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Giardia lamblia: DISTRIBUICAO DE MICROTUBULOS

NO CITOESQUELETO DE TROFOZOITOS

E CISTOS UTILIZANDO TAXOIDE FLUORESCENTE
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RESUMO

Giardia lamblia é um protozoario parasito do intestino delgado, agente etiologico da giardiose, o qual
apresenta um complexo citoesqueleto composto por microtiibulos. Neste estudo, a distribuigdo dos
microtibulos no citoesqueleto de trofozoitos e cistos de G. lamblia foi investigada por meio de um
taxo6ide fluorescente, 0 FLUTAX-2 —um derivado do Taxol que se liga aos dimeros polimerizados
de af-tubulina. O efeito do metronidazol sobre o citoesqueleto do organismo também foi avaliado.
FLUTAX-2 foi capaz de se ligar aos microtubulos de trofozoitos e cistos de G. lamblia, tornando
possivel a visualizagdo de estruturas do citoesqueleto do microrganismo, como flagelos, funis e
disco adesivo. Além disso, FLUTAX-2 marcou os trofozoitos cultivados por diferentes periodos,
revelando que o intervalo de 48 horas é o melhor tempo de cultivo. A incubago dos parasitos na
presenga de metronidazol ndo demonstrou alteracdo significativa na marcagdo microtubular por
FLUTAX-2. Nosso grupo ja apresentou a marcagdo pelo FLUTAX-2 em outros protozoarios,
Trichomonas vaginalis, T. gallinae ¢ Tritrichomonas foetus, e este é o primeiro trabalho a revelar
o perfil de ligagdo em G. lamblia. Os resultados contribuem para o conhecimento de aspectos
bioldgicos e morfologicos do parasito e sugerem perspectivas para o diagndstico laboratorial da
giardiose.

DESCRITORES: FLUTAX-2, Giardia lamblia, citoesqueleto, Taxol
INTRODUCAO
Giardia lamblia (sin. Giardia duodenalis, Giardia intestinalis) ¢é

um protozoario parasito do intestino delgado (Gardner & Hill, 2001) capaz
de infectar diversos hospedeiros vertebrados, incluindo o homem (Caccio et
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al., 2005; Coklin et al., 2007; Hunter & Thompson, 2005). O ciclo de vida do
microrganismo apresenta dois estagios: o trofozoito, forma vegetativa que adere as
microvilosidades intestinais e o cisto, capaz de persistir no ambiente sob diversas
condig¢des (Adam, 2001; Dawson et al., 2007). O parasito é o agente etiologico
da giardiose, uma doenga de elevada morbidade mundial que acomete cerca de
280 milhdes de pessoas a cada ano (Savioli et al., 2006; Ali & Nozaki, 2007). A
infec¢do ¢ caracterizada principalmente por diarreia, ma-absorgdo e deficiéncia
no crescimento de criangas (Mariante et al., 2005). O tratamento quimioterapico
¢ recomendado a todos os casos sintomaticos da doenca e, frequentemente, aos
portadores assintomaticos (Sandhu et al., 2004). Metronidazol (MTZ) é um dos
farmacos mais comumente utilizados para o tratamento da giardiose (Sadjjadi
et al, 2001). O MTZ ¢ ativado pela redugio de seu grupo nitro e, assim, liga-se
ao DNA provocando perda da sua estrutura helicoidal, quebra de filamentos,
comprometimento concomitante de sua fungéo e, consequentemente, a morte dos
trofozoitos (Samuelson, 1999; Tracy & Webster, 2003). Para mensurar a resposta
in vitro ao farmaco, ensaios colorimétricos, metabolicos, de analise morfologica,
de inibi¢do de crescimento e de inibi¢do da aderéncia tém sido empregados
(Gardner & Hill, 2001).

