as crescentes
concentragdes de AB tenham gerado a mesma porcentagem de cistos, o nimero de
degeneracgdes na morfologia aumentou progressivamente de acordo com a dose, apesar de alta
inibicdo do encistamento, quando comparado com os demais benzimidazois testados, a
habilidade de sintetizar e liberar os componentes da parede cistica ndo foram perdidas durante
os efeitos de AB que ndo atingiram a forma cistica madura (Fig. 2¢c-d).

Na figura 4F os microtibulos foram observados desagregados ao redor de um material
amorfo e pouco eletrondenso. Especulamos que a natureza deste material seja tubulina
despolimerizada, sendo foco posterior de andlise para imunomarca¢ao de proteinas do
citoesqueleto. A dispersdo gradual dos microtubulos, dependente da concentracdo usada,
provavelmente explica a baixa taxa de eficiéncia nos procedimentos de desencistamento.

Um estudo semelhante foi realizado em cistos maduros obtidos a partir de fezes
humanas (Bernal-Redondo et al, 2004), os cistos foram expostos ao AB e entdo levados ao
desencistamento sem droga. Os autores deste trabalho nao observaram nenhuma alteragdo nos
cistos tratados com AB. Baseado nos seus conhecidos efeitos sobre trofozoitos de Giardia e
nos dados de Bernal-Redondo e colaboradores (2004), sugerimos que os efeitos de AB
descritos neste trabalho possam estar restritos ao processo de encistamento quando a célula
ainda ¢ metabolicamente ativa e ainda ndo desenvolveu completamente sua parede cistica. A
auséncia dos efeitos de AB, conforme observada por Bernal-Redondo e colaboradores (2004),
poderia ser provavelmente devida a baixa penetracdo da droga pela parede cistica ou, até
mesmo, pela baixissima taxa metabdlica na qual se encontra a Giardia na forma de cisto, e
com isso apresentando uma baixa ou nenhuma absor¢do da droga. A analise do
desencistamento dos cistos maduros tratados com AB ndo mostrou uma taxa satisfatoria,
caindo a zero o percentual de células desencistadas. Este mesmo percentual também foi
alcangado por Bernal-Redondo e colaboradores (2004), mas, utilizando uma outra fonte de
obtencdo de cistos. Nossos resultados mostram que durante o desencistamento de Giardia o
AB apresentou o percentual zero em uma concentragdo 10x menor do que o encontrado por
estes autores.

As observagdes por video-microscopia de células encistando em meio de encistamento
contendo AB mostraram que, a maioria das células apresentou as tipicas estruturas observadas

durante o processo de encistamento, como previamente descrito e recentemente revisto
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(Upcroft & Upcroft, 2001). Curiosamente, depois do periodo de encistamento, o nimero de
cistos diminuiu quando comparado com o controle, porém, foi observado um ligeiro aumento
no numero de cistos invidveis. Muitos dos trofozoitos que ndo encistaram apresentaram
caracteristicas intermediarias entre cistos e trofozoitos, tais como: forma arredondada,
vesiculas secretorias de encistamento, birefringéncia periférica e flagelos perdendo a
motilidade.

O citoesqueleto ¢ essencial para a diferenciacdo, e ¢ predominantemente formado por
estruturas microtubulares (Campanati et al, 2003). O AB ¢ um benzimidazole carbamato que
afeta o citoesqueleto de Giardia (Hall & Nahar 1993; Cruz ef al, 2003). Foi mostrado que em
protozoarios os derivados de benzimidazodis se ligam a heterodimeros de a, B-tubulina dos
microtubulos em formagdo, levando a polimerizacdo, e quando se liga a microtubulos ja
formados leva a despolimerizagdo (MacDonald et al, 2004). O AB se liga a unidade -
tubulina, afetando a polimerizagdo dos microtiibulos nos trofozoitos (Edlind et al, 1990).
Durante o encistamento de Giardia ndo ha montagem dos microtubulos, mas, ¢ sim desmonte
do citoesqueleto, principalmente no disco adesivo, enquanto no desencistamento uma rapida
montagem desta estrutura ¢ seguida pela citocinese (Palm et al, 2005). Consequentemente,
nés sugerimos que o AB se ligou a tubulina dos cistos e interferiu fortemente no
desencistamento (0% de eficiéncia), todavia ndo interferiu tanto no processo de
desencistamento (33% de inibicdo da diferenciagdo). Com base na agdo benzimidazdis
descrita na literatura e nos resultados aqui apresentados, isso provavelmente explica porque o
encistamento foi menos inibido do que o desencistamento.

Estudos clinicos ja sugeriram o AB sozinho ou junto com mebendazol ou
metronidazol para tratamento da giardiase (Reynoldson et al, 1992; Cedillo-Rivera e Mufioz,
1992). Além disso, menos de 25 cistos ingeridos sdo suficientes para causar uma infec¢do
(Vesy & Peterson 1999). De acordo com esses autores, mais importante do que o tratamento €
a preven¢do, mas, quando o paciente estd infectado por Giardia, metronidazol (Flagyl®;
Sanofi Aventis S/A), a furazolidona (Giarlam®; Uci Pharma S/A) ou o albendazol (Zentel®;
GlaxoSmithKline S/A) ainda sdo as principais drogas prescritas.

H4 pouca informacdo na literatura sobre quio infectantes sdo os cistos que sdo
liberados pelos pacientes durante o tratamento. Neste trabalho, propomos que as drogas
empregadas contra Giardia, além de serem efetivas em trofozoitos, também atuem na
diferenciacio de giardia. E claro, como aqui demonstrado, que nenhum dos benzimidazois
testados € tdo eficiente quanto sobre trofozoitos e esta condi¢do deveria ser levada em

consideracdo durante o tratamento. Isto incluiria a analise de um tratamento seguro tanto para
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0 paciente quanto para o ambiente do qual sdo eliminados os cistos, principalmente se as
condi¢cdes sanitarias locais ndo sdo ideais. Nosso trabalho com o AB, a droga mais efetiva
contra Giardia, como previamente descrito, abre novas perspectivas de estudo no que se refere
a diferenciagdo de Giardia: (1) como o AB afeta a diferenciagdo; (2) o estabelecimento de um
novo modelo de avaliagdo dos efeitos de drogas na biologia celular de Giardia: seu processo
de diferenciagdo. Baseado nos dados ja publicados e em nossos resultados, a avaliacdo dos
efeitos dos benzimidazois sobre a diferenciacao de Giardia contribui para o estudo da biologia
celular deste parasito, com a abordagem especifica para o efeito de droga na fase critica de

seu ciclo de vida, demonstrando assim a interferéncia na formagao do citoesqueleto do cisto.

7.2 Discussao referente ao segundo artigo publicado

O tratamento habitual de Giardia no Brasil ainda € a base de metronidazol em
humanos, e apresenta muitos casos de fortes efeitos colaterais e alguns de resisténcia a droga,
levando a reincidéncia. No tratamento em animais domésticos, o pamoato de pirantel ¢ a
droga mais prescrita (normalmente em associagdo com praziquantel), e os indices de
recorréncia s3o muito maiores.

Com o objetivo de aprimorar a eficacia e reduzir os indices de reincidéncia, o emprego
de drogas combinadas tem sido explorado para tratamentos contra bactérias, virus e doengas
parasitarias (Seifeit & Croft, 2006). Em trofozoitos em cultura, o MZ apresentou uma maior
atividade (ICs0/24h = 5,3 £ 0,9 uM) em comparacao com o PM (ICs¢/24h = 13.8 = 1.4 uM)
sendo semelhante a 1Cs0/24h de outras cepas e isolados de Giardia obtidos (Campanati et al,
2001; Campanati & Monteiro-Leal, 2002; Cruz et al, 2003; Miiller et al, 2006).

Segundo Busatti e colaboradores (2007) modificagdes estruturais na molécula de MZ
mostraram que os quatro andlogos gerados deste nitroimidazol apresentaram alta atividade
anti-Giardia em compara¢do com o MZ, mas sem os efeitos citotoxicos na célula hospedeira.
O uso de andlogos de MZ sozinhos ou em combina¢do com outras drogas, tais como, o PM
poderiam representar uma interessante oportunidade para aumentar ainda mais o potencial de
acao anti-giardia destes farmacos.

A combinacdo de diferentes concentracdes de MZ e PM mostraram que as doses sub-
Otimas de MZ + 13.8 uM PM levaram a um aumento na inibi¢do da proliferagdo do parasito.

Isto sugere uma potencializacao dos efeitos das drogas, como ja descrito, para o protozodario
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Plasmodium falciparum e Trypanosoma cruzi tratados com os inibidores de biosintese
clotrimazole em conjunto com anfotericina B e mevinolina mais esgosterol, respectivamente
(Urbina et al 1993; Bahttacharya et al, 2008).