G. lamblia € um organismo binucleado e multiflagelar que apresenta
um complexo citoesqueleto composto por microtibulos (Campanati et al., 2003).
Microtibulos sdo estruturas estaveis essenciais para a manuten¢do da forma e
organizacdo da célula, também sdo fundamentais no transporte citoplasmatico,
na motilidade e na divisdo em células eucaridticas (Wilson & Jordan, 1994). O
citoesqueleto deste parasito ¢ representado, principalmente, pelos corpos basais
e axonemas de oito flagelos; pelos funis, microtibulos que acompanham os
axonemas caudais; pelo corpo mediano, formado por um grupo irregular de
microtibulos e pelo disco adesivo ventral, composto por microtubulos que se
dispdem paralelamente na forma de espiral (Benchimol, 2004; Benchimol et al.,
2004; Piva & Benchimol, 2004).

Pelo fato dos microtibulos desempenharem papéis importantes na
mitose, tornam-se alvos de diversos farmacos antitumorais, incluindo vimblastina,
colchicina e paclitaxel (Taxol) (Jordan & Wilson, 1998). Taxol é considerado um
agente estabilizador de microttbulos: liga-se a eles, estabiliza-os e bloqueia a
divisdo celular (Diaz et al., 2004). Devido a este mecanismo de a¢do, o Taxol tem
demonstrado atividade frente a um amplo espectro de neoplasias malignas, como
cancer de ovario, mama, pulmao, cabeca e pescoco e sarcoma de Kaposi (Fojo &
Menefee, 2007).

FLUTAX-2 ¢ um derivado fluorescente ativo do Taxol. Esses derivados
podem ser extremamente tUteis em estudos sobre morfologia e mecanismos de
associacao e estabilizagdo de microtibulos (Vieira et al., 2008). FLUTAX-2 liga-se
aos dimeros polimerizados de a-f tubulina, competindo com a molécula de Taxol
pelo mesmo sitio de ligacdo. Este sitio se localiza, provavelmente, na superficie
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externa dos microtubulos, tornando-os direta e rapidamente observaveis por
microscopia de fluorescéncia (Evangelio et al., 1998; Arregui et al., 2002). A analise
microscopica da distribui¢do dos microtibulos e composicio do citoesqueleto, por
meio do uso de FLUTAX, contribui para a compreenséo de aspectos envolvidos na
morfologia e comportamento celular (Lecke et al., 2003). Ela ja foi realizada com
células epiteliais Ptk2, células leucémicas U937, Trypanosoma cruzi (Evangelio et
al,, 1998), Trichomonas vaginalis, Trichomonas gallinae e Tritrichomonas foetus
(Lecke et al., 2002; Vieira et al, 2008).

Considerando a elevada prevaléncia e a severidade da giardiose, ¢
importante estudar os aspectos biologicos e morfologicos de G. lamblia que
contribuem para o entendimento dos mecanismos de infec¢do do hospedeiro e sua
patogénese. O objetivo deste estudo foi investigar a distribui¢do dos microtiibulos
no citoesqueleto de trofozoitos e cistos de G. lamblia utilizando um derivado
fluorescente do Taxol. Além disso, o efeito do metronidazol sobre o citoesqueleto
do microrganismo também foi avaliado.

MATERIAIS E METODOS
Cultivo in vitro dos parasitos

Os trofozoitos de G. lamblia, isolado WB (American Type Culture
Collection 30957), foram cultivados em meio TYI-S-33 (Trypticase, Yeast Extract,
Iron Serum), pH 7,1, suplementado com 10% (v/v) de soro bovino inativado
(Diamond et al., 2002), sulfato de estreptomicina (1,0 mg/ml) e succinato de
cloranfenicol (2,0 mg/ml), a 37°C. Para todos os experimentos, trofozoitos na fase
logaritmica de crescimento (exibindo mais de 95% de motilidade e morfologia
normal) foram coletados por centrifugagdo (750 x g, 5 minutos). Todos os
experimentos foram realizados com trés diferentes culturas (»=3) em triplicata.