A andlise com isobologramas indicou atividade sinérgica em todas as condig¢des
testadas. Um decréscimo dose-dependente nos valores do FICI aponta para uma maior
sinergia em combinagdes de 5.3 yum MZ + 0,3 uM PM ¢ 0.1 uM MZ + 13.8 uM PM. Estas
combinagdes abrem portas para uma real possibilidade em diminuir a dose € manter o mesmo
padrao de inibicdo da proliferagdo. O efeito sinérgico das drogas em G. lamblia foi
previamente demonstrado para fenil-carbamatos mais albendazol, sugerindo uma potente
aplicagdo na terapia com giardia (Jimenez-Cardoso et al, 2004). Estudos anteriores apontaram
também efeitos sinérgicos para os protozoarios Leishmania sp. e T. cruzi utilizando
miltefosina mais anfotericina B e mevinolina mais cetoconazol, respectivamente (Urbina ef al,
1993; Seifert et al, 2006).

O tratamento de gatos infectados com combinagdes de febantel, pirantel e praziquantel
mostrou resultados potenciais, aumentando a percentagem de cura aparente (Scorza et al,
2006). Assim, nossos resultados in vitro nos motivam a investigar o tratamento combinado de
MZ e PM em camundongos. O tratamento combinado também interfere na porcentagem de
adesdo dos parasitos as células epiteliais intestinais. A combinacdo que apresentou a maior
atividade sinérgica nos trofozoitos (0,1 uM MZ + 13,8 uM PM) induziu a uma significativa
reducdo no percentual de adesdo (cerca de 80%). Entretanto, a maior inibi¢do na adesdo dos
trofozoitos as IEC-6 foi de 5,3 uM MZ + 0,3 uM PM (cerca de 90%). Miiller e colaboradores
(2006) mostraram que a tiazolida apresentou efeito inibitério muito significante na aderéncia
do parasito as células epiteliais (CaCo-2), embora houvesse uma moderada inibi¢do na
proliferacdo de gidrdia nas condi¢des axénicas.

No presente trabalho, a intensa atividade sinérgica de MZ e PM foi observada em
ambas situagdes experimentais, demonstrando o efeito das combinagdes em células aderidas
ao vidro e nas aderidas nas IEC-6. Nossos dados também detectaram o dano para a célula
hospedeira, apenas nas concentragdes combinadas pelo menos 10x maior do que nas doses
empregadas para reduzir a infec¢cdo, um importante indicativo de baixa toxicidade, como ja
reportado para as IEC-6 quando tratados com extratos naturais (Vidal et al, 2007).

O PM pertence a familia das tetrahidropirimidinas e seu mecanismo de ac¢do envolve
diferentes mudangas metabolicas nas vias oxidativas. Entretanto, o modo como atua em
Giardia sp. e outros organismos anaerdbicos ainda ndo estd elucidado. Estudos

farmacocinéticos demonstraram uma absorcao significante de PM no intestino grosso de
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porcos, diminuindo sua biodisponibilidade no sitio de infeccdo (Bjorn et al, 1996).
Aparentemente, a incorporagdo de PM pelas células IEC-6 poderia explicar os efeitos mais
fortes na adesdo dos trofozoitos em altas concentragdes de MZ nas doses sub-6timas de PM.
Por outro lado, a taxa de degradacdo de MZ ¢ constante em diferentes condig¢des
experimentais, tais como, variagdes no tamponamento e no pH (Wang & Yeh, 1993). Troeger
e colaboradores (2007) demonstraram que em animais com infec¢do cronica de Giardia o
epitélio intestinal secreta taxas elevadas de anions, principalmente sais de cloro. Assim, esta
secrecdo anidnica constante foi observada em outras enteropatias, tais como, infecgdes por
HIV, resultando na liberacdo de citocinas das células do sistema imune de localizagdo
subepitelial (Schmitz et al/, 2002). Outros mecanismos ja foram bem descritos e sao utilizados
na defesa do hospedeiro, na tentativa de remover a infeccdo por Giardia. Diversos
componentes intrinsecos do sistema imune, tais como, defensinas e lactoferrinas,
possivelmente contribuem nesse processo (Turchany et al, 1995; Clark & Rockett, 1996).
Uma outra estratégia envolve a produgdo de 6xido nitrico pelas células epiteliais intestinais. A
Giardia, por sua vez, para burlar essa resposta do sistema imune consome arginina, o principal
substrato utilizado pela enzima 6xido nitrico sintetase das células epiteliais para converter a
arginina em 6xido nitrico (Eckmann et al, 2000). Uma hipodtese para o tratamento com MZ
mais PM seria um possivel aumento da resposta do hospedeiro, evitando que o protozoario
burle a produg¢do de oOxido nitrico. Estes sais secretados, citocinas e quaisquer outras
moléculas produzidas pelas IEC-6, poderiam ter uma atividade adicional para o efeito
combinado de drogas. Miiller e colaboradores (2006) também sustentam a possibilidade de
que componentes intestinais adicionais provenientes de células CaCo-2, também estejam
relacionadas com a modulacdo da agdo de drogas. Ainda assim, ensaios complementares
devem ser realizados para confirmar esta importante questao.