Teste de sensibilidade in vitro ao metronidazol

Experimentos anteriores foram realizados com o objetivo de avaliar a
suscetibilidade in vitro do isolado WB ao metronidazol. Os parasitos foram lavados
trés vezes com solugao salina-fosfato tamponada (Phosphate Buffer Solution, PBS)
e os pellets foram ressuspendidos em meio TYI-S-33 suplementado, ajustando-se
a densidade para 1,0x10° trofozoitos/mL. Os trofozoitos foram expostos a
concentragdes seriadas de metronidazol (9,41 a 0,073 mM) em meio TYI-S-33,
utilizando-se microplacas de 96 pocos. Os controles foram preparados sem a
adi¢do do farmaco. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e, entdo,
examinadas em microscopio invertido para determinagdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM) do metronidazol (Tasca et al., 2003).
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Tratamento in vitro com metronidazol

Parasitos foram lavados trés vezes com PBS e os pellets foram
ressuspendidos em meio TYI-S-33 suplementado, ajustando-se a densidade para
1,0x10° trofozoitos/mL. Os trofozoitos foram expostos a CIM do metronidazol em
meio TYI-S-33, utilizando-se microtubos (volume final de 500 uL), ¢ incubados a
37°Cpor 2,4, 6,12 e 24 horas.

Isolamento dos cistos

O isolamento dos cistos foi realizado a partir de uma amostra fecal cedida
pelo Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFRGS. A
amostra foi submetida a tradicional técnica de sedimentagdo (método de Hoffman,
Pons e Janer) (De Carli, 2007). O isolamento dos cistos de G. lamblia seguiu o
protocolo descrito por Alvarado & Wasserman (2006), com algumas modificagdes.
O sedimento foi coletado, centrifugado (800 x g, 5 minutos) e lavado trés vezes com
agua destilada. O pellet foi ressuspendido em 20 mL de 4gua destilada e dividido
em quatro aliquotas de 5 mL cada. Cada aliquota foi cuidadosamente vertida
sobre 3 mL de sacarose fria 0,85 M e entdo centrifugada (600 x g, 10 minutos).
Observou-se o aparecimento de uma pelicula localizada na interface das fases apds
a centrifugagdo. As peliculas foram coletadas, reunidas e homogeneizadas para
posterior experimento. O homogeneizado final foi observado microscopicamente
com solugdo de iodo (1%) de Dobell e O’Connor (De Carli, 2007) para verificagdo
da recuperagdo dos cistos.

Incubagdo com FLUTAX-2

A sonda 7-O-[N-(4’-fluoresceincarbonyl)-L-alanyl] Taxol (FLUTAX-2)
foi obtida pela reacdo de 7-O-(L-alanyl)Taxol com o corante fluorescente
amino-reativo correspondente, como descrito por Souto et al. (1995). FLUTAX-2
foi gentilmente cedido pelo Dr. André A. Souto (Faculdade de Quimica, PUCRS,
Brasil). FLUTAX-2 apresenta absorbancia na regido UV-visivel e espectro de
emissdo de fluorescéncia conforme os respectivos cromoforos (Vieira et al., 2008).
Os trofozoitos cultivados por 24, 48, 72, 96 e 120 horas foram lavados trés vezes com
PBS ¢ a densidade foi ajustada para 1,0x10° trofozoitos/mL. Os trofozoitos foram
incubados com FLUTAX-2 (concentragdo final de 1,0 uM) por 40 minutos, a 37°C
(Lecke et al., 2002). Além disso, os organismos foram incubados com FLUTAX-2
e EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) (concentracdo final de 5,0 mM), um
agente quelante utilizado para sequestrar ions Mg?". Os trofozoitos tratados com
metronidazol, apds o periodo de incubagdo com o farmaco, foram lavados trés vezes
e ressuspendidos com PBS, em seguida foram incubados com FLUTAX-2, como
descrito anteriormente. Igualmente, o homogeneizado final obtido no isolamento
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dos cistos também foi submetido a incubagdo com FLUTAX-2. Depois disso,
laminas foram preparadas com a suspensdo incubada com FLUTAX-2 e mantidas
em local protegido da luz até completa secagem. As laminas foram entdo observadas
em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse E600 e as imagens foram obtidas
com camera digital Nikon 1200C e sofiware NIS Elements AR 230 Nikon.

RESULTADOS E DISCUSSAO

G. lamblia apresenta um complexo citoesqueleto formado principalmente
por estruturas compostas de tubulinas, que estdo envolvidas na locomogdo da célula,
na busca por substratos ¢ na manutengdo da forma celular. Os principais elementos
do citoesqueleto deste parasito sdo seus oito flagelos, arranjados em quatro pares;
o disco adesivo ventral, uma espiral microtubular responsavel pela fixagdo do
substrato; o corpo mediano, um grupo irregular de microtibulos encontrados
unicamente em células de Giardia que ainda tem sua fungéo desconhecida e os funis,
estruturas associadas aos axonemas caudais que parecem atuar no deslocamento da
regido posterior da célula (Benchimol et al., 2004; Campanati et al., 2002).

Sabendo-se que G. lamblia representa um dos mais antigos modelos de
células eucaridticas (Adam, 2001) torna-se importante analisar ¢ compreender
a organizacdo de seu citoesqueleto. Neste estudo, utilizou-se um derivado
fluorescente do Taxol — FLUTAX-2 — para investigar a distribui¢do dos
microtubulos no citoesqueleto do parasito. FLUTAX-2 liga-se com alta afinidade
aos dimeros de of-tubulina em um sitio de ligagdo que parece estar localizado na
superficie externa dos microtubulos, entre os protofilamentos. Esta localizagao
torna o Taxol e seus derivados capazes de se ligar muito rapidamente aos seus
sitios e, além disso, possibilita que os microtiibulos sejam diretamente observaveis
por microscopia de fluorescéncia (Evangelio et al., 1998). Os resultados obtidos
por microscopia de fluorescéncia mostram que FLUTAX-2 ¢ capaz de marcar as
estruturas microtubulares dos trofozoitos de G. lamblia, permitindo a investigagdo
dos elementos formadores do citoesqueleto do microrganismo. Imediatamente
apds a incubagdo com FLUTAX-2, foi possivel observar as células fluorescentes
e com motilidade dos flagelos (dados ndo mostrados), o que representa uma
grande vantagem do método, ja que os trofozoitos podem ser visualizados ainda
vivos sem a necessidade de processos de fixacdo e permeabilizacdo (Arregui et
al., 2002). Os experimentos também demonstraram que o uso desta sonda pode
ser extremamente interessante gracas a estabilidade da fluorescéncia. As laminas
podem ser preservadas sem apresentar prejuizos em analises posteriores, desde que
mantidas sob protegdo da luz.

O perfil de marcagéo dos trofozoitos de G. lamblia, apos diferentes tempos
de crescimento, é apresentado na Figura 1. Mesmo depois de diversos periodos de
incubagdo (24 a 120 horas), os organismos foram observados por fluorescéncia,
mostrando que a ligagdo do FLUTAX-2 aos microtubulos ocorre independentemente
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do tempo de cultivo. Em 24 e 48 horas, os trofozoitos apresentaram uma marcagao
mais intensa. De maneira geral, em 48 horas, as estruturas do citoesqueleto foram
melhor visualizadas. Apds 96 e 120 horas de incubag@o, os parasitos mostraram um
padrdo de marcacdo menos organizado. Diversos parasitos incubados por quatro
dias apresentaram fluorescéncia de menor intensidade (dados ndo mostrados),
sugerindo que tempos de cultivo anteriores devem ser preferencialmente adotados.
Considerando o cultivo in vitro, o consumo de nutrientes ¢ a produgdo de
metabdlitos sdo condigdes essenciais para a manutengdo da viabilidade celular.
Quando essas condigdes sdo violadas, observam-se fendmenos de injuria celular,
como autofagia e vacuoliza¢do, os quais podem ser causados por alteragdes no
metabolismo energético e sintese de proteinas, incluindo tubulinas. Provavelmente,
o padrdo de marcagdo desorganizado nos organismos cultivados por periodos mais
longos pode ser atribuido a modificagdes no metabolismo que podem levar ao dano
celular, aqui evidenciado por meio da marcag@o dos microtibulos.