A microscopia eletronica de varredura corrobora os dados de microscopia de luz
mostrando que o tratamento induziu a um acentuado decréscimo no percentual de adesdo dos
parasitos, mas nenhuma alteragdo morfologica foi observada em nenhuma IEC-6 em
quaisquer combinac¢des das drogas empregadas. Trofozoitos tratados com ambas as
combinagdes testadas (0,IuM Mz mais 13,8 uM PM e 5,3 uM MZ mais 0,3 uM PM)
apresentaram alteracdes no corpo e perda dos flagelos. Interessante ressaltar que, nenhuma
dessas alteragdes foi observada em trofozoitos tratados apenas como MZ ou PM sozinhos, em
trabalhos anteriores (Campanati et a/, 2001; Campanati & Monteiro-Leal, 2002) sugerindo
um modo de acdo especifico oriundo da combinagdo das duas drogas. Efeitos similares nos

danos observados nos flagelos € no corpo da Giardia foram ja observados com outras classes
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de drogas (Miiller et al, 2006; Pérez-Arriaga et al, 2006; Ponce-Macotela et al, 2006).
Potentes inibidores do citoesqueleto (citocalasina, colchicina e nocodazol), induziram a
completa perda da forma e adesdao do parasito ao substrato, além de danos na divisdo celular e
alteragdo no numero de flagelos (Mariante et al, 2005; Corréa & Benchimol, 2006). A
aparéncia da regido dorsal de parasitos aderidos observados apds o tratamento com as
combinagdes, sugere uma diminui¢do na capacidade de adesdo do parasito pelo disco adesivo.
Uma possibilidade ¢ que o0 MZ mais o PM interferiram na funcionalidade do disco adesivo,
como ja descrito, em drogas que atuam no citoesqueleto. Esta estrutura ¢ importante para a
biologia celular do trofozoito, pois estd envolvida no ganho de nutrientes, além da adesdo ao
parasito (McCabe et al, 1991; Mariante et al, 2005). O tratamento combinado de MZ ¢ PM
poderia induzir a alteragdes em sua estrutura reduzindo o percentual de adesdo e também
levando o parasito a morte, como j4 demonstrado em trofozoitos tratados com tiazolida
(Miiller et al, 2006).

A terapéutica da giardiase ainda ¢ motivo de desafios no que tange a uma
quimioterapia eficiente e segura. Os fortes efeitos colaterais e o aumento na resisténcia do
parasito, em resposta ao tratamento, sdo grandes dificuldades na administragdo clinica de MZ
(Miiller et al, 2007). Clinicamente, o PM ¢ administrado em combina¢do com outros anti-
helminticos, juntamente com febantel e praziquantel para uso veterinario (Drontal®,
comercializado pela Bayer S/A). A administracdo de PM sozinho ou concomitante com outras
drogas apresenta baixos efeitos colaterais em humanos e caes (Desowitz ef al, 1970; Barr et
al, 1998; Bagheri ef al, 2004). A extensa atividade do tratamento combinado com PM e MZ,
potencializando a inibi¢ao do crescimento dos trofozoitos e sua adesao as [EC-6, associado a
alta preservacao da morfologia da célula hospedeira e sua viabilidade metabolica, aponta para
uma excelente alternativa, ou seja, a combinagdo destes dois fA&rmacos para o tratamento da

infec¢do de Giardia in vivo.
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CONCLUSOES

O efeito dos benzimidazéis AB, MB, TB e MB sobre o citoesqueleto de Giardia
contribui para o estudo da sua biologia celular, com a abordagem especifica para o efeito de
droga na fase critica de seu ciclo de vida, demonstrando a interferéncia na formagdo do
citoesqueleto do cisto bloqueando, assim, o ciclo de vida deste parasito.

A extensa atividade sinérgica sobre a morfologia de gidrdia durante tratamento
combinado de pamoato de pirantel e metronidazol potencializou a inibi¢do do crescimento
dos trofozoitos e sua adesdo as IEC-6. Além disso, manteve a alta preservacdo da morfologia
da célula hospedeira, mantendo sua atividade celular e despontando como uma excelente

alternativa para um possivel tratamento clinico apds testes em animais.
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