O perfil de marcagdo dos microtibulos dos trofozoitos de G. lamblia
utilizando FLUTAX-2 ¢ apresentado na Figura 1. As imagens revelam nitidamente
o formato piriforme da célula. O disco adesivo, a estrutura mais caracteristica do
trofozoito, pode ser identificada na regido anterior (Figura 1 A-F). Os quatro pares
de flagelos, que emergem de diferentes pontos e contribuem para a locomogéo da
célula, também mostram-se marcados (Figura 1 A-F). O corpo mediano (Figura
1C) € constituido de um grupo de microtiibulos fixados aos axonemas dos flagelos
caudais que parece estar relacionado a progénese do disco adesivo. Esta estrutura
ndo ¢ facilmente observada nos trofozoitos e algumas hipéteses tentam explicar
este comportamento morfologico: o corpo mediano pode assumir uma posi¢do
vertical e ser ocultado pelos axonemas da regido caudal, ou por ser tdo pequeno
pode ndo ser visto facilmente, ou, ainda, ha a possibilidade de ele estar ausente
em alguns trofozoitos (Piva & Benchimol, 2004). Os funis aparecem fortemente
marcados nas imagens (Figura 1 A-C, E-F). Essas estruturas seguem os axonemas
desde a regido internuclear até a emergéncia dos flagelos caudais. Além disso, fica
nitido nas imagens que o citoplasma da célula também foi corado pelo FLUTAX-2.
Adicionalmente, na Figura 1-F, pode-se observar um trofozoito em divisdo celular.
Essa divisdo ocorre claramente em simetria bilateral; a microfotografia mostra
que os trofozoitos sdo binucleados e estdo em processo de divisdo do citoplasma.
Campanati et al. (2003) mostraram a distribui¢do de a-tubulina e B-tubulina no
disco adesivo ventral, no corpo mediano, nos funis e nos flagelos de G. lamblia
utilizando anticorpos especificos. Considerando que FLUTAX-2 se liga aos dimeros
de af-tubulina, os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com
os dados apresentados por aqueles autores.

O alongamento dos microtiibulos induzido pelo FLUTAX-2 é dependente
de Mg?* e o espectro de absorgdo da ligagdo ¢é sensivel as concentragdes do cation
(Evangelio et al., 1996). Neste estudo, nos testamos o efeito do EDTA para verificar
sua acdo quelante sobre a ligagdo do FLUTAX-2. Os trofozoitos, mesmo apds
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incubagdo com EDTA, apresentaram marcagdo; no entanto, a fluorescéncia obtida
foi de menor intensidade (Figura 2). Este resultado confirma a importancia do
magnésio na ligagdo do FLUTAX-2, mesmo na presenca do EDTA. Os trofozoitos
foram corados na presenga do quelante provavelmente porque o magnésio € o cation
divalente mais abundante nas células, atingindo concentragdes celulares entre 14 e
20 mM (Schmitz et al., 2007). Desse modo, o0 EDTA foi incapaz de sequestrar todo
0 Mg?" presente nos parasitos intactos.

a b
da
f
L
e

Figura 1. Visualizagdo dos microtubulos marcados com FLUTAX-2 nos
trofozoitos de G. lamblia. As imagens mostram os trofozoitos apds 24
horas (Fig. 1A), 48 horas (Fig. 1B), 72 horas (Fig. 1C), 96 horas (Fig.
1D) e 120 horas (Fig.1E) de crescimento. Fig. 1F mostra um trofozoitos
de G. lamblia em divisdo celular. DA indica disco adesivo; FA, flagelo
anterior; FC, flagelo caudal; FV, flagelo ventral; F, funis; CM, corpo
mediano, e N, nticleo. Ampliagdo original 1.000x.

Metronidazol e outros 5-nitroimidazdlicos sdo seletivamente toxicos a
Giardia. Entretanto, o mecanismo de agdo desses farmacos sobre este parasito
ndo esta bem elucidado. Por analogia a atividade antimicrobiana destes compostos
contra bactérias e Trichomonas, tem sido proposto que os efeitos de citotoxicidade
se devem aos radicais livres nitro que sdo formados durante a reducdo do farmaco
(Sousa & Silva, 1999). Os elétrons sdo transferidos para o grupo nitro pela proteina
ferredoxina. O metronidazol reduzido torna-se entdo, um aceptor de elétrons que se
liga a0 DNA provocando a quebra dos filamentos e a subsequente morte da célula
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(Gardner & Hill, 2001). Em razdo da grande importéncia clinica deste farmaco
no tratamento da infeccdo, torna-se interessante conhecer a suscetibilidade dos
trofozoitos de G. lamblia frente ao metronidazol. Os resultados obtidos no teste
de sensibilidade in vitro ao metronidazol demonstraram que o isolado de WB
¢ sensivel ao farmaco, apresentando CIM igual a 0,147 mM. Estudos apontam
valores de IC, (do inglés, Inhibitory Concentration.,) para o metronidazol variando
entre 2,25 uM (Bénéré et al., 2007), 4,27 uM (Cruz et al., 2003) e 0,35 mM
(Sousa & Silva, 1999). Outros trabalhos indicam CIM do farmaco entre 5,88 uM
e 294 uM (Jokipii & Jokipii, 1980), revelando uma grande variacdo nos resultados
encontrados, provavelmente devido ao uso de diferentes isolados e condigdes de
experimentacao.

Figura 2. Visualizagdo dos microtibulos marcados com FLUTAX-2 nos
trofozoitos de G. lamblia, apds incuba¢do com 5,0 mM de EDTA.
Ampliagdo original 1.000x.

As imagens do tratamento in vitro com metronidazol estdo representadas
na Figura 3. A Figura 3-A mostra um trofozoito no tempo zero de incubagio, seguido
pelos tempos de 2, 4, 6, 12 e 24 horas (Figura 3B, C, D, E, e F, respectivamente).
Pelas microfotografias, percebe-se que a intensidade de fluorescéncia € maior no
tempo zero quando comparada aos demais periodos de tratamento. Além disso, no
periodo de 24 horas (Figura 3-F), as estruturas do citoesqueleto do trofozoito ndo
aparecem claramente definidas e o trofozoito apresenta-se em formato arredondado.
No entanto, apesar de algumas pequenas modificagdes observadas por microscopia
de fluorescéncia no maior periodo de incubagdo com o farmaco, os resultados
obtidos mostram que o metronidazol ndo afeta as estruturas do citoesqueleto de G.
lamblia compostas por microtabulos.

Neste estudo, os cistos foram isolados diretamente de uma amostra fecal
e demonstraram fluorescéncia logo apods incubagdo com FLUTAX-2. Na Figura
4, observa-se o cisto com seu formato oval caracteristico. Embora os cistos de
G. lamblia sejam tetranucleados, ¢ possivel observar a presenca de dois nucleos
e de uma estrutura composta pelos axonemas dos flagelos, demonstrando assim,
que FLUTAX-2 foi capaz de permear a rigida parede cistica. Considerando a
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amostra fecal, além dos cistos, algumas estruturas apresentam fluorescéncia, como
mostrado na Figura 4, onde uma levedura pode ser observada. No entanto, o fato
de outras estruturas tornarem-se fluorescentes ndo representa uma desvantagem do
método, pois a morfologia dos cistos ¢ facilmente distinguivel. Estes resultados séo
significantes, indicando perspectivas de estudo para o desenvolvimento de um novo
método para o diagndstico laboratorial da giardiose.

Figura 3. Visualizagdo dos microtubulos marcados com FLUTAX-2 nos
trofozoitos de G. lamblia, ap6s incubacdo com metronidazol. As
imagens mostram os trofozoitos nos tempos zero (Fig. 3A), 2 horas (Fig.
3B), 4 horas (Fig. 3C), 6 horas (Fig.3D), 12 horas (Fig.3E) e 24 horas
(Fig. 3F) de tratamento com o farmaco. Ampliacgo original 1.000x.

Figura 4. Visualizagdo dos microtibulos marcados com FLUTAX-2 nos cistos de
G. lamblia. N indica nucleo; A, axonemas. Uma levedura é observada
abaixo da estrutura cistica. Amplia¢do original 1.000x.
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No presente estudo, um derivado fluorescente do Taxol foi empregado
para investigacdo da distribui¢do dos microtubulos no citoesqueleto de G. lamblia
e, consequentemente, a identificagao de trofozoitos e cistos. As principais vantagens
da utilizagdo do FLUTAX-2 incluem a rapidez, eficacia e facilidade do método
(Arregui et al., 2002). Além disso, a utilizagdo dessa sonda pode ser interessante
para identificagdo e diferenciacdo de espécies de protozodrios (Vieira et al., 2008;
Lecke et al., 2002). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a constitui¢ao
do citoesqueleto deste parasito pode ser pesquisada com o uso de FLUTAX-2,
e que o metronidazol, farmaco importante no tratamento da giardiose, atua por
mecanismos que ndo afetam o citoesqueleto do microrganismo. Assim, os dados
sdo importantes para o entendimento do modo de agdo dos nitroimidazois e indicam
perspectivas para desenvolvimento de um novo método diagndstico para giardiose.
Além disso, os resultados contribuem para o entendimento da infeccéo e patogénese
da doenga, uma vez que incrementam o conhecimento dos aspectos biologicos e
morfologicos de G. lamblia.
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ABSTRACT

Giardia lamblia: distribution of microtubules on the cytoskeleton of trophozoites
and cysts by use of fluorescent taxoid

G. lamblia is a protozoan parasite of the small intestine and the etiologic agent of
giardiosis, which presents a complex cytoskeleton composed of microtubules. In
this study, the microtubule cytoskeleton was labeled in trophozoites and cysts of
G. lamblia, vsing a fluorescent taxoid (FLUTAX-2), a derivative of Taxol, which
binds to of-tubulin dimer polymerized. In addition, the effect of metronidazole on
the cytoskeleton of the parasite was also evaluated. FLUTAX-2 was able to label
the microtubules of trophozoites and cysts, allowing the observation of cytoskeletal
structures, such as flagella, funis, adhesive disk, and median body. Moreover,
FLUTAX-2 labeled the trophozoites from several different cultivation times,
revealing the 48 hours as the best incubation period. The incubation of parasites in
presence of metronidazole did not show significant alteration on the microtubule
labeling by FLUTAX-2. We have shown the FLUTAX-2 labeling in other protozoa,
Trichomonas vaginalis, T. gallinae and Tritrichomonas foetus, and this is the first
report revealing the binding profile in G. lamblia. Our results contribute to the
knowledge of biological and morphological features of this intestinal pathogen.
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Furthermore, our data showed no modification of microtubule profile labeling in
presence of metronidazole. Finally, a new perspective for giardiosis diagnostic

is

suggested, since trophozoites and cysts of G. lamblia were labeled with

FLUTAX-2.

KEY WORDS: FLUTAX-2. Giardia lamblia. Microtubule. Taxol.
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